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RESUMEN

La extraccion de quitina a partir de desechos de crustaceos involucrd la fermentacién acido lactica para la
desproteinizacion y desmineralizacion del caparazén de camardén, haciendo uso de suero de leche y sacarosa, como
sustrato y fuente de carbono. El proceso de fermentacién se llevo a cabo en un reactor vertical de vidrio Pyrex de 4
L por un periodo de 2 y 3 semanas a temperatura ambiente. Los resultados mostraron gue aungue hubo una buena
desproteinizacion y desmineralizacion, todavia el producto contenia restos de proteinas y pigmentos. Por ello, se
hizo necesario aplicar un procedimiento quimico con hidroxido de sodio e hipoclorito de sodio, para remover
completamente las proteinas y los pigmentos de la estructura del caparazon. Al final del proceso se obtuvo una
recuperacion del 85 %. La comparacion de los espectros FT-IR de la quitina producida con una muestra de quitina
comercial, mostré un porcentaje de correlacién del 93-95 %, lo que indica que la quitina obtenida utilizando el
método combinado, tiene un alto grado de pureza.

Palabras claves: Caparazdn de camardn; Quitina; Reactor vertical; Sacarosa; Suero de leche

ABSTRACT

The extraction of chitin from crustacean waste involved the deproteinisation and demineralisation of crustacean
shells using lactic acid fermentation with whey and sucrose as culture medium and carbon source, respectively. The
fermentation process was carried out in a vertical Pyrex reactor of 4 L by 2 and 3 weeks at room temperature. The
results showed that a good deproteinisation and demineralisation was obtained; however, the product still contained
traces of proteins and pigments. Therefore, it was necessary to apply a chemical process with sodium hydroxide and
sodium hypochlorite, to completely remove the proteins and pigments from the structure of crustacean shell. A
recovery of 85 % was obtained. The comparison of FT-IR spectra of chitin produced and a sample of commercial
chitin showed a correlation rate of 93-95 %, indicating that chitin produced using the combined method has a high
degree of purity.

Keywords: Chitin; Shrimp shell; Sucrose; Vertical reactor; Whey
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INTRODUCCION

En Nicaragua existen 15 plantas procesadoras de
camaron y langostino, de niveles y capacidad de
proceso diferenciados, 8 de ellas localizadas en
la zona del Pacifico (Hernandez y Escorcia,
2009). Sin embargo, la industria acuicola
produce una gran cantidad de desechos de
crustaceos ya que estos constituyen el 40-50 %
aproximadamente del peso total (Xu et al,
2008). Estos desechos pueden repercutir
negativamente en el medio ambiente y pueden
generar un costo adicional para su deposicion,
reduciendo las utilidades del sistema de
produccidn.

Estudios anteriores han demostrado que los
desechos de langostinos y camaron pueden ser
utilizados como materia prima para la
produccion de quitina y proteinas (Hernandez y
Escorcia, 2009). Asi como también, para la
obtencién de otros valiosos subproductos para la
industria, tales como quitosano y glucosamina
(Pastor de Abram, 2004). Estos productos
presentan numerosas aplicaciones en distintas
areas, principalmente en medicina, farmacia,
remocién de metales pesados en el tratamiento
de aguas naturales y efluentes industriales,
cosméticos, industria alimenticia, etc. (Harish y
Tharanathan, 2007).

El procesamiento quimico para la extraccién de
estos productos implica el uso de altas
concentraciones de acidos y bases fuertes como
el acido clorhidrico y el hidréxido de sodio; asi
como también, grandes volimenes de agua, lo
que provoca contaminacion ambiental debido a
los desechos quimicos (Xu et al., 2008).
Ademas, por medio de esta técnica la
recuperacion, para el caso de la extraccion de
quitina a partir de cabeza de langostino, es muy
baja ya que solamente se logra una recuperacion
del 58.6 % (Hernandez y Escorcia, 2009).

Como alternativa, el proceso microbiolégico
para la extraccion de quitina por fermentacién
acido lactica ha sido estudiado. Estos estudios
han reportado tener mayores ventajas con
respecto al tratamiento quimico: no produce
desechos toxicos, mejor calidad del producto
obtenido y disminucion en los costos de

produccion (Xu et al., 2008; Carvalho et al.,
2009).

Los estudios por fermentacion lactica involucran
el uso de bacterias del acido lactico (Lactobacilo
0 Lactobacillus) para la desproteinizacion y
descalcificacion del material, obteniéndose
quitina como producto final. Lactobacillus es un
género de bacterias grampositivas no
esporuladas, generalmente anaerobias que tienen
la propiedad de producir &cido lactico por
fermentacion de la lactosa y otros azlcares
(Lopez et al., 2004). Algunas especies de
lactobacillus son usadas industrialmente para la
produccion de vyogur y otros alimentos
fermentados.

Por otro lado, el suero de la leche, el cual es un
gran contaminante de las aguas superficiales
debido a su alta demanda bioquimica de oxigeno
(DBO), puede ser utilizado como sustrato en las
reacciones de fermentacion lactica (Trujillo et
al., 1998). El suero de la leche es un liquido que
se obtiene durante el proceso de fabricacion del
queso y de la caseina, después que se separa la
cuajada. Es un liquido fluido, de color verdoso
amarillento, turbio, de sabor fresco, débhilmente
dulce, de caracter acido, con un contenido de
nutrientes o extracto seco del 55 % al 7 %
provenientes de la leche (Wikipedia, 2011).

Con la elaboracion de este proyecto se aplico un
método microbiolégico para la extraccion de
quitina a partir de desechos de crustaceos por
fermentacion acido lactica, utilizando suero de
leche como sustrato y azlcar como fuente de
carbono.

METODOLOGIA
Material
a) Caparazon de crustaceos

Se utilizaron 500 g de desecho de camardn
triturado para cada ensayo (ver Fig. 1). Estos
caparazones de camaron fueron suministrados
por la Empresa Camarones de Nicaragua, S.A.
(CAMANICA), actualmente PESCANOVA
ALIMENTACION, S.A.
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Fig. 1 Caparazon de camaron lavado y triturado.
b) Suero de leche

El suero lacteo (ver Fig. 2) fue obtenido por la
coagulacion en caliente (~ 45 °C) de 5 L de
leche puray fresca con 0.1 g de pastilla de cuajo
(que contiene principalmente la enzima renina o
quimosina), a un pH de aproximadamente 6.0.
Con ello, la leche se descompone en dos partes:
una masa semisolida, compuesta de caseina y un
liquido, que es el suero de leche. La caseina se
separa del suero utilizando un colador y gasas
estériles para remover las particulas finas. El
suero fue posteriormente enriquecido con
sacarosa al 10 % p/v. La lactosa, presente en el
suero, y la sacarosa sirven como fuente de
energia para que las bacterias acido lacticas
puedan producir el &cido organico que actuara
sobre los desechos del crustaceo (Xu et al.,
2008).

Fig. 2 Suero de leche obtenido a nivel de
laboratorio.

c) Reactivos

Estos incluyen hidroxido de sodio (NaOH) al 5
% e hipoclorito de sodio (NaClO) al 0.38 %.
Estos reactivos fueron preparados a partir de
NaOH al 50 % y NaClO al 12 %, los cuales
fueron adquiridos en grado comercial.

d) Quitina comercial de referencia

La quitina de referencia fue adquirida en Jining
Green Group Co. Ltd, Shandong, China.

Método
a) Proceso de extraccion de quitina

El proceso a nivel de laboratorio involucré: (i)
lavado, triturado y pesado del material; (ii)
fermentacion acido lactica; (iii) procesamiento
quimico con NaOH al 5 % y NaClO al 0.38 %, y
(iv) secado del producto a una temperatura entre
45-50 °C. La Fig. 3 muestra el diagrama del
proceso.

La trituracion se realiz6 en un procesador marca
Oster para disminuir el tamafio del material con
el propdsito de promover la interaccion entre las
bacterias y el caparazén. De esta manera, se
debilita la estructura del caparazén y se facilita
la separacion de la quitina, proteinas y calcio.

Por su parte, el proceso de fermentacion se llevo
a cabo en un reactor vertical de vidrio Pyrex de
4 L provisto de una canastilla cilindrica de acero
inoxidable concéntrico, donde se deposita el
material, y de un agitador vertical con hélice de
500 rpm (ver Fig. 4). Los desechos triturados
fueron depositados en la canastilla y el suero
lacteo fue vertido en el reactor ocupando
(ambos) un volumen de aproximadamente el 75
% del reactor. El volumen total del suero
enriquecido con sacarosa al 10 % p/v fue de 2.25
L. La fermentacion por lote se realizd por un
periodo de 2 y 3 semanas a la temperatura
ambiente. Cada 24 horas la mezcla era agitada
por lapsos entre 10 y 30 minutos. La agitacion es
particularmente importante durante las primeras
etapas de la fermentacion ya que permite un
buen contacto sélido-liquido, lo cual es esencial
para la promocion de la disolucién de calcio, y
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la consecuente evolucion de CO, que genera una
atmésfera ideal que favorece a las bacterias del
acido lactico e inhibe a los organismos
responsables de la putrefaccion (Zakaria et al.,
1998).

Alicuotas de 50 mL del licor fueron tomadas

Para obtener un material de mejor calidad (sin
residuos de proteinas y pigmentos), se llevé a
cabo la desproteinizacion con NaOH al 5 % y
blanqueo con NaClO al 0.38 %. El porcentaje de
recuperacién (% R) se calculé mediante la
siguiente ecuacion:

cada 24 h para determinar el pH, el porcentaje yR= MasadeProducto (9) .. (1)
de acidez total titulable y el contenido de calcio. Materia Primainicial (g)
Ya Pastilla de
cuajo
Leche (51L) —l—b Suero lacteo
l | Lactato de
C ind /1 1 calcio
aparazon ae N I . Fermentacidn lactica R
camaron (0.5 kg) Lavado Triturado ’ (14-21 dias) Fm—————-
I
Proteinas

I o

NaOH 5% —p| Desproteinizacion

v

NaClO 0.38% —»

Blanqueo

v

QUITINA

Fig. 3 Diagrama de bloque del proceso de obtencion de quitina por fermentacion lactica y tratamiento
quimico a partir de caparazon de camaron.

b) Andlisis quimico de las muestras

El anélisis quimico del licor recolectado del
fermentador permitié evaluar la remocion de
proteinas 'y minerales provenientes  del
caparazébn de crustaceos y valorar el
comportamiento de las bacterias durante la
fermentacion l4ctica.

Anélisis de pH: El pH de las muestras se midid
directamente con un pH-metro WTW-330i. El

pH-metro fue previamente calibrado con
soluciones estandares de pH 4, 7 y 10.

Determinacion del porcentaje de acidez total
titulable (% ATT): Para llevar a cabo el analisis
se colocaron 2 mL del licor-muestra, 50 mL de
agua destilada y 5 gotas de fenolftaleina en un
matraz Erlenmeyer de 125 mL. La muestra se
titul6 con una solucion estandarizada de NaOH
0.1 M hasta el viraje del indicador.
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Fig. 4 Equipo de fermentacién y sus
componentes para la extraccion de quitina.

Determinacion de calcio: Las muestras fueron
previamente acidificadas con HNO; conc. para
evitar la precipitacion de Ca. El andlisis de
calcio se determind por absorcion atomica,
utilizando un Espectrémetro GBC modelo AAS-
932. El anélisis abarc6 la preparacién de una
curva de calibracibn con estandares de
concentracion conocida, los cuales fueron
preparados por dilucién con agua desionizada de
una solucién patrén de 1000 mg/L de Ca.

Espectro IR: Los espectros de la quitina
producida y la quitina comercial fueron
determinados en un Espectrofotémetro Bruker
Optics ALPHA FT-IR.

RESULTADOS Y DISCUSION

Obtencion de quitina con un tiempo de
fermentacion de 2 semanas

En los desechos de crustaceos, la quitina esta
asociada con minerales de calcio
(principalmente en forma de carbonatos),
proteinas y  pigmentos  (principalmente
astaxantina). Por lo tanto, para su recuperacion
es necesario remover estos materiales. En el
método quimico se usa NaOH para la remocién
de proteinas (desproteinizacion) y HCI para
remover los minerales de calcio
(desmineralizacion).

En el método bioldgico, por su parte, esta
funcion estd a cargo de las bacterias
(Lactobacillus) a través de la fermentacion &cido

lactica, la cual causa una reduccion gradual del
pH y un aumento continuo de la acidez total
titulable.

En los gréaficos de la Fig. 5 se presenta el
comportamiento del pH y el porcentaje de acidez
total titulable (% ATT), que puede ser expresado
como un porcentaje de acido lactica, en funcién
del tiempo de la fermentacion acido lactico. La
Fig. 5(a) muestra que el pH fue decreciendo de
6.02 (pH inicial del suero) hasta 3.68; mientras
en la Fig. 5(b) se puede observar como
incrementa el porcentaje de acidez total titulable
con el tiempo, hasta alcanzar un valor de 2.79
%.

(a) 6.5

6.0 ¢

pH

01 2 3 4 5 6 7 8 910111213 14 15

Fermentacion (dias)

by 30

% ATT

00F—T—7—T—TT—T——T—T 7T T T
01 2 3 4 5 6 7 8 91011 1213 1415

Fermentacion (diag)

Fig. 5 Progreso de las variables de medicion (a)
pH y (b) porcentaje de acidez total titulable (%
ATT) durante el periodo de fermentacién de dos
semanas.

Segun Beaney (2005), el aumento de la acidez
resulta de la produccion metabdlica de acido
lactico a partir de la fuente de carbono, en este
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caso la sacarosa y la lactosa, lo cual indica la
presencia de bacterias acido lactica y su
adecuado crecimiento.

Durante el proceso metab6lico ocurre primero la
separacion de la molécula de sacarosa en
glucosa y fructosa, y de la molécula de lactosa
en glucosa y galactosa. En la glucolisis la célula
transforma y oxida la glucosa para producir
cido piravico y posteriormente, el acido lactico
(ver Fig. 6), creando una condicion de bajo pH
que suprime el crecimiento de microorganismos
no deseados Pseudomonas, Moraxella,
Acinetobacter y Micrococcus (Rao et al., 2000;
Shirai et al., 2001). De estos, las Pseudomonas
son particularmente importantes por su alta
actividad proteolitica ya que promueven la
rapida putrefaccion de los desechos de camarén
(Shirai et al., 2001).

2ADP+2®|

Glucosa | GIucohsus > (o

R =

& 2naoH] gy,

| +2H* $
c=0 \ / 2 Piruvato
I

H—?—OH j

NAD regenerado

CH,

Fig. 6 Ruta metabdlica de la fermentacién acido
lactica para la produccion de acido lactico
(Anderson, 2011).

(respiracion anaerobia en algunas
bacterias y células animal)

Los resultados del analisis de calcio indicaron
que se produjo una significante
desmineralizacion del material. Los datos
experimentales mostraron que hubo un aumento
en la concentracion de iones Ca** en la solucién,
de 1.21 g/L en el suero (dia 0) a 9.69 g/L de Ca
en el licor de fermentacion al finalizar el proceso
(dia 14 del periodo de fermentacién). El acido
lactico producido durante la fermentacion lactica
homofermentativa, reacciona con los minerales
de calcio, los cuales se encuentran unidos a la
quitina en el caparazon, produciendo lactato de

calcio y alcanzando, de esta manera una
remocion de aproximadamente el 80 %.

En la fermentacion homoléctica una molécula de
glucosa es convertida a dos moléculas de &cido
lactico (Xu et al., 2008):

C6H1206 (soin) = 2 CH3CHOHCOOH (501 (2)

y en la desmineralizacion, 2 moléculas de acido
lactico reaccionan con una molécula de
carbonato de calcio:

2 CH3;CHOHCOOH o) + CaCO3(5) — (3)
C&(CHgCHOHCOOH)z(SOm) + COg(g) + H,0 10)

El lactato de calcio puede ser subsiguientemente
recuperado del sistema, para su posterior
utilizacion en la industria de alimentos, ya que
es una de las sales organicas mas utilizadas en
bebidas claras por el aporte nutricional de calcio.
Se puede usar en bebidas como leches
fortificadas, leche de soya, néctares, jugos, etc.
(Delta Enfoque, 2011).

La eficiencia en la remocién de calcio del
material depende grandemente de la cantidad de
fuente de carbono afiadido (sacarosa y lactosa).
De acuerdo a Shirai et al. (2001) un aumento en
la concentracion de glucosa causa un
decrecimiento del pH debido al incremento en la
produccién de &cido lactico. Sin embargo, una
concentracién de glucosa mayor que un 10 %
puede provocar una fase de latencia prolongado
debido a una disminucion de la actividad del
agua promovida por la alta concentracién de
azlcar en el sistema. Esto pueda causar una
posible putrefaccion debido a la competencia de
los organismos de descomposicion (Moraxella,
Pseudomonas, Acinetobacter y Micrococcus)
con las bacterias acido lactico por el azlcar
metabolizable.

La desproteinizacion, por su parte, es llevada a
cabo por las enzimas peptidasas (antes
conocidas como proteasas) las cuales se
encuentran presentes de forma natural en el
crustaceo. Estas enzimas son activadas a bajo
pH y actlan rompiendo los enlaces peptidicos de
las proteinas, provocando la hidrélisis y dando
lugar a la produccién de licor (Shirai et al.,
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1997). Al finalizar la etapa de fermentacion (14
dias) se pudo apreciar que el producto aun
contenia restos de pigmentos y restos proteicos
indicando que el proceso de desproteinizacion
no fue completo (ver Fig. 7(a)).

(b)

Fig. 7 Quitina producida (a) después del periodo
de fermentacion y (b) posterior al tratamiento
con NaOH al 5 % y NaClO al 0.38 %.

Para asegurar la completa remocion de las
proteinas se adicion6 NaOH al 5 %, en una
proporcion de 4 L/kg de material, para conseguir
el rompimiento del complejo quitina-proteina
del caparazon. Asi también, para remover los
pigmentos del producto se adiciond NaClO al
0.38 %, en una proporcion de 8 L/kg de
material, para remover los pigmentos. Al
finalizar el procedimiento quimico, la quitina
obtenida tenia una apariencia suave al tacto, sin
olor y sin pigmentacion (Fig. 7(b)).

Obtencion de quitina con tiempo de
fermentacion de 3 semanas

En la Fig. 8 se muestra los resultados de pH y
porcentaje de acidez total titulable (% ATT) en
funcion del tiempo de fermentacion en un
periodo de 3 semanas. En estas pruebas también
se observa una disminucién del pH (de 5.75 a
3.74) y un incremento del % ATT (de 0.09 a
3.06 %). La concentracion de calcio en el licor
alcanzé un valor de 10.85 g/L a los 21 dias de
fermentacion.

(a) 6.0
L
5.5 4

5.0 1
45 4

4.0 4

pH

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22

Fermentacion (dias)

® 77

% ATT

R B e e R B B e
2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22

(=]

Fermentacion (dias)

Fig. 8 Progreso de las variables de medicion (a)
pH y (b) porcentaje de acidez total titulable (%
ATT) durante la fermentacion de tres semanas.

Los resultados también mostraron que a pesar de
haber extendido el tiempo de fermentacion,
siempre persisten restos de proteinas y
pigmentos, por lo que se hizo nuevamente
necesario utilizar métodos quimicos para
completar la desproteinizacion y conseguir un
blanqueo completo de la quitina producida. Al
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final del proceso se obtuvo una recuperacion de
quitina de aproximadamente el 85 %.

Al comparar los resultados de ambos
experimentos se observa que el pH del licor en
el proceso de fermentacion de 3 semanas fue
ligeramente mayor que el pH del licor de 2
semanas. Mientras que el % ATT y el contenido
de calcio en el licor en el periodo de 3 semanas
son mas altos (aproximadamente del 9.7 % y
10.2 %, respectivamente) con relacion al periodo
de 2 semanas. Esto indica que al incrementar el
tiempo de fermentacidn, incrementa la acidez en
el sistema lo que permite una mayor remocion
de minerales de calcio del caparazén de
camaron.

Estos resultados concuerdan con aquellos
obtenidos por Xu et al. (2008). Estos autores
trabajaron en la purificacion de la quitina de
desechos de camaron usando Lactobacillus casei
como in6culo y a diferentes concentraciones de
glucosa, 2.7 y 5.4 g en base seca. Los resultados
mostraron que al incrementar la cantidad de
glucosa disminuye el pH, obteniendo pH finales
después de concluida la etapa de fermentacién
de 3.9 (con 2.7 g de glucosa) y 3.5 (con 5.4 g de
glucosa) correspondiendo a una remocién de
calcio de 80 % y 72 %, respectivamente. Asi
también, notaron que la desproteinizacién no fue
totalmente efectiva, alcanzado una eficiencia
entre 40 y 85 %. Asi también, similares
resultados fueron obtenidos bajo nuestras
condiciones de trabajo en comparacion con
aquellos obtenidos por Setyahadi (2007) que
lograron una produccion de acido lactico de 1.09
% (v/v) y un pH de 4.15 después de 6 dias de
incubacion a 37 °C usando MRS Agar (de Man,
Rogosa y Sharpe) como medio de cultivo y
melaza como fuente de carbono. Esto indica que
el uso de sacarosa (azUcar blanca comercial) en
vez de glucosa o melaza, puede ser efectiva
como fuente de carbono para el crecimiento de
las bacterias acidas lacticas y la produccion del
acido lactico.

Por otro lado, en un trabajo realizado por Rao et
al. (2000) encontraron que uno de los factores
criticos en la produccién de quitina en cuanto a
la eficiencia en la desproteinizacion y
desmineralizacién del material es el pH inicial

del licor de fermentacion. De acuerdo a sus
resultados, la adicion de 1 % de &cido acético
(p/v) disminuye el pH del licor (de 8.0 a 6.0) lo
cual evita la formacién de microorganismos no
deseados, incrementa la eficiencia de la
desmineralizacién (de 44.1 a 67.5 %), pero
disminuye ligeramente la eficiencia de la
desproteinizacion (de 89.2 a 88.4 %). Esta
tendencia es mas evidente a medida que se
incrementa la adicién del porcentaje de acido
acético en el sistema. El uso de suero lacteo en
nuestro trabajo permitié tener las condiciones de
pH necesarios (entre 5.4-6) en la fermentacion
lactica, ademas del aporte de altos contenidos de
lactosa como sustrato (Trujillo et al., 1998),
alcanzar una buena eficiencia en la
desmineralizacion y  desproteinizacion  del
material de desecho. Sin embargo, como se
menciond anteriormente, mediante la sola
utilizacion de la fermentacion lactica no es
posible recuperar la quitina con un buen grado
de pureza. Por ello, Cira et al. (2002) trataron la
quitina obtenida del proceso de fermentacion
con acido (HCL 1-1.5 N) y alcali (NaOH 1.75
N) para la eliminacion de minerales y proteinas.

Andlisis de espectros FTIR

El espectro FTIR de la quitina producida (Fig.
9(a)), exhibe una banda intensa y ancha a 3500
cm™ asociada al grupo OH y presenta una
absorcion en la region de 1730 cm™ relacionada
a la vibracién de tension del enlace C = O.
Ademas se observan fuertes bandas de absorcion
a 2900 y 1450 cm™ que corresponden a las
vibraciones de tension y deformacion del enlace
C—H y una banda a 1650 cm™ asociada con la
amida. Esta banda muestra dos picos: uno que se
atribuye al enlace de hidrégeno intermoleculares
CO-HN a 1660 cm™ y otro debido al enlace de
hidrégeno intramolecular CO---HOCH, a 1625
cm™. Esta banda caracteristica es usada para
distinguir entre a-quitina y la B-quitina, ya que
en el caso de la B-quitina una sola banda puede
ser observada a 1656 cm™,

La comparacién del espectro infrarrojo de la
quitina obtenida con una quitina comercial, la
cual fue usada como referencia (Fig. 9(b))
refleja  un porcentaje de coeficiente de
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correlacion del 95 %. La figura muestra que los
espectros FTIR de ambos materiales son muy
parecidos en lo que respecta a la posicidn de las
bandas de los principales grupos de la quitina.
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Este hecho indica que utilizando un
procedimiento microbiolégico-quimico
combinado, se obtiene una quitina con un buen
grado de pureza.
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Fig. 9 Espectro FTIR de (a) la quitina obtenida por fermentacion lactica combinado con procesamiento
quimico a partir de caparazén de camardn y (b) la quitina comercial usada de referencia.

CONCLUSIONES

El suero lacteo enriquecido con sacarosa al 10 %
p/v resultdé ser un buen sustrato para la
fermentacion acido lactica, permitiendo la
recuperacion de subproductos y la conservacién
de los desechos. Con este estudio se combiné el
método microbioldgico y quimico para obtener
una alta recuperacion de quitina de
aproximadamente un 85 %, con un buen grado
de pureza.

Asi también, se logré reducir el uso de reactivos
para la purificacion del producto logrando asi,
un proceso mas amigable al medio ambiente.
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