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PROYECTO DE INVESTIGACION INTERNOS SIN FINANCIAMIENTO O AUTOGESTIONADOS

ANEXO 2 — DETALLES DE LA PROPUESTA

Investigacion Basica O Investigacion Aplicada QX

DEPARTAMENTO(S) Y/O INSTITUTO(S):

1. Departamento de Ciencia de los Alimentos y Biotecnologia.

LINEA(S) DE INVESTIGACION:
1. Tecnologia Bioquimica

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 opcion)
Exploracion y explotacion del medio terrestre;

Ambiente;

Exploracion y Explotacion del espacio;

Transporte, telecomunicaciones y otras infraestructuras;
Energia;

Produccion 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:

Biopulpeo de envases multicapa Tetra Pak® reciclados

Resumen del proyecto (maximo 200 palabras)

Los envases multicapa Tetra Pak® utilizados para contener alimentos liquidos, una vez que han
cumplido su funcion, pueden ser procesados para la separacion y reutilizacion de sus componentes:
polietileno, aluminio y carton. Normalmente el primer paso en el proceso es la remocion de la capa
de carton (pulpeo) con métodos tradicionales demandantes de agua, energia o sustancias quimicas.
En este proyecto se plantea el desarrollo de dos alternativas biotecnologicas a escala laboratorio
para el biopulpeo de estos envases. La primera implica la accion directa, en un sistema de
fermentacion liquida, del hongo celulolitico Trichoderma reesei sobre la celulosa contenida en los
envases multicapa Tetra Pak®. La segunda opcion contempla la utilizacion de los extractos
enzimaticos producidos por 7. reesei en accion conjunta con células de Saccharomyces cerevisiae
para degradar y remover la celulosa de estos envases. Los resultados de las dos opciones seran
comparados y analizados para seleccionar la mejor alternativa de biopulpeo.

Palabras clave (4-6):

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

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

2.1 Objetivos
2.1.1 Objetivo General

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

2.1.2 Objetivos Especificos

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

b. Determinar condiciones de biopulpeo de la celulosa de envases multicapa Tetra Pak® reciclados
mediante la accion conjunta de los extractos enzimaticos de 7. reesei y una cepa de
Saccharomyces cerevisiae.

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

2.2 Detalle de los resultados esperados (con relacion a los objetivos)

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

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

c. Mejores condiciones de biopulpeo para envases multicapa Tetra Pak® reciclados establecidas.
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| 3 | Relevancia de la propuesta de investigacion y su relacién con la(s) lineas de investigacion |

A partir del afio 2010, la empresa Tetrapak ha promovido la iniciativa Recupera y Recicla en
Ecuador en asociacion con la Secretaria del Ambiente y la adicion 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 liquidos es que
todos sus componentes, polietileno, aluminio y celulosa pueden ser recuperados [1], [2]. El
primer paso en el proceso de recuperacion normalmente implica el pulpeo o remocion 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 remocion
son por lo general altamente demandantes de agua, energia o de sustancias quimicas [3] - [6].

Una alternativa al pulpeo convencional es el empleo de métodos biotecnologicos. Estos
métodos, en procesos industriales, a pesar de que suelen demandar mas tiempo de proceso, son
una alternativa que podrian aumentar la calidad del producto, reducir costos de produccion,
optimizar el consumo de recursos y mitigar el impacto ambiental [7].

Las estrategias biotecnologicas utilizan agentes bioldgicos como microorganismos o enzimas
por su capacidad para realizar transformaciones quimicas muy especificas en condiciones de
reaccion moderadas, 1o que implica una menor generacion de residuos y subproductos, asi como
un menor consumo de energia [8], [9]. En Ecuador, son escasas las propuestas biotecnologias y
la generacion de este tipo de productos. A modo de ejemplo se puede citar que, para cubrir la
demanda nacional de enzimas, el pais recurre a la importacion. En el 2018, Ecuador destind
aproximadamente 14 millones de USD para la adquisicion de este rubro [10].

En este contexto, el presente proyecto propone alternativas biotecnoldgicas a escala laboratorio
para la remocién de celulosa de los envases multicapa Tetra Pak® reciclados. De esta manera, se
aportaria con nuevas alternativas tecnoldgicas para la gestion integral de este tipo de envases.

4 | Productos esperados (marcar con una “X" al menos uno de los productos no seialados)

Tipo de Producto: Marcar con una “X"
a. Disertacion a la Comunidad Politécnica (obligatorio); X

b. Presentacion de un articulo en formato de la Revista
Politécnica (obligatorio)

c. Proyecto de Titulacion;

d. Aplicacion tecnoldgica construida o implementada;
e. Patente presentada;

f. Perfil de proyecto de mayor impacto cientifico,
técnico, pedagodgico o de innovacién.

g. Publicaciones cientificas indexada en SCIMAGO-
SCOPUS/Wo0S/SCIELO/Latindex Catalogo o un articulo
en congreso indexado en SCOPUS.

X
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5 | Descripcion y metodologia y diseio del proyecto

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

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
Ingenieria Molecular de Enzimas del Consejo Superior de Investigaciones Cientificas (CSIC)
de Espafia.

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

Los envases multicapa reciclados Tetra Pak® se los recuperara de la basura doméstica, seran
lavados y cortados en cuadrados de 1 cm de lado.

Determinacion de las condiciones de biopulpeo de la celulosa presente en la capa de cartén
de los envases multicapa Tetra Pak® reciclados mediante la accion directa del hongo
Trichoderma reesei

Para determinar las condiciones de biopulpeo mediante la accion directa de 7. reesei se utilizara
un sistema de fermentacion liquida (FL) y 3 concentraciones de celulosa contenida en los
envases Tetra Pak® reciclados. Para ello, en 25 mL de medio YPS se adicionara 2,5 %, 5 % o
7,5 % de celulosa, contenida en los envases Tetra Pak®, y se inoculara con 2 mL de preindculo
para arrancar el proceso fermentativo a 30 °C y 200 rpm.

Para la preparacion del preindculo, 2 mL de medio YP2F estéril se inocularan con 10 uL de
una suspension de esporas de T. reesei de alrededor de 10® esporas/mL y se colocaran en una
incubadora con agitacion orbital a 30 °C y 200 rpm por 72 h [11].

Durante la fermentacion, a diferentes intervalos de tiempo, se medira la actividad celulolitica
en el sobrenadante del cultivo mediante un método que se basa en determinar los azucares
reductores liberados a partir de una cantidad conocida de papel filtro por accioén de las celulasas
luego de un tiempo de reaccion. La actividad celulolitica se reportara en FPU (filter paper
units)/mL, que equivale a los pmoles de glucosa generados por minuto de reaccion por mL de
extracto enzimatico [12].

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

La cuantificacion de los azucares reductores se realizard por el método del 4cido
dinitrosalicilico (DNS). El ensayo consistira en colocar reactivo DNS a las muestras, las
mismas que se llevaran a ebullicion por 15 min en un bafio maria, las muestras se centrifugaran
a 13 000 g por 5 min, se realizara una dilucion del sobrenadante de cada muestra y se medira
la absorbancia en un espectrofotdmetro a 540 nm. Los azlcares reductores generados se
calcularan por interpolacion en una recta patron de glucosa [12] - [14].

Las condiciones de biopulpeo, entendidas como la concentracion de celulosa inicial y el
tiempo de fermentacion con las que se consiga la mayor remocion de celulosa del envase Tetra
Pak® seran seleccionadas.
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Determinacion de las condiciones de biopulpeo de la celulosa presente en la capa de
cartén de los envases multicapa Tetra Pak® reciclados mediante la accion la accién
conjunta de los extractos enzimaticos de 7. reesei y una cepa de Saccharomyces cerevisiae

Para determinar estas condiciones de biopulpeo se obtendran extractos enzimaticos de 7. reeei
con actividad celulolitica y se incubaran con 3 concentraciones de celulosa contenida en los
envases Tetra Pak® reciclados en ausencia y presencia de células de S. cerevisiae. La levadura
consumiria la glucosa liberada al medio producto de la hidrolisis de la celulosa, disminuyendo
asi la inhibicion de las celulasas [11].

Para ello, al extracto enzimatico celulolitico de 7. reesei con y sin inoculo de levadura se
afadira 2,5%, 5 % o 7,5% de celulosa, contenida en los envases multicapa Tetra Pak®, y se
incubara a 30 °C y 200 rpm por un tiempo de 48 horas. Para los ensayos con indculo de
levadura se partira con una densidad optica de 0.2.

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

Los extractos enzimaticos celuloliticos a utilizar se obtendran por fermentacion solida (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 mm?, se colocaran en un matraz de 250 mL, se humectaran
con 8 mL de medio YPS y se inocularan con una suspension de esporas previamente activadas.
Tras el indculo, los matraces se incubaran sin agitacion a 30 °C durante 9 dias [11]. Al final
del proceso fermentativo, los extractos enzimaticos se obtendran por adicion de 10 mL de
medio YP, agitacion y filtracion.

Las condiciones de biopulpeo, entendidas como la concentracion de celulosa inicial colocada
en el extracto enzimatico y la presencia o no de S. cerevisiae, que permitan la mayor remocion
de celulosa del envase Tetra Pak® seran seleccionadas.

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

Las condiciones de biopulpeo seleccionadas con los dos apartados anteriores seran evaluadas
y analizadas en conjunto para realizar una seleccion final. En la determinacion de las mejores
condiciones de biopulpeo sera muy importante el porcentaje de celulosa removida.
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| 6 | Infraestructura, equipos y fondos adicionales.

6.1 Infraestructura y equipos

Infraestructura Equipos
Laboratorio de Nombre del Equipo Ubicacion del Equipo
Bioprocesos Agitador orbital con control de | Laboratorio de Bioprocesos,
temperatura DECAB
Estufas
Espectrofotometro
Autoclave
Balanza analitica
Microcentrifuga

6.2 Breve justificacion del equipo requerido

- Justificar la infraestructura y equipos solicitados para la ejecucion del proyecto e indicar
el departamento en el cual se ubicara dicho equipamiento.

6.3 Fondos Adicionales

- Otros fondos de otros organismos (si los hubiere)
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VICERRECTORADO

DE INVESTIGACION

INMNOVACION ¥ VINCULACION

Titulo del Proyecto:

Biopulpeo de envases multicapa Tetra Pak® reciclados

Actividad

Mes 1

Mes 2

Mes 3

Mes 4 Mes 5 Mes 6 Mes 7 Mes 8

Mes 9

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

11

Mantenimiento de la cepa de T. reesei y
esporulacion del hongo

1,2

TETIITENETIoTT I UTUE Ue T- TEESET SUDTE TUS
materiales multicapa reciclados con 3
concentraciones de celulosa, toma de muestras y
medidas de control del proceso.

Ensayar condiciones de biopulpeo de la celulosa de
envases multicapa Tetra Pak® reciclados mediante
la accién conjunta de los extractos enzimaticos de
T. reesei y una cepa de Saccharomyces cerevisiae

2,1

Produccidn de extractos enzimaticos a partir de T.
reesei en condiciones de fermentacion sélida

2,2

Ensayos de biopulpeo usando los extractos
enzimaticos de T. reesei con vy sin indculo de
Saccharomyces cerevisia, toma de muestras y
medidas de control del proceso.

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

Revisidn bibliografica

Consolidacién de resultados y elaboracion de
manuscrito

Productos esperados

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

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

Saccharamucec cor,

Mejores condiciones de biopulpeo para envases
multicapa reciclados Tetra Pak® establecidas
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TIPO DE INVESTIGACION

Investigacién basica QO Investigacién aplicada QX

TiTULO DEL PROYECTO

Biopulpeo de envases multicapa Tetra Pak® reciclados

DECLARACION DEL DIRECTOR DEL PROYECTO

El equipo de investigadores, representado por el Director del Proyecto declara lo siguiente:

e Que el presente proyecto es una creacién original de mi autoria y del equipo de investigadores,
y por tanto asumimos la completa responsabilidad legal en caso de que un tercero alegue la
titularidad de los derechos intelectuales del proyecto, exonerando a la EPN de cualquier accion
legal que se derive por esta causa.

e Que el presente proyecto no ha sido presentado en ninguna convocatoria de otra institucion
publica o privada. El incumplimiento serd causal para que el proyecto no sea tomado en
consideracion.

e Que todos los bienes adquiridos en proyecto permaneceran bajo la custodia y responsabilidad
del director de proyecto durante la ejecucion del mismo.

e Que si el proyecto genera algun producto o procedimiento susceptible de obtener derechos de
propiedad intelectual, de los cuales se deriven beneficios, aceptamos que éstos seran
compartidos entre los investigadores y la institucion o las instituciones participantes en el
proyecto, conforme a lo establecido en el COESC.

e Que el equipo de investigadores y/o instituciones participantes se comprometen a mantener la
confidencialidad de la informacidn si ésta podria ser susceptible de proteccion por patentes, y
solicitar la valoracion de propiedad intelectual respectiva previa a cualquier publicacion o
difusion.

e Que para el caso de derechos de autor otorgamos una licencia de uso exclusivo con fines
académicos para la o las instituciones participantes en el proyecto.

Firma del Director del Proyecto
Nombre: Mary Casa Villegas
C.1.: 0502660996
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DECLARACION DEL JEFE DE DEPARTAMENTO

Esta propuesta ha sido aprobada y avalada por el Consejo del Departamento de .................., €n
sesion del dia ..................... mediante resolucion No. ...........

Las instalaciones, incluyendo personal, edificios, equipo y recursos financieros estan a disposicion
del proponente y sus colaboradores de acuerdo con las especificaciones que se encuentran en esta
propuesta.

Firma del Jefe del Departamento
Nombre: Edwin Vera
C.l.:
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