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HOJA DE VIDA DEL DIRECTOR DEL PROYECTO

Datos Personales

Mary Fernanda Casa Villegas
No. de Identificacién: 0502660996 Nacionalidad: | Ecuatoriana

Fecha de nacimiento: 21/02/1982 Celular: 0981469572 Ei‘xt EPN:

mary.casa@epn.edu.ec

Nombre Completo:

4316

Correo institucional:
Cargo Actual en la EPN: | Profesor agregado a tiempo completo (nivel 1, grado 3)
Ingenieria Quimica y Agroindustria

Facultad:

Departamento de Ciencia de los Alimentos y Biotecnologia

Departamento:

Educacion universitaria. Proveer el nombre de los titulos de pregrado y postgrado (Ing., Magister, Ph.D.)

Titulo Afio Institucion/Universidad Cmd.a P2 ; Af'ea (.),lmea d¢ ;
ais investigacion de la tesis
PhD. Ciencia Tecnologia y 2018 Universidad Politécnica de Valencia / | Ingenieria Flolecular de
Gestion Alimentaria Valencia Espana proteinas | .
Master en Biotecnologia Oeaa
; : niversidad de Oviedo spafia 6digo de barras de

&l 2019 | Universidad de Ovied Espaii Cddigo de b de ADN
Alimentaria
Ingeniera Agroindustrial 2005 | Escuela Politécnica Nacional g:&;%gr Desarrolloide productos

Experiencia investigativa y en ejecucion de proyectos (cite los tres mas relevantes)

Cargo /Actividades

Ano Titulo del proyecto Healizadas

Produccion de nuevos enzimas, conjugados enzimaticos y ‘

2017 compuestos bioactivos para aplicaciones alimentarias mediante Colaborador
biologia sintética

Septiembre 2014 — | Obtencion de enzimas de ultima generacion para aplicaciones

Diciembre 2016 | alimentarias mediante ingenieria de proteinas (laboracor
PIS 13-17 Evaluacion del uso de variedades nacionales de :
2014 : byl Directora
granos como adjuntos en la elaboracion de cerveza

Publicaciones, patentes, prototipos o productos (cite las mas relevantes dentro de los tltimos cinco afios y
que se encuentren alineados al proyecto de investigacién )

1 Casa-Villegas M, Polaina J, Marin Navarro J. 2018. Cellobiose fermentation by Saccharomyces cerevisiae: .
" | comparative analysis of intra versus extracellular sugar hydrolysis. Process Biochemistry.

Casa-Villegas M, Marin Navarro J, Polaina, J. 2018. Amylases and related glycoside hydrolases with
transglycosylation activity used for the production of isomaltooligosaccharides. Amylase. 2.

Casa-Villegas M, Marin Navarro J, Polaina, J. 2017. Synthesis of isomaltooligosaccharides by
Saccharomyces cerevisiae cells expressing Aspergillus niger alpha-glucosidase. ACS Omeéga. 2. 8062,8068.
Casa-Villegas M, Marin Navarro J, Polaina J. 2017. Synergies in coupled hydrolysis and fermentation of
4. | cellulose using a Trichoderma reesei enzyme preparation and a recombinant Saccharomyc:_L cerevisiae strain.
World J Microbiol Biotechnol. 33. 140. _

Garcia-Vazquez E., Perez J., Martinez J., Pardifas A., Lopez B., Karaiskou N., Casa M., Machado-Schiaffino
5. |G., Triantafyllidis A. 2011. High level of mislabeling in spanish and greek hake markets suggests the
fraudulent introduction of african species. Journal of Agricultural and Food Chemistry. 59. 475.480.
Casa-Villegas M- 2018. Caracterizacion de glicosidasas y permeasas fingicas implicadas en el transporte y
metabolismo de azlcares. Universidad Politécnica de Valencia. Tesis doctoral. |

2.

Experiencia profesional, otros trabajos cientificos y técnicos (cite lo mis relevante o las mas recientes)
- Profesor en la Escuela Politécnica Nacional con nombramiento desde 2012 hasta la actualidad. Quito —
Ecuador.
- Profesor en la Escuela Politécnica Nacional con contrato desde 2009 hasta 201 1. Quito — Ecuador.
- Asistente de citedra en la Escuela Politécnica Nacional desde 2006 hasta 2009. Quito L Ecuador.
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HOJA DE VIDA DEL PROFESOR COLABORADOR DEL PROYECTO (1)

Datos Personales

Nombre completo: Maria Augusta Paez Lara

No. de identificacién: 1716567449 Nacionalidad: | Ecuatoriana

Fecha de nacimiento: 07/01/1987 Celular: 0998551751 Ext. EPN: | 4310
Correo institucional: maria.paez@epn.cdu.ec

Cargo actual en la EPN: | Profesor Ocasional |

Facultad: Facultad de Ingenieria Quimica y Agroindustria

Departamento: Departamento de Ciencias de los Alimentos y Biotecnologia

Educacién universitaria. Proveer el nombre de los titulos de pregrado y postgrado (Ing., M.Sc., Ph.D.)
Area o linea de investigacion de la
tesis
Optimizacion de procesos

biotecnologicos

Titulo Afio Institucion/Universidad Ciudad/Pais

Mister en Ciencias | 2015 | Universidad de Manchester Reino Unido

Ingeniera Quimica | 2011 | Escuela Politécnica Nacional | Ecuador Disefio de procesos biotecnologicos

Experiencia investigativa y en ejecucién de proyectos (cite los tres mas relevantes)
Afio Titulo del proyecto Cargo /Actividades realizadas
Disefio de una planta para la obtencion de

Colaborador / Revision y soporte en calculos

2016 conc’er‘ltrado de maracuya congelado por evaporacion de ingenieria bésica y de detalle
osmotica
Multi-objective Optimisation Incorporating Life | Investigador asociado / Andlisis de datos,
2015 Cycle Assessment. A Case Study of Biofuels Supply | procesamiento de calculos de optimizacion y
Chain Design escritura de publicaciones

Proyecto de Investigacion Semilla - Escalado de la
produccidn industrial de levadura de panificacion
usando dos reactores modelo y un bioreactor
prototipo

Investigador asociado / Puesta en marcha de
equipos, ejecucion de pruebas y validacion de
resultados

2009

Publicaciones, patentes, prototipos o productos (cite las mds relevantes dentro de los iiltimos cinco afios y
que se encuentren alineados al proyecto de investigacion )

Maria Augusta Pdez, Fernando D. Mele y Gonzalo Guillén-Gosalbez. (2016) “Multi-objective Optimisation
1. |Incorporating Life Cycle Assessment. A Case Study of Biofuels Supply Chain Design”, Alternative Energy
Sources and Technologies, Springer Cham, on line ISBN 978-3-319-28752-2.

Maria Augusta Paez. (2013) “Manual para el Estudiante de Diseiio de Plantas Industriales”, Escuela
Politécnica Nacional, ISBN 978-9942-13-194-2

Gaston Guerra, Bolivar Izurieta y Maria Augusta Paez. (2009) “Escalado de la produccion industrial de
3. |levadura de panificacion usando dos reactores modelo y un bioreactor prototipo”, Revista Politécnica,
Volumen 30(1).

Experiencia profesional, otros trabajos cientificos y técnicos (cite lo mis relevante o las mas recientes)
2009 - 2010

Asistente de Catedra de Modelado Matemdtico, Simulacion y Control Automitico de Procesos, Escuela
Politécnica Nacional, Departamento de Ciencias de los Alimentos y Biotecnologia.

2012 - 2013

Asistente de la Catedra de Disefio de Plantas Industriales y Agroalimentarias, Bioingenieria y Biotecnologia
Agroindustrial, Escuela Politécnica Nacional, Departamento de Ciencias de los Alimentos y Biotecnologia.

2013 -2014

Asistente de Produccion, Edesa S.A., Industria ceramica — Fabricacion de sanitarios y lavamanos
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HOJA DE VIDA DEL PROFESOR COLABORADOR DEL PROYECTO (2)

ccion Social

Datos Personales

Nombre completo: Gabriela Cristina Hidrobo Unda

No. de identificacion: 1716512759 Nacionalidad: | Ecuatoriana

Fecha de nacimiento: 29/11/1986 Celular: 0997208509 ij EPN: | 4314
Correo institucional: gabriela.hidrobo(@epn.edu.ec '

Cargo actual en la EPN: | Profesor Ocasional 1

Facultad:

Facultad de Ingenieria Quimica y Agroindustria

Departamento:

Departamento de Ciencias de los Alimentos y Biotecnologia

Educacién universitaria. Proveer el nombre de los titulos de pregrado y postgrado (Ing., M.Sc., Ph.D.)

. = siheioy e . . . r i i tigacio 1
Titulo Aifio Institucion/Universidad Ciudad/Pais aresioiiinsa det::;:ses gaciondea
Maste_r i 2015 James Cook University Cairns/Australia enviciosignib citigles captuide
Ciencias carbono
Aprovechamiento de productos
Ingeniera Escuela Politécnica . forestales no convencionales para
: ; 1 i t IR I ]
Agroindustrial 201 Nacional Uito/Ecuaton aplicacion en la industria de
alimentos

Experiencia investigativa y en ejecucion de proyectos (cite los tres mas relevantes)

Ano

Titulo del proyecto

Cargo /Actividades realizadas

2016

Proyecto de recuperacion de del herbario "Flora
economica del Ecuador" de la Escuela Politécnica
Nacional

Colaboradora / Recopilacion de informacion;
preparacion de documentacion para firma de
convenios y obtencion| de patente de
funcionamiento.

2015

Informe sobre el estado de los recursos genéticos en
el Ecuador, destinados para la alimentacion y la
agricultura,

Consultora / Levantamiento de informacion;
reuniones con sectores involucrados; analisis,
evaluacion y desarrollo del informe final.

2014

Quantifying carbon sequestration using two carbon
farming initiative methodologies: a case study from

the Atherton Tablelands, Australia

Tesista / Obtencion de datos en campo; analisis

estadisticos; preparacion de'} documento final.

Publicaciones, patentes, prototipos o productos (cite las mas relevantes dentro de
que se encuentren alineados al proyecto de investigacion )

los I’llﬁlT‘lOS cinco afios y .

PREECE, N., VAN OOSTERZEE, P., HIDROBO, G. & LAWES, M., 2017. National carbon model not
1. |sensitive to species, families and site characteristics in a young tropical reforestation project. Forest Ecology
and Management. Volume 392 pp. 115-124, http://dx.doi.org/10.1016/j.foreco.2017.02.052.

NIETO, C. e HIDROBO, G., 2011. “La cadena agro-productiva del guarango (Caesalpinia spinosa Kuntze),
elementos que resaltan su competitividad™. Fundacion Desde El Surco. Quito, Ecuador.

HIDROBO, G., 2011. “Desarrollo de un método de extraccion, a escala de laboratorio, de gomas provenientes
3. |de guarango (Caesalpinia spinosa), para aplicacion en la industria alimenticia”. Pro){ecto previo para la
obtencion del titulo de Ingeniera Agroindustrial. Escuela Politécnica Nacional. Quito, Ecuador.

Experiencia profesional, otros trabajos cientificos y técnicos (cite lo mas relevante o las ni:is recientes)

Experiencia profesional:
Finca Arte Tierra (2015-2016)

Cargo: Técnica de Campo
Actividades: Produccion de cacao, café y frutas tropicales en el canton Puerto Quito, provincia de Pichincha.

FAO — INIAP (2015)
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Cargo: Consultora
Actividades: Informe sobre el estado de los recursos genéticos en el Ecuador, destinados para la alimentacion y la
agricultura.

HIDROBO S.1. Servicios de Ingenieria (2008-2016)

Cargo: Ingeniera de proyectos

Actividades: Estudios de impacto ambiental en proyectos de agua potable, alcantarillado sanitario y pluvial. Apoyo
técnico, logistico y administrativo en estudios y construccion de sistemas de agua potable y alcantarillado.

Crepes & Waffles ASERLACO S.A (2012)

Cargo: Jefe de Aseguramiento de Calidad

Actividades: Control de calidad en la produccion, distribucion y comercializacion de alimentos en planta de
produccion y puntos de venta. Disefio de programas de manejo de desechos y produccién mas limpia.

Fundacion Desde el Surco (2011)

Cargo: Ingeniera de proyectos

Actividades: Ejecucion del proyecto “Produccién de especies de proposito miltiple con fines agroindustriales y
conservacién productiva en el canton Pedro Moncayo™. Apoyo técnico en el proyecto “Determinacién del potencial
agroindustrial y fomento de la forestacion productiva con base en guarango (Caesalpinia spinosa K.), para la cuenca
media del rio Guayllabamba, Fase I".

Escuela Politécnica Nacional - Subdecanato de la Facultad de Ingenieria Quimica y Agroindustria (2009-2010)
Cargo: Ayudante técnico — administrativa

Actividades: Planificacion de horarios, aulas y profesores de la Facultad de Ingenieria Quimica y Agroindustria.
Elaboracion de presupuestos semestrales para la Facultad.
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HOJA DE VIDA DEL PROFESOR COLABORADOR (3) DEL PROYECTO

Datos Personales

MOLINA DE LA CRUZ CARLA PATRICIA
Nombre completo:

No. de identificacion: 1803265733 Nacionalidad: | Ecuatoriana
Fecha de nacimiento: 28/01/1987 Celular: 0998716610 Ext. EPN: | 4315
carla.molina@epn.edu.ec

Técnico de Laboratorio del DECAB |

Correo institucional:

Cargo actual en la EPN:
Facultad: Facultad de Ingenieria Quimica y Agroindustria

Departamento de Ciencias de los Alimentos y Biotecnologia

Departamento:

Educaci6én universitaria. Proveer el nombre de los titulos de pregrado y postgrado (Ing., M.Sc., Ph.D.)

Titulo Afio Institucion/Universidad Ciudad/Pais SRR l{:‘ e:tler;;;estlgaclon de
. ESCUELA POLITECNICA | QUITO/ECUADOR | MICROBIOLOGIA Y
INGENIERIA | 2013 NACIONAL PRODUCCION DE ENZIMAS

Publicaciones, patentes, prototipos o productos (cite las mas relevantes dentro de los tiltimos cinco afios y
que se encuentren alineados al proyecto de investigacion )
1 Espin y Molina, “Obtencién de Extractos Enzimaticos con Actividad Celulolitica y Ligninolitica a partir del
" | crecimiento del hongo Lentinus edodes en aserrin tropical”, Revista Politécnica, Vol. 33, No 1, 2014.

Experiencia profesional, otros trabajos cientificos y técnicos (cite lo més relevante o las més recientes)
Experiencia profesional: '

Analista Quimico de Control de Calidad en FARMACID 2013-2014

Docente de la Escuela Politécnica Nacional 2014-2016

Técnico de Laboratorio del DECAB de la Escuela Politécnica Nacional 2016-al presente
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PROYECTO DE INVESTIGACION INTERNOS SIN
ANEXO 2 - DETALLES DE LA PROPUESTA

Investigacién Basica O Investigacion Aplicada v/

DEPARTAMENTO(S) Y/O INSTITUTO(S):
1. Departamento de Ciencia de los Alimentos y Biotecnologia

LINEA(S) DE INVESTIGACION:

1. Tecnologia bioquimica

2. Optimizacion de procesos productivos (332899)
3. Tecnologias emergentes (332899A)

DISCIPLINA CIENTIFICA (Marque X, solamente una opcion)
Ciencias Naturales y Exactas;

. Ingenieria y Tecnologias; X

Ciencias Médicas;

Ciencias Agricolas;

Ciencias Sociales;

Humanidades

OBJETIVO SOCIOECONOMICO (Marque X, solamente una opcién)
Exploracion y explotacion del medio terrestre;

Ambiente;

Exploracion y Explotacion del espacio;

Transporte, telecomunicaciones y otras infraestructuras;

Energia;

Produccioén y tecnologia industrial; X
Salud;

Agricultura;

Educacion;

. Cultura, ocio, religion y medios de comunicacion;

Sistemas politicos y sociales, estructuras y procesos;

Defensa;

Avance general del conocimiento: I+D financiada con los Fondos Generales
de Universidades (FGU);

Avance general del conocimiento: I+D financiados con otras fuentes.
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Proyecto de Investigacion
Titulo: Estrategias para la generacion de extractos enzimaticos con actividad celulolitica.

Resumen del proyecto (maximo 200 palabras)

La celulosa es la fuente de carbono renovable més abundante en la naturaleza y constituye la principal materia
prima de la industria papelera mundial. Sin embargo, la busqueda de alternativas para su aprovechamiento y
para la degradacion de residuos celulésicos es un campo muy activo de investigacion. Una alternativa es la
generacion de cocteles enzimdticos con actividad celulolitica con aplicacion en las industrias de
biocombustibles, textileras y alimentarias tanto humana como animal. En ese sentido el pr!esente proyecto
pretende desarrollar un proceso a escala de laboratorio para la produccion de cocteles con actividad
celulolitica a partir de dos tipos de celulosa como sustrato en dos tamafios diferentes, el hongo Trichoderma
reesei como agente biologico fermentador y un sistema de fermentacién liquida o sélida. El extracto con
mejor actividad celulolitica serd utilizado para ensayos de degradacion de papel reciclado presente en

materiales de envases multicapa. |

Palabras clave (4-6):
Extractos enzimaticos, celulasas, celulosa, Trichoderma reesei.

2 | Objetivos, relevancia, productos y resultados esperados de esta propuTzsta de
investigacion

2.1 Objetivos 1

e  Desarrollar estrategias tecnologicas para la generacion de extractos enziméticos con actividad celulolitica
usando celulosa como sustrato

2.1.1 Objetivo General

2.1.2 Objetivos Especificos

a. Obtener extractos enzimaticos con actividad celulolitica usando diferentes tipos de 4elulosa como
sustrato, el hongo Trichoderma reesei como agente fermentador y dos tipos de fermentacion.

b. Establecer el mejor proceso in situ a escala de laboratorio para la obtencion de extractos celuloliticos.

¢. Degradar celulosa usando el mejor extracto celulolitico producido in situ.

2.2 Detalle de los resultados esperados |

a. Extractos enzimaticos obtenidos con actividad celulolitica a partir de la fermentacion li!quida o solida
de diferentes tipos de celulosa utilizando el hongo Trichoderma reesei.

b. Proceso de obtencion de extractos celuloliticos in sifu a escala de laboratorio.

¢. Bioproceso de degradacion de la fraccion celulolitica presente en ciertos materiales de envases
multicapa. |

3 | Relevancia de la propuesta de investigacion y su relacién con la(s) lineas de
investigacion |

En Ecuador la fabricacion de papel y sus derivados generdé $ 404 millones en el afio 2016, que
represent6 una participacion del 0,58% del PIB. Existen alrededor de 105 empresas entre grandgs, medianas y
pequeiias dedicadas a esta actividad industrial. Papelera Nacional, Cartopel, Grupo Surpapel eTlnacsa son las
de mayor capacidad productiva [1]. Los productos principales de la fabricacién nacional son el papel tipo kraft
sin blanquear, linaje de papel bond de diferentes gramajes y carton para empaques. Parte de la produccion se
destina a exportacién, aunque del 2013 al 2016 la tendencia ha sido a la baja [1], [2].
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La reduccion de las exportaciones combinada con la alta importacién de productos precursores del
proceso de elaboracion de papel promueve la balanza deficitaria del sector papelero en el Ecuador. En agosto
del afio 2017 se reportaron 229,19 millones de toneladas de papel importadas en forma de papel prensa, papel
sulfurizado "pergamino vegetal", papel carbon "carbonico”, pasta de madera o materias fibrosas celulosicas y
papel para reciclar [1]. El incremento de las importaciones responde a la demanda y repercute en mayor
cantidad de residuos solidos generados.

De acuerdo con el Programa Nacional para la Gestion Integral de Desechos Soélidos (PNGIDS)
impulsado por el Ministerio del Ambiente, en Ecuador se generan alrededor de 11 341 toneladas diarias de
residuos solidos, de las cuales 9,4 % corresponden a papel y carton. En el afio 2015, se recolectaron 23 191
toneladas métricas de carton y 15 169 toneladas métricas de papel blanco [2]. En los centros de acopio, el papel
reciclado se somete a una clasificacion de papel limpio sin grapas, papel impreso, cajas de carton y envases
multicapa, que contienen cartdn, para su posterior comercializacion a las industrias papeleras [3]. Estos envases
multicapa son de especial interés porque la recuperacion del aluminio presente en una de sus capas necesita la
remocion de la capa de carton, que representa el 75% del envase; para retirar la capa de celulosa normalmente
se utilizan métodos fisico — quimicos [4], altamente demandantes de insumos y no siempre amigables con el
ambiente.

En este sentido, la degradaciéon biolégica de papel para la obtencion de extractos enzimaticos con
actividad celulolitica es una estrategia atractiva. El campo de aplicacién de estos extractos abarca a las
industrias de alimentos, balanceado para animales, textiles y biocombustibles. Particularmente se emplea para
mejoramiento de la extraccion de color y maceracion de uvas para la fabricacion de vinos, hidrélisis de material
lignoceluldsico presente en cereales para facilitar su digestibilidad en los animales, modificacion de las fibras
celuldsicas de manera controlada y en niveles requeridos para mejorar la calidad de los tejidos, y obtencion de
bioetano] a partir de material lignocelulosico como residuos agroindustriales [5]-[7].

Para la degradacion biologica de papel, uno de los microorganismos mas utilizado es el hongo
filamentoso Trichoderma reesei debido a su capacidad de bioconversion de sustratos lignoceluloliticos
complejos. De acuerdo con la Asociacion de Fabricantes y Formuladores de Productos Enziméaticos (AMFEP),
en el afio 2014 las celulasas obtenidas de Trichoderma reesei representaron el 26,9 % del total de enzimas
producidas a escala industrial, por lo que este microorganismo fue catalogado como uno de los més importantes
en el mercado [8].

Las estadisticas historicas de comercializacién en Ecuador, evidencian que no existe exportacion de
extractos enzimaticos, mientras que la importacion tiene una tendencia al alza; del afio 2015 al 2018 se paso
de 9,76 millones a 15 millones de dolares [9]. Este escenario hace que la investigacion orientada a la obtencion
de extractos celuloliticos sea de importancia. En este trabajo se pretende establecer un proceso controlado a
escala de laboratorio para la obtencion de extractos con actividad celulolitica que utilice la celulosa presente
en el papel de filtro o cartén como sustrato y el hongo Trichoderma reesei como agente fermentador. Ademds,
los extractos enzimaticos obtenidos se usaran en ensayos preliminares para la degradacion de la celulosa
presente en envases multicapa.

Productos esperados (marcar con una “X” al menos uno de los productos no
seinalados)

Tipo de Producto: Marcar con una “X”
a. Disertacion a la Comunidad Politécnica X
(obligatorio);
b. Presentacion de un articulo en formato de la

; A : : X
Revista Politécnica (obligatorio)
¢. Proyecto de Titulacidn; X
d. Aplicacion tecnologica construida o
implementada;
e. Patente presentada;
f. Perfil de proyecto de mayor impacto
cientifico, técnico, pedagdgico o de innovacion.
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g. Publicaciones cientificas indexada en
SCIMAGO-SCOPUS/WoS/SCIELO/Latindex
Catalogo o un articulo en congreso indexado en
SCOPUS.

5 | Descripcion y metodologia y disefio del proyecto '

5.1 Descripcion, metodologia y disefio del proyecto (Maximo dos carillas) ;

5.1.1 Obtencion de extractos celuloliticos :

Para la obtencion del extracto celulolitico se trabajara con una cepa de Trichoderma reesei (Hypocrea
Jecorina) CECT 2415, equivalente a ATCC 56764 y a NRRL 11236 donada por el Laboratorio|de Ingenieria
Molecular de Enzimas del Consejo Superior de Investigaciones Cientificas (CSIC) de Espaiia. SJ,e generara un
pre indculo con 2 mL de medio YP (extracto de levadura 1 %, peptona 2 %) enriquecido con celulosa en forma
de papel filtro al 2 %. Los 2 mL de medio se inocularan con 50 pL de una suspension de esporas de 7. reesei
de aproximadamente 10® conidios/ml. y se mantendran en agitacion orbital a 200 rpm a 30 °C durante 72 h.
Este precultivo sera utilizado para inocular las fermentaciones liquidas o solidas [10]. \ .

Para la fermentacion liquida se inoculardn 25 mL de medio YP enriquecido con celulosa al 5 %. el cultivo
se mantendra en agitacion orbital a 200 rpm a 30 °C durante distintos tiempos (2 — 11 dias). Luégo, el cultivo
serd centrifugado y el sobrenadante utilizado como coctel celulolitico.

Para la fermentacion solida se utilizardn 5 g de celulosa estéril, en un matraz de 250 mL, humedecido con
8 mL de medio YP suplementado con 0.5 % de almidon. Tras el inoculo, los matraces se incubarélil sin agitacién
a 30 °C durante distintos tiempos (6 - 10 dias). Para extraer las enzimas del medio sélido fermentado se afiadira
medio YP y se mantendran los matraces en agitacion orbital a 200 rpm durante 30 min. El material solido se
eliminara mediante filtrado, a través de un poro de aproximadamente | mm, y centrifugacion. El sobrenadante
obtenido se utilizard como fuente de enzimas celuloliticas. 3

Tanto para la fermentacion liquida como solida se trabajara con celulosa en forma de paLeI filtro o en
forma de carton cortado en cuadrados de 25 mm®o de 1 cm?.

5.1.2 Determinacion de actividad enzimatica |

La actividad celulolitica se determinara midiendo los aziicares reductores liberados |a partir de la
hidrolisis de papel de filtro con el método del acido dinitrosalicilico (DNS) descrito por Zhang 2009 [11]. La
actividad celulolitica se reportara en FPU (filter paper units)/mL que corresponde al equivalente de los umoles
de glucosa generados por minuto de reaccioén y por mL de extracto enzimatico.

El tratamiento fermentativo que genere extractos con mayor actividad celulolitica serd escogido para .
la produccién in situ de cocteles enzimaticos que serdn usados para posteriores ensayos de degradacion de
celulosa.

5.1.3 Degradacion de celulosa

Para la degradacion se utilizara celulosa reciclada, que forme parte de ciertos envases multicapa como
los Tetra bricks. Los pedazos de envases multicapa seran incubados con el extracto enzimatico|a 50 °C hasta
que el nivel de degradacion deje visible a la capa de aluminio del envase.

[1 Corporacion Financiera Nacional. (2017). Ficha sectorial: papel y productos de papeJ{. Recuperado
de https://www.cfn.fin.ec/wp-content/uploads/2017/12/Ficha-Sectorial-Productos-de-Papel-dic-
2017.pdf (Marzo, 2019).

[2] Iniciativa Regional para el Reciclaje Inclusivo. (2015). Reciclaje inclusivo y recicladores de base en
el Ecuador. Recuperado de https://reciclajeinclusivo.org/wp-content/uploads/2016/04/Reciclaje-
Inlcusivo-y-Recicladores-de-base-en-EC.pdf (Marzo, 2019).

[3] Secretaria de Ambiente del Distrito Metropolitano de Quito. (2018). Manual Quito a reciclar.
Recuperado de
http://www.quitoambiente.gob.ec/ambiente/images/Secretaria_Ambiente/Quitoa%20Reciclar/Manua
1%20Quito%20a%20Reciclar_1.pdf (Marzo, 2019).
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[4]

Zawadiak, J., Wojciechowski, S., Piotrowski, T., Krypa, A. (2017). Tetra Pak recycling — current

trends and new developments. American Jowrnal of Chemical Engineering, (5), 37-42. doi:

10.11648/j.ajche.20170503.12

[5] Bhat, M. K. (2000). Cellulases and related enzymies in biotechnology. Biotechnology Advances, (18),
355-383. doi.org/10.1016/50734-9750(00)00041-0

[6] Sarkar, N., Ghosh, S. K., Bannerjee, S., Aikat, K. (2012). Bioethanol production from agricultural
wastes: An overview. Renewable Energy, (37), 19-27. doi:10.1016/j.renene.2011.06.045

[7] Kuhad, R. C., Gupta, R., Singh, A. (2011). Microbial cellulases and their industrial applications.
Enzyme Resources, 1-10. doi:10.4061/2011/280696

[8] Bischof, R. H., Ramoni, J., Seiboth, B. (2016). Cellulases and beyond: The first 70 years of the enzyme
producer Trichoderma reesei, Microbial Cell Factories, (15), 106. doi: 10.1186/512934-016-0507-6

9] Trade Nosis. (2016). Evolucion de las importaciones del Ecuador de enzimas y preparaciones
enzimdticas  no  expresadas ni  comprendidas en otra  parte. Recuperado de
https://trade.nosis.com/es/Comex/Importacion-Exportacion/Ecuador/enzimas--enzimas-
preparaciones-enzimaticas-no-expresadas-ni-comprendidas-en-otra-parte/EC/3507 (Marzo, 2019).

[10] Casa-Villegas, M., Marin-Navarro, J., Polaina, J. (2017). Synergies in coupled hydrolysis and
fermentation of cellulose using a Trichoderma reesei enzyme preparation and a recombinant
Saccharomyces cerevisiae strain, World Journal of Microbiology and Biotechnology, (33), 140. doi:
10.1007/s11274-017-2308-4

[11] Zhang, Y. H. P., Hong, J., Ye, X. (2009). Cellulase assays. Biofuels Methods and Protocols.

Methods in Molecular Biology, (581), 213-231. Recuperado de

https://pdfs.semanticscholar.org/dc25/ad4d2f1c4c3436974d0721¢3de65d9784058.pdf? _ga=2.20252

0599.703578157.1552061816-120122113.1552061816 (Marzo, 2019).

| 6 | Infraestructura, equipos y fondos adicionales.

6.1 Infraestructura y equipos

Infraestructura Equipos

Nombre del Equipo Ubicacion del Equipo
Incubadora con control de
temperatura y agitacion

Laboratorio de Bioprocesos Microcentrifuga Laboratorio de Bioprocesos,
Espectrofotometro DECAB |
Estufa |
Autoclave

6.2 Breve justificacién del equipo requerido
No se requieren equipos adicionales.
6.3 Fondos Adicionales

No se cuenta con fondos adicionales.
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e ANEXO 3 - CRONOGRAMA DE ACTIVIDADES DEL PROYECTO
Titulo del Proyecto: Estrategias para la generacion de extractos enzimaticos con actividad celulolitica

T

1(2)3]4a|1{2(3|4]|1|2|3(af1|2|3|a|1|2|3|a]|2]|2(3|a]|2|2]|3]|a|l2]|2]|3]|al1

Objetivo especifico 1: Obtener extractos enzimaticos con actividad
celulolitica a partir de diferentes tipos de celulosa como sustrato,
el hongo Trichoderma reesei como agente fermentador y dos tipos
de fermentacién

1.1 [Actividad 1: Replicar y mantener al hongo T. reesei

1.2 |Actividad 2: Ensayos de fermentacidn liquida con dos tipos de
celulosa y dos tamarios diferentes para la generacién de extractos

1.3 |Actividad 3: Ensayos de fermentacion sélida con dos tipos de
celulosa y dos tamarios diferentes para la generacién de extractos

1.4 [Actividad 3: Analisis de datos y escritura de informe

Objetivo especifico 2: Establecer el mejor proceso in situ a escala
de laboratario para la obtencién de extractos celuloliticos

Actividad 1: Consolidacién de datos y seleccién del mejor proceso
en funcion de la actividad enzimatica

Objetivo especifico 3: Degradar celulosa usando el mejor extracto
celulolitico producido in situ

21

3.1 |Actividad 1: Replicar y mantener al hongo T. reesei

Actividad 2: Generacion del coctel ceulolitico con las mejores

&4 condiciones antes establecidas

3.3 |Actividad 3: Ensayos de degradacion de celulosa presente en
envases multicapa con el us de cocteles enzimaticos

3.4 |Actividad 4: Andlisis final de datos y escritura de informes finales
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