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Biopulpeo de envases multicapa Tetra Pak® reciclados  

Los envases multicapa Tetra Pak® utilizados para contener alimentos líquidos, una vez que han 
cumplido su función, pueden ser procesados para la separación y reutilización de sus componentes: 
polietileno, aluminio y cartón. Normalmente el primer paso en el proceso es la remoción de la capa 
de cartón (pulpeo) con métodos tradicionales demandantes de agua, energía o sustancias químicas. 
En este proyecto se plantea el desarrollo de dos alternativas biotecnológicas a escala laboratorio 
para el biopulpeo de estos envases. La primera implica la acción directa, en un sistema de 
fermentación líquida, del hongo celulolítico Trichoderma reesei sobre la celulosa contenida en los 
envases multicapa Tetra Pak®. La segunda opción contempla la utilización de los extractos 
enzimáticos producidos por T. reesei en acción conjunta con células de Saccharomyces cerevisiae 
para degradar y remover la celulosa de estos envases. Los resultados de las dos opciones serán 
comparados y analizados para seleccionar la mejor alternativa de biopulpeo.

Tetra Pak, celulosa, Trichoderma reesei, envases multicapa, biopulpeo

 Establecer las mejores condiciones de biopulpeo a escala laboratorio de envases multicapa 
Tetra Pak® reciclados.  

a. Determinar condiciones de biopulpeo de la celulosa de envases multicapa Tetra Pak® reciclados 
mediante la acción directa del hongo Trichoderma reesei. 

b. Determinar condiciones de biopulpeo de la celulosa de envases multicapa Tetra Pak® reciclados 
mediante la acción conjunta de los extractos enzimáticos de T. reesei y una cepa de 
Saccharomyces cerevisiae. 

c. Seleccionar las mejores condiciones de biopulpeo para envases multicapa Tetra Pak® reciclados. 

a. Condiciones de biopulpeo a escala laboratorio para la remoción de la capa de celulosa presente 
en envases multicapa reciclados por acción directa del hongo Trichoderma reesei. 

b. Condiciones de biopulpeo a escala laboratorio de la celulosa de envases multicapa reciclados 
Tetra Pak® mediante la acción conjunta de los extractos enzimáticos de T. reesei y una cepa de 
Saccharomyces cerevisiae. 

c. Mejores condiciones de biopulpeo para envases multicapa Tetra Pak® reciclados establecidas. 
 



 

A partir del año 2010, la empresa Tetrapak ha promovido la iniciativa Recupera y Recicla en 
Ecuador en asociación con la Secretaría del Ambiente y la adición de las empresas privadas. A 
través de este programa se pretende crear valor agregado para los envases multicapa y evitar 
que lleguen a los rellenos sanitarios luego de ser utilizados. En este sentido, se han recuperado 
2500 toneladas en 2018 y se pretende alcanzar una tasa de reciclaje del 40% para el 2020 [1]. 
 
La particularidad de los envases multicapa Tetra Pak® para almacenar alimentos líquidos es que 
todos sus componentes, polietileno, aluminio y celulosa pueden ser recuperados [1], [2].  El 
primer paso en el proceso de recuperación normalmente implica el pulpeo o remoción de la capa 
de celulosa que representa alrededor del 75 % (p/p) del envase y que al estar constituida por 
extensas fibras se puede reciclar varias veces [1], [3].  Los métodos tradicionales de remoción 
son por lo general altamente demandantes de agua, energía o de sustancias químicas [3] - [6].   
 
Una alternativa al pulpeo convencional es el empleo de métodos biotecnológicos. Estos 
métodos, en procesos industriales, a pesar de que suelen demandar más tiempo de proceso, son 
una alternativa que podrían aumentar la calidad del producto, reducir costos de producción, 
optimizar el consumo de recursos y mitigar el impacto ambiental [7].    

 
Las estrategias biotecnológicas utilizan agentes biológicos como microorganismos o enzimas 
por su capacidad para realizar transformaciones químicas muy específicas en condiciones de 
reacción moderadas, lo que implica una menor generación de residuos y subproductos, así como 
un menor consumo de energía [8], [9]. En Ecuador, son escasas las propuestas biotecnologías y 
la generación de este tipo de productos. A modo de ejemplo se puede citar que, para cubrir la 
demanda nacional de enzimas, el país recurre a la importación. En el 2018, Ecuador destinó 
aproximadamente 14 millones de USD para la adquisición de este rubro [10].     
 
En este contexto, el presente proyecto propone alternativas biotecnológicas a escala laboratorio 
para la remoción de celulosa de los envases multicapa Tetra Pak® reciclados. De esta manera, se 
aportaría con nuevas alternativas tecnológicas para la gestión integral de este tipo de envases.



 

Cepas microbianas, medios de cultivo y materia prima 

Los microorganismos a utilizar son el hongo Trichoderma reesei (Hypocrea jecorina) CECT 
2415, y la levadura Saccharomyces cerevisiae BY4741, ambos donados por el Laboratorio de 
Ingeniería Molecular de Enzimas del Consejo Superior de Investigaciones Científicas (CSIC) 
de España.  

Los medios de cultivo a utilizar son: YP (extracto de levadura 1,0 %; peptona 2,0 %), YPS (YP; 
almidón 0,5 %), YP2F (YP; papel filtro 2%) 

Los envases multicapa reciclados Tetra Pak® se los recuperará de la basura doméstica, serán 
lavados y cortados en cuadrados de 1 cm de lado. 
 
Determinación de las condiciones de biopulpeo de la celulosa presente en la capa de cartón 
de los envases multicapa Tetra Pak® reciclados mediante la acción directa del hongo 
Trichoderma reesei  
 
Para determinar las condiciones de biopulpeo mediante la acción directa de T. reesei se utilizará 
un sistema de fermentación líquida (FL) y 3 concentraciones de celulosa contenida en los 
envases Tetra Pak® reciclados. Para ello, en 25 mL de medio YPS se adicionará 2,5 %, 5 % o 
7,5 % de celulosa, contenida en los envases Tetra Pak®, y se inoculará con 2 mL de preinóculo 
para arrancar el proceso fermentativo a 30 °C y 200 rpm. 

Para la preparación del preinóculo, 2 mL de medio YP2F estéril se inocularán con 10 µL de 
una suspensión de esporas de T. reesei de alrededor de 108 esporas/mL y se colocarán en una 
incubadora con agitación orbital a 30 °C y 200 rpm por 72 h [11].   

Durante la fermentación, a diferentes intervalos de tiempo, se medirá la actividad celulolítica 
en el sobrenadante del cultivo mediante un método que se basa en determinar los azúcares 
reductores liberados a partir de una cantidad conocida de papel filtro por acción de las celulasas 
luego de un tiempo de reacción. La actividad celulolítica se reportará en FPU (filter paper 
units)/mL, que equivale a los µmoles de glucosa generados por minuto de reacción por mL de 
extracto enzimático [12].    

En los mismos intervalos de tiempo se cuantificará por diferencia de peso el porcentaje de 
celulosa removida de los envases y liberada al medio de cultivo, así como los azúcares 
reductores presentes en el sobrenadante. El proceso fermentativo se detendrá cuando el 
porcentaje de celulosa removida se estabilice en el tiempo. 

La cuantificación de los azúcares reductores se realizará por el método del ácido 
dinitrosalicílico (DNS). El ensayo consistirá en colocar reactivo DNS a las muestras, las 
mismas que se llevarán a ebullición por 15 min en un baño maría, las muestras se centrifugarán 
a 13 000 g por 5 min, se realizará una dilución del sobrenadante de cada muestra y se medirá 
la absorbancia en un espectrofotómetro a 540 nm. Los azúcares reductores generados se 
calcularán por interpolación en una recta patrón de glucosa [12] - [14].         

Las condiciones de biopulpeo, entendidas como la concentración de celulosa inicial y el 
tiempo de fermentación con las que se consiga la mayor remoción de celulosa del envase Tetra 
Pak® serán seleccionadas. 



 

 

Determinación de las condiciones de biopulpeo de la celulosa presente en la capa de 
cartón de los envases multicapa Tetra Pak® reciclados mediante la acción la acción 
conjunta de los extractos enzimáticos de T. reesei y una cepa de Saccharomyces cerevisiae  

Para determinar estas condiciones de biopulpeo se obtendrán extractos enzimáticos de T. reeei 
con actividad celulolítica y se incubarán con 3 concentraciones de celulosa contenida en los 
envases Tetra Pak® reciclados en ausencia y presencia de células de S. cerevisiae. La levadura 
consumiría la glucosa liberada al medio producto de la hidrólisis de la celulosa, disminuyendo 
así la inhibición de las celulasas [11]. 

Para ello, al extracto enzimático celulolítico de T. reesei con y sin inóculo de levadura se 
añadirá 2,5%, 5 % o 7,5% de celulosa, contenida en los envases multicapa Tetra Pak®, y se 
incubará a 30 °C y 200 rpm por un tiempo de 48 horas. Para los ensayos con inóculo de 
levadura se partirá con una densidad óptica de 0.2. 

Durante el proceso a diferentes intervalos de tiempo se medirá la actividad celulolítica en los 
sobrenadantes, el porcentaje de celulosa removida y liberada al medio por diferencia de peso, 
y los azúcares reductores liberados (según los métodos descritos en el apartado anterior). 

Los extractos enzimáticos celulolíticos a utilizar se obtendrán por fermentación sólida (FS) del 
hongo T. reesei utilizando papel filtro como fuente de carbono. Para ello, 5 g de papel de filtro 
estéril, cortado en cuadrados de 25 mm2, se colocarán en un matraz de 250 mL, se humectarán 
con 8 mL de medio YPS y se inocularán con una suspensión de esporas previamente activadas. 
Tras el inóculo, los matraces se incubarán sin agitación a 30 °C durante 9 días [11]. Al final 
del proceso fermentativo, los extractos enzimáticos se obtendrán por adición de 10 mL de 
medio YP, agitación y filtración.  

Las condiciones de biopulpeo, entendidas como la concentración de celulosa inicial colocada 
en el extracto enzimático y la presencia o no de S. cerevisiae, que permitan la mayor remoción 
de celulosa del envase Tetra Pak® serán seleccionadas. 

 

Selección de las mejores condiciones de biopulpeo para envases multicapa reciclados 
Tetra Pak® 

Las condiciones de biopulpeo seleccionadas con los dos apartados anteriores serán evaluadas 
y analizadas en conjunto para realizar una selección final. En la determinación de las mejores 
condiciones de biopulpeo será muy importante el porcentaje de celulosa removida. 
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Mejores condiciones de biopulpeo para envases 
multicapa reciclados Tetra Pak® establecidas

Mes 12

Seleccionar las mejores condiciones de biopulpeo 
para envases multicapa Tetra Pak® reciclados 

Revisión bibliográfica

Ensayar condiciones de biopulpeo de la celulosa de 
envases multicapa Tetra Pak® reciclados mediante 
la acción directa del hongo Trichoderma reesei

Mantenimiento de la cepa de T. reesei y 
esporulación del hongo
Fermentación líquida de T. reesei sobre los 
materiales multicapa reciclados con 3 
concentraciones de celulosa, toma de muestras y 
medidas de control del proceso.

Mes 10 Mes 11Mes 9

Consolidación de resultados y elaboración de 
manuscrito

Productos esperados

Condiciones de biopulpeo a escala laboratorio para 
la remoción de la capa de celulosa presente en 
envases multicapa Tetra Pak® reciclados por acción 
directa del hongo Trichoderma reesei 

Mes 6 Mes 7 Mes 8Mes 1 Mes 2 Mes 3 Mes 4

Condiciones de biopulpeo a escala laboratorio de la 
celulosa de envases multicapa Tetra Pak® reciclados  
mediante la acción conjunta de los extractos 
enzimáticos de T. reesei y una cepa de 
Saccharomyces cerevisiae

Producción de extractos enzimáticos a partir de T. 
reesei  en condiciones de fermentación sólida
Ensayos de biopulpeo usando los extractos 
enzimáticos de T. reesei  con y sin inóculo de 
Saccharomyces cerevisia, toma de muestras y 
medidas de control del proceso.
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Ensayar condiciones de biopulpeo de la celulosa de 
envases multicapa Tetra Pak® reciclados mediante 
la acción conjunta de los extractos enzimáticos de 
T. reesei  y una cepa de Saccharomyces cerevisiae
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