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1. INTRODUCCIÓN 

 

La celulosa es el polisacárido más abundante en la naturaleza 

(Mohite y Patil, 2016); es el principal componente estructural 

de la pared vegetal de las plantas (Rudin y Choi, 2013), es 

una estructura cristalina difícil de hidrolizar, compuesta por 

moléculas de glucosa unidas mediante enlaces glucosídicos 

β(1→4) (Bajpai, 2017). La celulosa se puede degradar 

mediante hidrólisis enzimática con celulasas 

(GutiérrezRojas, Moreno-Sarmiento y Montoya, 2015).  

 

Las celulasas son glicosil hidrolasas que catalizan la ruptura 

del enlace glucosídico β(1→4) entre dos glucosas 

(MartínezAnaya, Balcázar-López, Dantán-González y 

Folch-Mallol, 2008); están formadas por tres grupos de 

enzimas: endoglucanasas (EC 3.2.1.4), que actúan de forma 

aleatoria sobre las cadenas de celulosa amorfa o cristalina; 

celobiohidrolasas (EC 3.2.1.91), que cortan por los extremos 

de las cadenas de celulosa y liberan celobiosa; y 

βglucosidasas (EC 3.2.1.21), que degradan a la celobiosa en 

glucosa (Deswal, Khasa y Kuhad,  2011).  

 

 

 

 

 

Obtención de extractos enzimáticos con actividad celulolítica 

mediante fermentación del hongo Trichoderma reesei sobre celulosa 

y posible aplicación en el bio-pulpeo de envases multicapa 
 

Resumen: Las celulasas son glicosil hidrolasas especializadas en catalizar la descomposición de celulosa. Estas 

enzimas tienen múltiples aplicaciones en varias industrias como la textil, alimentaria, bioenergética, entre otras.  

Las celulasas pueden ser de origen bacteriano o fúngico; estas últimas, particularmente las producidas por el hongo 

Trichoderma reesei en varios sistemas fermentativos, son las más destacadas por la capacidad celulolítica que 

poseen. En este trabajo se estudiaron dos sistemas de fermentación, uno líquido (SFL) y otro sólido (SFS), para la 

producción de extractos enzimáticos con actividad celulolítica utilizando T. reesei y dos fuentes de celulosa como 

sustrato, papel filtro y cartón dúplex, cortados en dos tamaños, 0,25 cm
2
 y 1,00 cm

2
.  El extracto enzimático 

obtenido del SFS con papel filtro de 0,25 cm
2
, alcanzó la mayor actividad celulolítica (1,15 FPU/mL).  

Adicionalmente, en este trabajo se estudiaron dos posibles opciones biotecnológicas para eliminar la celulosa 

contenida en los envases multicapa reciclados  basados en  la acción celulolítica de T. reesei. Como primera opción,  

los extractos enzimáticos con mayor actividad  celulolítica fueron utilizados para remover la celulosa (bio-pulpeo) 

de los envases multicapa. Después de 48 h a 50 °C y 200 rpm, la remoción de la celulosa fue parcial. Esta opción de 

bio-pulpeo se comparó con la acción directa de T. reesei sobre la celulosa contenida en los envases multicapa, en 

condiciones de fermentación líquida. Después de 7 días de fermentación a 30 °C y 200 rpm, toda la capa de 

celulosa fue removida y liberada al medio de cultivo, por lo que resultó ser ésta, la opción más eficaz para el 

biopulpeo. 

 

Palabras clave: Extractos enzimáticos, celulosa, celulasas, bio-pulpeo, Trichoderma reesei, envases multicapa. 

 

Obtaining enzyme extracts with cellulolytic activity by fermentation 

of the Trichoderma reesei fungi on cellulose and possible application 

in the bio-pulping of multilayer containers 
 

Abstract: Cellulases are glycosyl hydrolases specialized in catalyzing the breakdown cellulose. These enzymes 

have multiple applications in several industries such as textiles, food, bioenergetics and others. Cellulases can be of 

bacterial or fungal origin, the latter, particularly those produced by the fungi Trichoderma reesei in different 

fermentative systems, are the most prominent due to the cellulolytic capacity they possess. In this research, two 

fermentation systems, liquid (SLF) and solid (SSF), were studied for the production of enzyme extracts with 

cellulolytic activity using T. reesei and two sources of cellulose as substrate, filter paper and duplex cardboard, cut 

in two sizes, 0,25 cm
2
 and 1,00 cm

2
. The enzyme extract obtained from the SSF with filter paper (0,25 cm

2
), 

reached the highest cellulolytic activity (1,15 FPU/mL). Additionally, in this study, two possible biotechnological 

options to remove the cellulose contained in the recycled multilayer containers based on cellulolytic action of 

T. reesei was studied. As a first option, enzyme extracts with the highest cellulolytic activity were used to remove 

the cellulose (bio-pulping) from multilayer containers. After 48 h at 50 °C and 200 rpm, cellulose removal was 

partial. This bio-pulping option was compared with liquid fermentations of T. reesei directly on recycled packages 

were carried out. After 7 days of fermentation at 30 °C and 200 rpm, the whole cellulose layer from multi-material 

paper-based packages was removed, proving to be the most effective option for the bio-pulping. 

 

Keywords: Enzymatic extracts, cellulose, cellulases, bio-pulping, Trichoderma reesei, multilayer packaging 
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Las celulasas son producidas por varios microorganismos, 

comúnmente por bacterias y hongos (GutiérrezRojas et al., 

2015). Las celulasas de origen fúngico son la más utilizadas 

debido al poder celulolítico de sus enzimas (Panchapakesan y 

Shankar, 2016).  

 

Los hongos filamentosos pertenecientes al Phylum 

Ascomycota se destacan por ser grandes productores de 

enzimas celulolíticas (Bansal, Tewari, Soni y Soni 2012). 

T. reesei es un ascomiceto metabólicamente versátil, 

conocido por ser un microorganismo celulolítico por 

excelencia (Gusakov, 2011); es una de las especies más 

utilizadas en la producción de enzimas a nivel industrial, 

capaz de descomponer una gran variedad de sustratos 

celulósicos (Hernández-Melchor, Ferrera-Cerrato y Alarcón, 

2019; Sandle, 2014). 

 

El extracto enzimático de T. reesei está compuesto por 4 

endoglucanasas, 2 celobiohidrolasas y 1 β-glucosidasa 

(Rosgaard et al., 2007) que actúan sinérgicamente en la 

hidrólisis de celulosa (Casa-Villegas, Marín-Navarro y 

Polaina, 2017). Pese a que en el genoma de T. reesei se han 

identificado diez genes que codifican β-glucosidasas, cinco 

extracelulares y cinco intracelulares (Guo et al., 2016; 

Treebupachatsakul et al., 2016), solo una denominada BGL1 

o Cel3A es liberada al medio de cultivo y forma parte del 

extracto enzimático (Karkehabadi et al., 2014). El aporte de 

esta enzima en el extracto celulolítico es de tan solo el 1-2 % 

y su elevada sensibilidad a la inhibición por glucosa, con una 

Ki de 0,5 mM (Woodward y Arnold, 1981; Xiao, Zhang, 

Gregg y Saddler, 2004), conlleva a la acumulación de 

celobiosa en el medio de cultivo, la cual a su vez inhibe a las  

celobiohidrolasas (Ki de 1,5 mM (Gruno, Väljamäe, 

Pettersson y Johansson, 2004)) y endoglucanasas, que limita 

la hidrólisis de celulosa (Karkehabadi et al., 2014). 

 

Para generar extractos enzimáticos con alta actividad 

celulolítica varios factores tienen un rol importante  como: el 

tipo de cepa, la disponibilidad de nutrientes, el tipo y tamaño 

de sustrato, las condiciones de cultivo y el tipo de 

fermentación (Callow, Ray, Kelbly y Ju, 2015; Centeno y 

Pavone, 2015; Dashtban, Buchkowski y Qin, 2011; 

Singhania et al., 2010). Existen estudios que se han enfocado 

en la producción de extractos celulolíticos de T. reesei con 

diferentes sustratos y medios de fermentación como paja de 

arroz, celulosa en polvo y una mezcla de celulosa y 

hemicelulosa en fermentaciones sumergidas (Colina, Ferrer y 

Urribarrí, 2009), papel bond y aserrín en medios sólidos 

(Zapata, Galviz-Quezada y Osorio-Echeverri, 2018) y papel 

filtro en medio líquido o sólido (Casa-Villegas et al., 2017).  

 

Las celulasas de T. reesei juegan un papel crucial como 

biocatalizadores (Druzhinina y Kubicek, 2017). Estas 

enzimas tienen aplicaciones importantes dentro de varios 

sectores industriales  (Cherry y Fidantsef, 2003), han 

proporcionado nuevas alternativas biotecnológicas que 

reemplazan a los procesos convencionales y así mejorar la 

calidad del producto, reducir costos y optimizar los recursos 

(Sarrouh et al., 2012). Las principales industrias que emplean 

celulasas de T. reesei son la energética, textil, de alimentos, 

farmacéutica, de detergentes y de pulpa y papel (Li et al., 

2012).  

 

La industria de pulpa y papel es una de las industrias más 

grandes a nivel mundial (Bajpai, 2014). Varios productos se 

derivan de esta industria como papel para imprenta y 

escritura, papel para uso doméstico e industrial, papel suave 

higiénico (tissue) y cartón para empaques de alimentos y 

envases multicapa de cartón comúnmente conocidos como 

Tetra Pak
®
 (Jayasekara y Ratnayake, 2019; Berg y Lingqvist, 

2019). El incremento en la demanda de estos productos ha 

ocasionado  una mayor generación de residuos sólidos, los 

mismos que contribuyen a la contaminación ambiental 

(Gopal, Sivaram y Barik, 2019). Una manera de controlar la 

generación de residuos es a través del reciclaje (Pivnenko, 

Eriksson y Astrup, 2014).  

 

Los envases multicapa de cartón se componen de seis capas, 

formadas a partir de tres materiales: celulosa (75 %), 

polietileno de baja densidad (20 %) y aluminio (5 %) 

(Salamanca y Vaca, 2017), donde la celulosa se encuentra 

entre la lámina de polietileno aluminio (PE-Al) y la capa 

externa de polietileno. La celulosa que forma parte de los 

envases multicapa tiene un bajo grado de cristalinidad en 

comparación con otros materiales como el papel filtro 

(Zhang y Lynd, 2004), y proviene de fibras de madera virgen 

de pino procedentes de bosques certificados FCS
®

 y otras 

fuentes controladas (Tetra Pak
®
, 2019; Turrado, Dávalos, 

Fuentes y Saucedo, 2012).  

 

Los envases  Tetra Pak
® 

tienen especial interés en el reciclaje 

por la presencia de aluminio en una de sus capas. Para su 

recuperación es necesario remover la capa de cartón del 

envase (Martínez-López, Martínez-Barrera, Barrera-Díaz y 

Ureña-Nuñez, 2015). Los métodos actuales de remoción son 

físico-químicos, no siempre amigables con el medio ambiente 

y por lo general altamente demandantes de agua (Zawadiak, 

Wojciechowski, Piotrowski y Krypa, 2017), energía 

(Hidalgo-Salazar, Luiz Nieves y Baena, 2013) e insumos 

químicos (Karaboyaci, Gizem, Kilic y Sencan, 2017; 

Turrado et al., 2012).  

 

En este sentido, el objetivo de este trabajo fue la obtención de 

extractos enzimáticos con actividad celulolítica mediante 

fermentación del hongo T. reesei sobre celulosa y el 

planteamiento del bio-pulpeo de envases reciclados de 

Tetra Pak
®
 por medio de la acción celulolítica de T. reesei. 

 

2. METODOLOGÍA 

 

 2.1.  Microorganismo, sustratos y medios de cultivo 

 

Se empleó el hongo Trichoderma reesei (Hypocrea jecorina) 

CECT 2415, donado por el Laboratorio de Ingeniería 

Molecular de Enzimas del Consejo Superior de 

Investigaciones Científicas (CSIC) de España. Esporas de 

T. reesei fueron obtenidas mediante el cultivo del hongo en 

medio agar papa dextrosa de Difco 
TM

 a 30 °C en una estufa 
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BOEKEL132000 (USA), se recogieron en agua estéril y se 

conservaron a 4 °C. La concentración de esporas se 

determinó mediante conteo en una cámara Neubauer. 

 

Los sustratos utilizados fueron: papel filtro (85 g/m
2
, 

MACHEREY-NAGEL
®
, Alemania), cartón dúplex          

(315 g/m
2
)

 
y envases multicapa de cartón reciclados. Los 

envases reciclados de Tetra Pak
®
 se recogieron de residuos 

domésticos. Cada material fue cortado en cuadrados de    

0,25 cm
2
 y 1,00 cm

2
, para los respectivos ensayos.  

 

Los medios líquidos de cultivo usados fueron: YP (extracto 

de levadura 1 %, peptona 2 % de Bacto 
TM

, almidón 0,5 % de 

Baker Analized),  YP2F (YP, papel filtro 2 %) y YP5C 

(YP, celulosa 5 % proveniente de papel filtro o cartón 

dúplex).  

 

2.2. Obtención de los extractos enzimáticos celulolíticos 

 

Preparación de inóculos  

 

Se inocularon 2 mL de medio YP2F estéril con 10 µL de una 

suspensión de esporas de T. reesei de orden 10
8
 esporas/mL y 

se colocaron en una incubadora con agitación orbital 

HYSCSI 64 150 (Corea)  a 30 °C y 200 rpm por 72 h 

(CasaVillegas et al., 2017). Este pre cultivo fue utilizado 

para inocular las fermentaciones líquidas o sólidas. 

 

Sistema de fermentación líquido 

 

Para el sistema de fermentación líquido (SFL), en 25 mL de 

medio YP5C estéril se colocaron 2 ml de inóculo. El SFL se 

realizó en una incubadora con agitación orbital a 30 °C y 

200 rpm durante distintos tiempos (2 - 9 días). El 

sobrenadante de los cultivos obtenidos por centrifugación, en 

una centrífuga Thermo Electron-HNS II (USA) a 1 500 g por 

15 min, fue utilizado como extracto celulolítico.  

 

Sistema de fermentación sólido 

 

Para el sistema de fermentación sólido (SFS), 5 g de celulosa 

(papel filtro o cartón dúplex) estéril, dispuesta en matraces de      

250 mL, fue inoculada con 2 mL de inóculo y humedecida 

con 8 mL de medio YP estéril. Los matraces fueron 

colocados en una estufa MMM (Medcenter Einrichtungen 

GmbH)-Ecocell 111(Alemania) a 30 °C durante distintos 

tiempos (4 - 14 días). Las enzimas generadas se extrajeron 

añadiendo al medio sólido fermentado, 10 mL de una 

solución tampón acetato de sodio 50 mM, pH 4,8 y  200 rpm 

por 30 min. Luego de la agitación, las partículas sólidas se 

removieron con un filtro con tamaño de poro de 1 mm y se 

centrifugó a 1 500 g por 15 min. El sobrenadante se utilizó 

como extracto celulolítico. 

 

2.3. Determinación de la actividad celulolítica 

 

La actividad celulolítica de los extractos enzimáticos 

obtenidos, se consiguió al cuantificar los azúcares reductores 

generados por la hidrólisis de una cantidad conocida de papel 

filtro con el método descrito por Zhang, Hong y Ye. (2009) 

modificado. El ensayo consistió en incubar a 50 °C, 16 mg de 

papel filtro con 500 µL de diferentes diluciones del extracto 

enzimático en tampón acetato de sodio 50 mM, pH 4,8. 

Transcurrido el tiempo de incubación, se adicionaron a cada 

muestra 250 µL de una solución de ácido dinitrosalicílico 

(Ávila, Rivas, Hernández y Chirinos, 2012) (DNS, pureza ≥ 

99 %) de Sigma-Aldrich
®
 y la reacción se detuvo al hervir las 

muestras por 15 min. La absorbancia del sobrenadante 

diluido 10 veces se leyó en un espectrofotómetro 

Thermo Scientific-GENESYS 20 (USA), a una longitud de 

onda de 540 nm. Los azúcares reductores liberados se 

calcularon por interpolación en una recta patrón de glucosa.  

 

La actividad celulolítica se expresó en 

FPU (filter paper units)/mL que equivale a las µmoles de 

glucosa generadas por min de reacción y por mL de extracto 

enzimático. La ecuación utilizada para el cálculo del FPU/mL 

fue la siguiente:  

 

                                  
   

  
 

 

   
                                      (1) 

 

Donde C es el cociente entre 7,4 mM y el tiempo de reacción 

en min y el EDR (enzyme dilution rate) es la dilución 

enzimática con la cual se alcanza el equivalente a 7,4 mM de 

glucosa con 16 mg de papel filtro. El EDR se calculó por 

interpolación, con la recta que se obtuvo al graficar las 

diluciones del extracto enzimático y la concentración de 

azúcares reductores liberados en cada reacción.  

 

2.4. Determinación del efecto del tipo y tamaño de sustrato 

en la actividad celulolítica  

 

Para determinar el efecto del tipo y tamaño de sustrato en la 

actividad celulolítica de los extractos enzimáticos obtenidos 

tanto en fermentación líquida como sólida, se seleccionó un 

diseño experimental factorial mixto 2x2, donde se tomó 

como variables de diseño el tipo y tamaño de sustrato en dos 

niveles. El tipo de sustrato fue papel filtro y cartón dúplex y 

el tamaño de sustrato fue 0,25 cm
2
 y 1,00 cm

2
. La variable de 

respuesta fue la actividad enzimática de los extractos 

obtenidos. Todos los ensayos de fermentación se realizaron 

por duplicado.  

 

El análisis estadístico para determinar el efecto del tipo y 

tamaño de sustrato en la actividad celulolítica, se realizó con 

el programa Statgraphics Centurion XVI.I. 

 

2.5. Bio-pulpeo de envases multicapa reciclados Tetra Pak
®
 

 

Se plantearon dos alternativas para remover la celulosa 

(biopulpeo) de los envases de Tetra Pak
®
 reciclados, ambos 

basados en la acción celulolítica del hongo T. reesei.  

 

Como primera opción se trabajó con los extractos 

enzimáticos con mayor actividad celulolítica generados por 

T. reesei en fermentación líquida y sólida. 10 mL de extracto 

enzimático con un 5 % (p/v) de envases reciclados estériles 

cortados en cuadrados de 1,00 cm
2
. Se incubaron durante         

48 h a 50 °C y 200 rpm. El avance de la acción enzimática se 

monitoreó de forma indirecta al cuantificar los azúcares 

reductores liberados con el método del ácido dinitrosalicílico 
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(DNS) de Miller (1959) modificado. El ensayo consistió en 

colocar 250 µL de una solución de DNS a la muestra, llevar a 

ebullición por 15 min y centrifugar a 13 300 g por 5 min. La 

absorbancia del sobrenadante de la muestra diluida 10 veces 

se leyó en un espectrofotómetro a una longitud de onda de 

540 nm. 

 

Como segunda opción de bio-pulpeo, se realizó una 

fermentación líquida de T. reesei en medio YP con 5 %  de 

material reciclado durante 7 días a 30 °C y 200 rpm. Las 

condiciones de fermentación fueron las mismas antes 

descritas para los sistemas líquidos. Durante la fermentación 

se midieron, a diferentes intervalos de tiempo, la actividad 

celulolítica y los azúcares reductores. El proceso se detuvo 

cuando la actividad  alcanzó un valor máximo.  

 

3. RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

 

3.1. Estudio del efecto del tipo y tamaño de sustrato en la 

actividad celulolítica  

 

Se ensayaron dos sistemas de fermentación para la obtención 

de enzimas de T. reesei CECT 2415, fermentación en medio 

líquido (SFL) y fermentación en medio sólido (SFS). En cada 

sistema se estudió el efecto del tipo y tamaño de sustrato 

sobre la actividad enzimática, para lo cual se utilizó papel 

filtro y cartón dúplex en dos tamaños diferentes (1,00 cm
2
 y 

0,25 cm
2
).  

 

En las Figuras 1A y 1B, se muestra el perfil de actividad 

enzimática de los extractos obtenidos en el  SFL y el SFS, 

respectivamente. Se observa que el extracto con mayor 

actividad celulolítica se obtuvo en el SFS con papel filtro de 

0,25 cm
2
 (1,15 FPU/mL), seguido de un extracto producto del 

SFL con cartón dúplex de 1,00 cm
2
 (0,5 FPU/mL).  

 

Varios estudios han demostrado que en un SFS, la 

producción de enzimas celulolíticas es mayor, debido a que 

las condiciones de fermentación muestran similitud con el 

ambiente natural, lo que permite un mejor crecimiento de los 

hongos filamentosos (Barrios-González, 2012). Por otro lado, 

en un SFL, a pesar de ser una de las técnicas más utilizadas 

en la producción de enzimas a gran escala por su fácil manejo 

y mejor monitoreo, no se tiene una alta producción debido a 

que las condiciones de fermentación como la humedad, el 

sustrato celulósico, el pH del medio y en especial la 

velocidad de agitación que no solo  influye en la ventilación, 

el suministro de oxígeno, la eliminación de calor y la 

homogenización del medio sino que también afecta el 

desarrollo del micelio, impiden el crecimiento del hongo y 

por ende  la generación de enzimas y su actividad celulolítica 

(Chen, 2013, Singhania et al.,  2010). 

 

Las características del sustrato como el área superficial 

específica, porosidad, cristalinidad, grado de polimerización, 

espesor (gramaje), composición del material celulósico o 

lignocelulósico (Mansfield, Mooney y Saddler, 1999) y el 

tamaño (Centeno y Pavone, 2015) juegan un rol importante 

en el progreso de la fermentación y en la producción de 

enzimas celulolíticas debido a que están estrechamente 

relacionadas con la accesibilidad del hongo al sustrato. 

El papel filtro y el cartón dúplex son materiales compuestos 

principalmente por celulosa, convirtiéndolos en sustratos 

adecuados para la producción de enzimas celulolíticas 

(Holtzapple, 2003). Sin embargo,  son materiales que difieren 

en sus características físicas y químicas, así como en su 

proceso de obtención (Zhang y Lynd, 2004). El papel filtro es  

un material elaborado a partir de pulpa Kraft blanqueada, 

donde la materia prima principal es la fibra virgen de 

algodón, que presenta un 0,1 %  de cenizas y un 95 % de 

αcelulosa cristalina,  aproximadamente (Lee, Evans y 

Woodward, 2000; Zhang y Lynd, 2004).  

 

El cartón dúplex es elaborado a partir de fibras de madera 

virgen, fibras recicladas o una mezcla de ambas, este material 

se caracteriza por su bajo índice de cristalinidad, no ser 

blanqueado, y presentar  un alto grado de rigidez y 

resistencia. Además, tiene un recubrimiento a partir de 

caolín, talco, carbonato de calcio molido o dióxido de titanio 

en su superficie, que mejora la suavidad y facilita la 

impresión (Aguilar-Rivera, 2004; Gronfors, 2010; 

Marttila, 2012). Estas diferencias entre el papel filtro y el 

cartón dúplex, influirían en la accesibilidad del hongo a la 

celulosa y por ende en la actividad enzimática de las 

celulasas. 

     A) 

    
B) 

   
Figura 1. Actividad celulolítica en extractos enzimáticos de T. reesei 

obtenidos en A) Fermentación líquida y B) Fermentación sólida, con papel 

filtro o cartón dúplex como fuente de celulosa. 1,00 y 0,25 corresponden al 

tamaño del sustrato en cm2 
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Como se mencionó anteriormente, en el SFS se obtuvo 

mejores resultados al utilizar como sustrato papel filtro de 

0,25 cm
2
. Este tamaño, al aumentar el área superficial, 

mejoraría la accesibilidad del hongo al sustrato, la 

humectación, oxigenación, entre otras variables, y así facilitar 

el desarrollo del micelio y la generación de enzimas (Chen, 

2013; Pandey et al., 2000). 

 

En el SFL el extracto más activo se obtuvo al utilizar como 

fuente de sustrato cartón dúplex de 1,00 cm
2
. El mayor 

gramaje del cartón dúplex (315 g/cm
2
) en comparación con el 

papel filtro (85 g/cm
2
) le permite ocupar, a una misma masa 

de sustrato, menor volumen en el matraz, lo cual favorece la 

distribución del sustrato en el medio y evita su aglomeración; 

esto sumado a la menor cristalinidad de la celulosa presente 

en el cartón dúplex (Zhang y Lynd, 2004) facilitaría el acceso 

del hongo a la celulosa, mejorando su hidrólisis y la 

generación de celulasas.  

 

El tipo de sustrato, tamaño de sustrato y la interacción de 

ambos tienen un valor P < 0,05 que indica que estos factores 

tienen un efecto estadísticamente significativo sobre la 

actividad enzimática con un 95 % de nivel de confianza.  

 

3.2. Bio-pulpeo de envases reciclados de Tetra Pak
®
  

 

Para el bio-pulpeo de los envases reciclados de Tetra Pak
®

 se 

ensayaron dos alternativas, basadas en la acción celulolítica 

de T. reesei.  

 

Como primera opción para remover la celulosa presente en 

los envases de Tetra Pak
®
, se utilizaron los extractos 

enzimáticos de T. reesei obtenidos en condiciones sólidas 

(0,76 FPU/mL) y líquidas (0,14 FPU/mL). Durante 48 h de 

incubación de estos extractos con el material reciclado a 

50 °C y 200 rpm, se registró la generación de azúcares 

reductores provenientes de la hidrólisis de la celulosa por la 

acción de las celulasas presentes en los extractos. 

 

En la Figura 2 se presenta el perfil de azúcares reductores 

generados en la hidrólisis de la celulosa contenida en los 

envases reciclados de Tetra Pak
®
 mediante el uso de los 

extractos enzimáticos de T. reesei. Se observa que la 

generación de los azúcares reductores fue similar para ambos 

extractos hasta las 24 h y a partir de ese tiempo los valores se 

estabilizaron. Se observa también que la máxima 

concentración de estabilización fue proporcional a la 

actividad celulolítica del extracto. Con el extracto más activo 

proveniente del SFS se alcanzaron, aproximadamente, 6 

veces más azúcares que los obtenidos con el extracto del 

SFL.  

 

El estancamiento en la producción de azúcares reductores a 

partir de las 24 h, se podría atribuir a la inhibición de la 

glucosidasa BGL1 por acción de la glucosa, y de las 

celobiohidrolasas y endoglucanasas por acción de la 

celobiosa. Tanto glucosa como celobiosa son azúcares 

reductores producto de la hidrólisis de la celulosa 

(CasaVillegas et al., 2017), y que forman parte de los 

azúcares reductores totales cuantificados en este ensayo. 

 

La cinética de producción de azúcares reductores fue de la 

mano con la hidrólisis y remoción de la celulosa presente en 

el material reciclado. A partir de las 24 h, con los dos 

extractos, no se observó un progreso en el desprendimiento 

de la celulosa y separación del resto de capas del material 

reciclado, concluyendo así que la hidrólisis de la celulosa se 

detuvo. Además, luego de las 48 h de reacción la actividad 

celulolítica registrada fue muy baja (0,031 FPU/mL para 

SFS; 0,012 FPU/mL para SFL) debido, probablemente, a los 

procesos de inhibición de las enzimas. 
 

Como segunda opción de bio-pulpeo, se trabajó en un SFL a 

30 °C y 200 rpm durante 9 días, utilizando como sustrato la 

celulosa contenida en los envases reciclados cortados en 

cuadrados de 0,25 cm
2
 o 1,00 cm

2
. Durante el tiempo de 

fermentación se midió la actividad celulolítica.  

 

En la Figura 3 se muestra el perfil de actividad enzimática de 

los extractos obtenidos en el SFL sobre la celulosa contenida 

en los envases reciclados de Tetra Pak
®
. Se observa que no 

hubo gran diferencia en el valor máximo alcanzado 

(0,23 FPU/mL) para los dos tamaños utilizados.  

 
Figura 2. Generación de azúcares reductores a partir de la hidrólisis de 

celulosa contenida en los envases multicapa reciclados con los extractos 

enzimáticos de T. reesei producidos en: SSF papel filtro 0,25 cm2, LF 

cartón dúplex 1,00 cm2  y  Blanco 

 
Figura 3. Actividad celulolítica en extractos enzimáticos de T. reesei 

obtenidos mediante un SFL a través de la celulosa contenida en envases 

Tetra Pak® reciclados cortados en  1,00 cm2  y 0,25 cm2. 
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Sin embargo, en el ensayo con partículas de 1,00 cm
2
, el 

valor máximo se alcanzó 3 días antes que en el ensayo con 

partículas más pequeñas. Este comportamiento 

probablemente se debe a las características de sustrato 

mencionadas anteriormente, las cuales juegan un rol 

importante en la accesibilidad del hongo al sustrato y 

consecuentemente en la actividad celulolítica. 

 

Estas cinéticas de actividad enzimática coincidieron con las 

cinéticas de remoción de la capa de celulosa de los envases 

reciclados, monitoreadas visualmente como se observa en la 

Figura 4. A los 4 días de fermentación, en el ensayo con 

partículas de 1 cm
2
, toda la capa de celulosa se había 

desprendido y separado del resto de capas del material; 

mientras que, en el ensayo con partículas más pequeñas, la 

remoción total se consiguió cuando la actividad celulolítica 

alcanzó su valor máximo, es decir en el día 7. 

 

Con respecto a los azúcares reductores presentes en el 

extracto durante el SFL, las concentraciones estuvieron por 

debajo de los límites de detección del método 

(Goncalves et al., 2010; Negrulescu et al., 2012), lo cual 

indica que el hongo estaría consumiendo dichos azúcares y 

evitando así la inhibición de las celulasas. Este hecho sumado 

a la continua producción de enzimas por parte del hongo, 

explicaría porqué con este método de bio-pulpeo se consiguió 

el 100 % de remoción de la capa de celulosa y por ende su 

separación del resto de capas del material. 

 

4. CONCLUSIONES 

 

Tanto en el sistema de fermentación líquido como en el 

sistema de fermentación sólido, el empleo de dos fuentes de 

celulosa en diferentes tamaños tuvo un efecto significativo en 

la actividad celulolítica de los extractos enzimáticos 

obtenidos. 

 

La mayor actividad celulolítica se obtuvo mediante un 

sistema de fermentación sólido con papel filtro de 0,25 cm
2
 

(1,15 FPU/mL), seguido de un sistema fermentación líquido 

con cartón dúplex de 1,00 cm
2
 (0,5 FPU/mL). 

 

La mejor opción de bio-pulpeo para la remoción completa de 

la celulosa contenida en los envases reciclados de Tetra Pak
®
 

fue con la acción directa del hongo T. reesei en un sistema de 

fermentación líquido.  
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