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Resumen

El presente informe de investigacion se enfoca en extraer celulasa del hongo Trichoderma
harzianum, desde una perspectiva de ingenieria quimica, con el proposito de servir como una
guia para estudiantes de posgrado en biotecnologia en Ecuador. La celulasa desempefia un
papel crucial en la descomposicion de la celulosa, un componente fundamental de la biomasa
vegetal. Trichoderma es un género de hongos ampliamente distribuido en Ecuador,
reconocido por su capacidad para producir diversas enzimas, incluida la celulasa. Este
informe examina la literatura pertinente, describe una metodologia exhaustiva para la
extraccion de celulasa y establece objetivos especificos para la realizacion de esta
investigacion, por lo cual nos permitié obtener como resultados; que la extraccion de celulasa
a partir de Trichoderma harzianum ha demostrado ser un proceso eficaz para la obtencién de
enzimas en el contexto de la ingenieria quimica y que puede ser aplicada en el tratamiento
secundario de plantas de tratamiento de aguas residuales (PTAR) en las industrias papeleras y

alientos del Ecuador.

Palabras clave: Trichoderma, Microorganismos, Biotecnologia, Celulosa, Ingenieria
Quimica.
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Abstract

This research report focuses on extracting cellulase from the fungus Trichoderma harzianum,
from a chemical engineering perspective, with the purpose of serving as a guide for graduate
students in biotechnology in Ecuador. Cellulase plays a crucial role in the decomposition of
cellulose, a fundamental component of plant biomass. Trichoderma is a fungal genus widely
distributed in Ecuador, recognized for its ability to produce various enzymes, including
cellulase. This report examines the pertinent literature, describes an exhaustive methodology
for the extraction of cellulase and establishes specific objectives for the realization of this
investigation, which allowed us to obtain as results; that the extraction of cellulase is the most
efficient way to produce cellulase. The results of this research are that the extraction of
cellulase from Trichoderma harzianum has been demonstrated to be an efficient process for
the obtaining of enzymes in the context of chemical engineering and that it can be applied in
the secondary treatment of wastewater treatment plants (WWTP) in the paper and food

industries of Ecuador.

Keywords: Trichoderma, Microorganisms, Biotechnology, Cellulose, Chemical Engineering.

UNIVERSIDAD CSTATAL DF MILAGRO




Lista de figuras

Figura 1. Muestras de Trichoderma harzianum, sembradas en diferentes sustratos.............. 36
Figura 2. Autoclave con Muestras de Trichoderma harzianum, sembradas en diferentes
SUSTIAEOS. ..ttt ettt ettt et e h et ek e e e h bt e e b e e b e ek bt e e nn e e e nn e e nr e e anne e 37
Figura 3. Proceso de incubacion a 25-30°C durante 7-14 dias de las Muestras de
Trichoderma harzianum, sembradas en diferentes SUStFat0S..........vvvevvveieeiiiiiie e 41

Figura 4. Conteo de colonias de las Muestras de Trichoderma harzianum, sembradas en

QITEIENTES SUSIIALOS. .. vveuveeeieiieesiieiesiee st stee sttt et e e e e e s te e teeseesbe e beeseesseesteeneeereesseenseaneennens 42
Figura 5. Script curvas de calibracion entre muestras en Coolab ..........cccccoviiiniiicieinnene 44
Figura 6. Gréfica curvas de calibracion entre MUESEras.........cccovvereenereiesiene e 45
Figura 7. Script Comparacion Annova entre muestras en coolab.............cccooevviviieeieernenne. 50
Figura 8. Grafica ANNOVA ENtre MUESLIAS .........eveirierieiierie et 51
Figura 9. Script Comparacion valores entre Trichoderma Reseei y Harzianum.................... 52
Figura 10. Grafica de comparacion entre Reseei y Harzianum ..........cc.ccoceoeveienniicicnnnenn 53
Figura 11. Esquema de Tratamientos de Aguas ResSiduales. ..........ccccovevereniieninnniciciee, 54

UNIVERSIDAD CSTATAL DF MILAGRO




Lista de tablas
Tabla 1 Operacionalizacion de 1as variables. ..........c.cccooeiiiii i 22
Tabla 2. TIP0S U8 SUSIIALOS. ......cveivieiieeieiieeseeteeee e este e ste et e e sra e te e e e sraesbeaneesreesreaneesneenseens 35
Tabla 3. ProCediMIBNTO .........cociiiiiiieieie sttt 37
Tabla 4. Procedimiento MUESEIA L........c.cooueiiiieiieiieiesie ettt nne e 38
Tabla 5. Procedimiento MUESEIA 2..........couiiiiieiieiieie ettt nne e 39
Tabla 6. Procedimiento MUESLIA 3.......cuoiiiieiiiiieiieeeie e 39

UNIVERSIDAD CSTATAL DE MILAGRO



INDICE

Aprobacion del tutor del Trabajo de TitUlaCION ...........ccveiieiieii e ii
AGRADECIMIENTO ...t v
DEDICATORIA ettt s e e e e e n e e e e r e nnn e e neennees Vi
RESUIMEIN ... bbbt bbbt et b bt b e n e viii
AADSTIACT ...t IX
INTRODUGCCION ....covouiueniaeeseeseessese sttt 15
CAPITULO I: EL PROBLEMA DE LA INVESTIGACION.......cccoooviireereeeereeere e 16
1.1 Planteamiento del problema ... 16
1.3 Formulacion del ProbIEMa ........cooiiiiiiiie s 19
1.4 Preguntas de INVESTIGACION........cciiiiiiiiieieie e 19
1.5 Determinacion del teMa ..o 20
1.6 ODJEtIVO GENETAL.........oieieiece et anes 21
1.7 ODJetiVoS BSPECITICOS ....vevieriiiriiiii ettt sreereens 21
IS 1010 1] SRS S 21
1.9 Declaracién de las variables (OperacionalizaCion) .............cccccvevveieevieiieieese e 22
1.20 JUSEIFICACTON ...ttt 23
1.11 AICANCEe Y lIMITACIONES .....cvvevieie ettt neens 24
CAPITULO 2: FUNDAMENTOS TEORICOS ......cooveeevriieeserisssieeessesiesssesissessenesses s 27
2.1 FuNdamentos de 18 CEIUIASA. ............uiiiiiieicci e 27
2.2 Caracteristicas y Potencial Enzimatico de Trichoderma harzianum..............c.cccccuvnu.... 27
2.2.1. Caracteristicas Generales de Trichoderma harzianum............cccccocveiiniinienienenn. 27
2.2.2. Morfologia y Ciclo de Vida ........ccccuiiiiiiiiiiese e 28
2.2.3. Mecanismos de Control BiolOGICO.........coviiiiiiiiiiiieee e 28
2.2.4. Potencial Enzimético de Trichoderma harzianum ...........cccccoeeiiiiiininiininieien, 28
2.2.5. Produccion de Enzimas HidrolitiCas ..........ccceoiiiineiininisese e, 28
2.2.6. Enzimas Liticas AdICIONAIES. ..........ccceiiiiiiiiieeee e 29

UNIVERSIDAD CSTATAL DF MILAGRO



2.2.7. MetabolitoS SECUNTAIIOS ........veveieiiieieiiir et 29
2.3. Aplicaciones Trichoderma harzianUm ............cccooveiieieeie i 29
CAPITULO I11: DISENO METODOLOGICO......couuivimririreieieisessesesssssssssssssssssenes 32
3.1  Tipoy disefio de INVEStIGACION ........coiiiiiiiiriiiei e e 32
3.2 PODIACION Y MUESTIA ...ttt 32
3.2.1. Caracteristicas de 12 PODIACION ..........ccccoviiiiiiiiniice e, 32
BL2.2 IVIUBSITE ...ttt b 33
3.3. Metodologia de Cultivo en Estado SOlido (SSF) ..o 33
3.3.1 Seleccion del MiCroOrganiSImMO ..........ccoeeeirerieineneeee e 34
3.3.2. Preparacion del INOCUIO ..o 34
3.3.3. PreparaCion del SUSLIAL0 .........cceiveiicii e 34
3.3.4. In0culacion del SUSEIAL0..........ccceiieiiiieieieee e 34
3.3.5INcubaCioN del CUITIVO ........oviiiiieiieee e 34
3.3.6 Recoleccion y EXtraccion de ENZIMAS. .........cooeirereirenenieese e, 35
3.3.7. Andlisis de Actividad ENZIMALICA..........ccccerririiiieeresees e, 35
3.3.8 TIPOS B SUSTIALOS. .....veveeiieneeeeite sttt bbbttt 35
3.3.9  PASOS GENETAIES ......coeiiiiieieee it 36
3.4. Procedimientos Especificos para Cada MUESEIA..........ccoevrereieenenieiese s 38
3.4.1. Consideraciones AdICIONAIES ...........cccuiiiiiiieiiies e 40
3.4.2. Materiales NECESAMNOS .......eveieieitiiiesiieie ettt 41
3.4.3 Procedimiento SIMPLIfiCadO.........ccccveiiiiiiiiiie e 42
3.4.4 Ensayo de Actividad ENZIMALICA .........c.ccoveiiiiiiiciiccc e 43
3.4.5 Curva de CalibDraCion ...........ccociiiiiiiiiie e 43
3.4.6 ConCentraCion de GIUCOSA .......ccueiueriiriirieiieiee et 45
AT RESUIMEN ...ttt bbbkt b et b et be e b e nne s 46
3.5 ANNOVA EN COOLAB ..ottt sttt be e 47
Xiii
3.5.1 Ejecucion del Script (ReSUITAOS) .......veviieieieiieiiesecesee e 47

UNIVERSIDAD CSTATAL DF MILAGRO



3.5.2. Comparacion Y CONCIUSION: ........ccueiieiiiieie e 47
3.5.3. CONCIUSIONES: ......eiiiiieitieieie ettt bbbt 48
354, IMPIICACIONES: .....viiiieiteee ettt e st a et e e aeeaeeneesreesaeaneenres 49

3.6 Enfoque del Sistema de Tratamiento desde el punto de vista de un ingeniero quimico 53

3.6.1 Caracterizacion del EfIUENTe ..ot 53
3.6.2. Seleccidn de Tecnologias de Tratamiento ...........ccceveeieieereciie e 53
3.6.3. Diserio del Sistema de Tratamiento ...........cccoeeierinininieeee e 54
3.6.4. Implementacion y Operacion del SiStema: ..........ccoevviiiieiiic e, 55
3.6.5 Monitoreo y Control del ProCeSO........ccveiiieiiiiisicseeee e 55
3.6.6 Evaluacion de Impacto Ambiental y ECONOMICO:.........ccccovviiiininiicieesesieee, 55
CAPITULO IV: CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES ......ccccoooviveieiieereeesrersneniens 57
4.1, CONCIUSIONES ...ttt bttt b ettt 57
4.2. RECOMENUACIONES ...ttt bttt 58
=] o] [0 o= - USSR 59

UNIVERSIDAD CSTATAL DF MILAGRO




INTRODUCCION

El Trichoderma harzianum es un hongo principalmente anaerobio que se localiza en la
mayoria de suelos agricolas y otros sustratos, de manera natural; corresponde a la subdivision
Deuteromycetes; existiendo mas de 30 especies de este hongo, las cuales brindan beneficios
para la agricultura, a mas de un control bioldgico, pues tiene un rapido crecimiento y

desarrollo. (Infante, 2009).

La celulosa, una enzima crucial en la industria biotecnolégica, destaca por su capacidad para
descomponer la celulosa, un componente esencial de la biomasa vegetal. La obtencién de
celulasa a partir del hongo Trichoderma se ha convertido en un tema de gran interés para
investigadores en Ecuador, donde la diversidad de estos microorganismos es notable. (Pérez,

2019)

Por aguas residuales se entiende a la accion y efecto en la que el hombre introduce materias
contaminantes, formas de energia o inducir condiciones en el agua de modo directo o
indirecto; implica alteraciones perjudiciales de su calidad con relacion a los usos, estas aguas
normalmente provienen del sistema de abastecimiento de agua de una poblacién, después de
haber sido utilizadas en diferentes actividades domésticas, industriales y comunitarias. (Diaz-

Cuenca, Alavarado-Granados, & Camacho-Calzada, 2012)

El presente estudio se centra en la exploracion de alternativas sostenibles para el tratamiento
de aguas residuales. Este informe examina los procedimientos de extraccion de celulasa
desde una perspectiva de ingenieria quimica, con un enfoque dirigido a estudiantes de

maestria en biotecnologia interesados en este campo de estudio.



CAPITULO I: EL PROBLEMA DE LA INVESTIGACION

1.1 Planteamiento del problema

Hace unas décadas, los investigadores se percataron del potencial de las enzimas y
organismos en la transformacion de los polimeros naturales que componen el papel. En los
afios 80, la investigacién condujo al descubrimiento de enzimas capaces de degradar la
lignina, lo que ha impulsado una extensa exploracion sobre la aplicacion de enzimas en la

industria papelera desde entonces.

En la actualidad, el uso de enzimas en la industria de la pasta y el papel abarca una amplia
gama de aplicaciones, algunas de las cuales ya se utilizan comercialmente o estan cerca de
hacerlo. Técnicas como el blanqueo con xilanasas, la eliminacién del "pitch™ con lipasas y la
mejora del drenaje con celulasas son ejemplos bien establecidos. Otras aplicaciones, como la
eliminacién de contaminantes y la fibrilacion de fibras secundarias, podrian convertirse

pronto en practicas comerciales.

Los desechos que se generan del proceso papelero, esta es uno de los mayores problemas de
la industria, considerando que las enzimas estan abriendo nuevas posibilidades en la industria
del papel. Por ejemplo, las xilanasas estan reduciendo la necesidad de productos quimicos en
el proceso de blanqueo, mientras que las celulasas estdn mejorando la textura de las fibras,
optimizando el drenaje y facilitando el proceso de destintado. Las lipasas, por su parte, estan
contribuyendo a disminuir la presencia de "pitch". Algunos de estos métodos ya se utilizan
comercialmente, y otros estdn empezando a surgir. En el futuro, las tecnologias basadas en

enzimas podrian revolucionar ain mas los procesos de pastado y fabricacion de papel,

haciéndolos mas limpios y eficientes.
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El desarrollo de estas aplicaciones se ha ido registrando en el transcurso del tiempo.
Comenzo con la investigacion sobre el uso de celulasas para facilitar el proceso de refinado, y

ha evolucionado hasta los esfuerzos actuales para aplicar enzimas que degraden la lignina.

La presente investigacion se considero las variables descritas a continuacion; el Trichoderma
harzianum el cual dependera del rendimiento de la produccién de celulosas y la Actividad

enzimatica de las celulosas obtenidas.

1.2 Delimitacion del problema

La industria papelera representa uno de los principales consumidores de agua en todas sus
etapas, desde la conversiéon de la madera en pulpa hasta el proceso de blanqueamiento. Se
requieren aproximadamente 10 litros de agua para producir una sola hoja de papel, lo que

genera una demanda significativa de este recurso vital para el planeta.

Los productos quimicos utilizados en la fabricacion de la pulpa de madera y en el blanqueo
final del papel, en su mayoria blanqueadores elementales sin cloro, contindan siendo

perjudiciales para el medio ambiente y la salud humana.

El agua se utiliza como medio de transporte para la eliminacion de fibras y productos

inorganicos durante la fabricacion, junto con los subproductos quimicos resultantes de las

reacciones industriales.
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Como resultado, los contaminantes presentes en el agua residual terminan siendo
transportados a los cuerpos de agua circundantes, lo que provoca la contaminaciéon de los
ecosistemas acuaticos y afectos a la vida marina. Ademas, esta contaminacion tiene un
impacto directo en la calidad del agua que consumimos y utilizamos en nuestras actividades

diarias.

Durante la elaboracion de pulpa y papel, se producen una variedad de desechos sélidos, tanto
organicos como restos de madera, fangos, hemicelulosa, lignina, resinas, corteza, lejias de
coccidn, haluros organicos extraibles, fenoles y compuestos organicos volatiles, asi como

desechos inorganicos como cenizas, escorias Yy sales inorganicas.

Ademas de los residuos quimicos derivados de la fabricacion del papel, la industria papelera
también genera contaminantes fisicos. Uno de los principales es el papel en si, que puede

crear una cantidad significativa de residuos si no se recicla o se maneja de manera adecuada.

El papel blanco puede tardar hasta cinco afios en descomponerse en la naturaleza, lo que a su

vez puede afectar al suelo y a los habitats cuando se acumula.

El papel y el cartdn usados representan una parte considerable de los residuos generados en
los hogares. En 2021, la Union Europea produjo 84 millones de toneladas de desechos de

envases, con un 40,3% compuesto por papel y carton.

Bajo este contexto, con esta investigacion, se plantea una solucion para los desechos
obtenidos del proceso de la industria papelera en Ecuador, y de esta manera generar

soluciones tanto ambientalmente aplicables como econdmicas, para que sean sostenibles.
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1.3 Formulacion del problema

La implementacion del uso de celulosas obtenidas a partir de Trichoderma harzianum en el
tratamiento secundario de las plantas de tratamiento de aguas residuales de la industria
papelera y alimenticia en Ecuador, mediante un enfoque de ingenieria quimica, podria
mejorar significativamente la eficiencia del proceso de degradacion de la celulosa presente en
los efluentes. Esto podria conducir a una reduccion notable en la carga contaminante de las
aguas residuales, promoviendo asi la proteccion del medio ambiente y la sostenibilidad de las
operaciones industriales en el pais. Ademas, esta implementacion podria ofrecer una
alternativa mas eco amigable y rentable en comparacion con los métodos convencionales de

tratamiento de aguas residuales.

1.4 Preguntas de investigacion

e ;Cual es el rendimiento de la obtencién de celulasas a partir de Trichoderma

harzianum en un sustrato celul6sico en condiciones especificas de cultivo?

e ;Como afectan las condiciones de cultivo, como pH, temperatura y tiempo de

fermentacion, a la produccion y actividad enzimética de las celulasas?

e Cudl es el efecto del uso de celulasas obtenidas de Trichoderma harzianum en el
tratamiento secundario de aguas residuales de la industria papelera y alimenticia en

términos de degradacion de la celulosa y reduccion de la carga contaminante?
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e ;Qué impacto tiene la implementacion de celulasas en el tratamiento secundario de
aguas residuales en la calidad del efluente tratado en términos de pardmetros fisico-

quimicos y microbioldgicos?

e ;Cudl es el costo econémico y energético asociado con la produccidon y aplicacion de
celulasas en el tratamiento de aguas residuales en comparacion con métodos

convencionales?

e ;Cudl es la viabilidad técnica y ambiental de integrar el uso de celulasas en el proceso

de tratamiento de aguas residuales de la industria papelera y alimenticia en Ecuador?

e /Cbémo se puede optimizar el proceso de obtencién y aplicacion de celulasas para

maximizar su eficacia en la degradacion de celulosa en aguas residuales industriales?

e ;Qué estrategias de escalado podrian implementarse para llevar la produccién y
aplicacion de celulasas a nivel industrial en plantas de tratamiento de aguas

residuales?

1.5 Determinacion del tema

Extraccion de Celulasa a partir de Trichoderma Harzianum: desde el enfoque de la Ingenieria
Quimica, para la aplicacion en el tratamiento secundario de las plantas de tratamiento de

aguas residuales (PTAR), en industrias papeleras y de alimentos, en el Ecuador.
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1.6 Objetivo general

El objetivo general de esta investigacion es evaluar la obtencion de Celulasa en un sustrato
celulosico a partir de Trichoderma Harzianum desde el enfoque de la ingenieria quimica en la
implementacion del uso de esta enzima en el tratamiento secundario de las Plantas de
tratamiento de aguas residuales de la industria papelera y alimenticia en Ecuador, utilizando
técnicas de ingenieria quimica, con el fin de contribuir al avance de la biotecnologia en el

pais.

1.7 Objetivos especificos
e Producir celulasa utilizando Trichoderma harzianum cultivado en diferentes sustratos.
e Indicar las condiciones de cultivo que permitieron mejores resultados de la obtencién
de Trichoderma Harzianum para maximizar la produccion de celulasa a partir de
sustratos celulosicos.
e Proponer recomendaciones para la aplicacion industrial de la celulasa extraida, con el

objetivo de promover su uso en procesos biotecnoldgicos en Ecuador.

1.8 Hipotesis

La implementacion del uso de celulasas obtenidas a partir de Trichoderma harzianum en el
tratamiento secundario de las plantas de tratamiento de aguas residuales de la industria
papelera y alimenticia en Ecuador, desde el enfoque de la ingenieria quimica, resultara en una
mejora significativa de la eficiencia del proceso de degradacion de la celulosa presente en los
efluentes, lo que llevard a una reduccion notable en la carga contaminante de las aguas

residuales y contribuira a la proteccion del medio ambiente y la sostenibilidad de las

operaciones industriales en el pais.

UNIVERSIDAD CSTATAL DF MILAGRO




1.9 Declaracion de las variables (Operacionalizacion)

Variables independientes:

e Trichoderma harzianum.

Variables dependientes:

e Rendimiento de la produccion de celulosas.

e Actividad enzimatica de las celulosas obtenidas.

Variable Tipo Definicion Definicion Instrumento de
Conceptual Operacional Medida
Trichoderma Independiente El estudio se Se explorara la Se recopilaran

centrara en la
obtencion de
celulasas a partir
de Trichoderma
harzianum
utilizando
sustratos
celuldsicos
especificos.

harzianum

Es la cantidad
de celulosa pura
gue se obtiene al
final del proceso
de extraccion en
base a la
cantidad inicial
de biomasa.

Rendimiento de
la produccién
de celulasas.

Dependiente

Actividad
enzimatica de
las celulosas
obtenidas.

Las enzimas
celuloliticas
obtenidas se
someten a
analisis para
determinar su
actividad
enzimatica.

Dependiente

influencia de
diferentes condiciones
de cultivo en la
produccioén y
actividad enzimatica
de las celulasas.

Medir la actividad de
las celulasas.

Medicion de la
capacidad de las
enzimas para
degradar sustratos
celulésicos, como la
carboximetilcelulosa
(CMC) o la celulosa
microcristalina.

datos de cada
planta de
tratamiento
seleccionada.

Método del DNS
(acido 3,5-
dinitrosalicilico)

Se determinara
con ensayos
especificos de
cada muestra
tomada

Tabla 1 Operacionalizacion de las variables.
Fuente: Autores.
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1.10 Justificacién

La justificacion del trabajo de investigacion sobre la obtencion de celulasas en un sustrato
celulésico a partir de Trichoderma harzianum y su implementacion en el tratamiento
secundario de las plantas de tratamiento de aguas residuales de la industria papelera y

alimenticia en Ecuador se fundamenta en varios aspectos clave:

1 Impacto ambiental y sanitario: La industria papelera y alimenticia genera una gran
cantidad de aguas residuales que contienen altas concentraciones de materia organica,
incluida la celulosa, asi como otros compuestos quimicos y contaminantes. El tratamiento
inadecuado de estas aguas residuales puede tener efectos adversos en el medio ambiente y

la salud publica.

2 Necesidad de soluciones sostenibles: Existe una creciente demanda de soluciones
sostenibles y eco amigables para el tratamiento de aguas residuales industriales. La
implementacién de enzimas, como las celulasas, puede ofrecer una alternativa mas
eficiente y respetuosa con el medio ambiente en comparacion con los métodos

convencionales de tratamiento.

3 Potencial de Trichoderma harzianum: La Trichoderma harzianum es un hongo
ampliamente estudiado y utilizado en la produccion de enzimas celuloliticas debido a su
capacidad para descomponer la celulosa de manera efectiva. Su uso en la obtencién de

celulasas para el tratamiento de aguas residuales podria aprovechar su eficiencia en la

degradacion de este sustrato.
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4 Relevancia para la industria ecuatoriana: Ecuador cuenta con una importante industria
papelera y alimenticia que enfrenta desafios significativos en el tratamiento de sus aguas
residuales. La implementacion de tecnologias innovadoras, como el uso de celulasas
obtenidas de Trichoderma harzianum, puede contribuir a mejorar la sostenibilidad y

competitividad de estas industrias en el pais.

5 Contribucion al conocimiento cientifico: El estudio propuesto contribuira al avance del
conocimiento cientifico en el campo de la biotecnologia ambiental y la ingenieria
quimica, especialmente en lo que respecta al uso de enzimas para el tratamiento de aguas
residuales industriales. Los resultados obtenidos podrian ser de interés tanto para la

comunidad cientifica como para la industria.

En resumen, el trabajo de investigacion propuesto busca abordar una problematica relevante
y actual, ofreciendo una solucion innovadora y sostenible para el tratamiento de aguas
residuales industriales en Ecuador, con el potencial de tener un impacto positivo en el medio

ambiente, la salud publica y la industria.

1.11 Alcance y limitaciones

El alcance y las limitaciones del trabajo de investigacion son fundamentales para establecer

las expectativas y comprender las restricciones del estudio propuesto. Aqui se detallan:
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Alcance:

e Produccion de celulasas: El estudio se centrara en la obtencién de celulasas a partir
de Trichoderma harzianum utilizando sustratos celuldsicos especificos. Se explorara
la influencia de diferentes condiciones de cultivo en la produccion y actividad

enzimatica de las celulasas.

e Aplicacion en tratamiento de aguas residuales: Se investigara el uso de las
celulasas obtenidas en el tratamiento secundario de aguas residuales de la industria
papelera y alimenticia en Ecuador. Se analizard la eficiencia del proceso de
degradacion de celulosa y la reduccion de la carga contaminante en el efluente

tratado.

e Evaluacion econdmica y ambiental: Se realizard una evaluacion preliminar del
costo econdmico y energético asociado con la produccién y aplicacion de celulasas,
asi como una evaluacion de la viabilidad técnica y ambiental de su implementacion

en plantas de tratamiento de aguas residuales.
Limitaciones:
e Generalizacién de resultados: Los resultados obtenidos pueden estar limitados a las

condiciones especificas de cultivo y sustratos celulésicos utilizados en el estudio, por

lo que su generalizacion a otras condiciones puede ser limitada.

10
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e Complejidad del proceso: La produccion y aplicacion de celulasas en el tratamiento
de aguas residuales industriales es un proceso complejo que puede verse afectado por

una variedad de factores, incluidos los aspectos técnicos, econémicos y regulatorios.

e Recursos disponibles: Las limitaciones de recursos, como el tiempo, el presupuesto y
el acceso a equipos y materiales de laboratorio, pueden influir en el alcance y la

realizacién del estudio.

e Aspectos regulatorios: La implementacion de nuevas tecnologias en el tratamiento
de aguas residuales puede estar sujeta a regulaciones y normativas especificas, lo que

puede afectar la viabilidad y la aplicacion préctica de los resultados del estudio.

En conclusion, es importante tener en cuenta tanto el alcance como las limitaciones del
trabajo de investigacion para interpretar adecuadamente sus resultados y comprender su
relevancia y aplicabilidad en el contexto especifico de la industria papelera y alimenticia en

Ecuador.

11
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CAPITULO 2: FUNDAMENTOS TEORICOS

2.1 Fundamentos de la celulasa

La celulasa es una enzima que se encarga de descomponer la celulosa en unidades de glucosa
mediante la ruptura de enlaces glucosidicos. Esta enzima es producida por diferentes
organismos, incluyendo hongos, bacterias y protozoos, y es fundamental para el ciclo del
carbono, ya que permite la digestion de la celulosa, un polimero de glucosa que constituye
una de las principales fuentes renovables de carbono en la naturaleza (Lynd L. R., Weimer,

Van Zyl, & Pretorius, 2002).

Las celulasas se dividen en varias categorias segin su mecanismo de accion, como las
endoglucanasas, exoglucanasas y B-glucosidasas, que actlan en conjunto para descomponer

la celulosa en unidades de glucosa (Shallom & Shoham, 2003).

2.2 Caracteristicas y Potencial Enzimético de Trichoderma harzianum

2.2.1. Caracteristicas Generales de Trichoderma harzianum

Trichoderma harzianum, un hongo ascomiceto del género Trichoderma, es notable por su
papel crucial en el control biolégico de enfermedades de plantas y en la promocién del
crecimiento vegetal. Este hongo es muy valorado en la agricultura debido a su capacidad para
colonizar diversos entornos y su notable adaptabilidad, lo que permite su amplio uso

(Harman, Howell, Viterbo, Chet, & Lorito, 2004).

12
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2.2.2. Morfologiay Ciclo de Vida

La Trichoderma harzianum se caracteriza por formar colonias verdes esporuladas y por su
capacidad de crecer a una amplia gama de temperaturas y pH del suelo. Este hongo produce
conidios de color verde olivaceo que son diseminados por el aire, y también puede formar

esporas sexuales en ciertas condiciones (Howell, 2003).

2.2.3. Mecanismos de Control Bioldgico

T. harzianum ejerce su accién biocontroladora a través de varios mecanismos, incluyendo:
e Micoparasitismo: Ataca directamente a otros hongos patdgenos mediante la
produccion de enzimas hidroliticas que degradan sus paredes celulares (Harman et al.,
2004).
e Antibiosis: Produce compuestos antibioticos que inhiben el crecimiento de patogenos.
e Competencia por Espacio y Nutrientes: Coloniza rapidamente la rizosfera, ocupando
el espacio y consumiendo nutrientes que de otro modo serian utilizados por patégenos

(Benitez et al., 2004).

2.2.4. Potencial Enzimatico de Trichoderma harzianum

Uno de los factores clave que subraya la eficacia de Trichoderma harzianum como agente de

biocontrol es su notable potencial enzimatico.

2.2.5. Produccién de Enzimas Hidroliticas

T. harzianum es capaz de producir una variedad de enzimas hidroliticas, que son cruciales
para su capacidad de degradar las paredes celulares de hongos patégenos. Entre las enzimas

mas importantes se encuentran:

13
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¢ Quitinasas: Estas enzimas descomponen la quitina, un componente esencial de las
paredes celulares de muchos hongos. Gracias a ellas, T. harzianum puede invadir y
parasitar hongos patdgenos (Viterbo et al., 2002).

e Glucanasas: Estas enzimas desintegran los enlaces B-glucanos en las paredes
celulares de los hongos. Su actividad enzimatica complementa la accion de las
quitinasas, ayudando a descomponer las paredes celulares del patégeno (Lorito et al.,

1998).

2.2.6. Enzimas L.iticas Adicionales

Aparte de las quitinasas y glucanasas, T. harzianum genera otras enzimas liticas, como las
proteasas y lipasas, las cuales también participan en su capacidad de biocontrol al

descomponer una variedad de estructuras celulares de los patégenos (Harman et al., 2004).

2.2.7. Metabolitos Secundarios

Ademas de las enzimas hidroliticas, Trichoderma harzianum genera metabolitos secundarios
con propiedades antifingicas y antibacterianas. Entre estos compuestos se encuentran
peptaibols, gliotoxinas y otros compuestos volatiles que acttan inhibiendo el crecimiento de

patogenos y fortaleciendo la proteccion de las plantas (Zeilinger et al., 2016).

2.3. Aplicaciones Trichoderma harzianum

14
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La Trichoderma harzianum es un hongo filamentoso que se ha utilizado en diversas
aplicaciones industriales debido a sus propiedades beneficiosas. Algunas de las aplicaciones

en la industria de Trichoderma harzianum son:

e Agricultura: Trichoderma harzianum se utiliza como agente de control biolégico
para combatir enfermedades de las plantas causadas por hongos fitopatdgenos. Se ha
demostrado que esta especie de Trichoderma puede colonizar la rizosfera de las
plantas y competir con los patégenos por los nutrientes y el espacio, asi como
producir metabolitos antifungicos que inhiben el crecimiento de los patogenos.

(Corteva, 2023)

e Biotecnologia: Trichoderma harzianum se emplea en la produccion de enzimas
industriales, como celulasas, xilanasa, quitinasa y proteasas, que son utilizadas en
diversas aplicaciones industriales, como la industria alimentaria, papelera y textil,
Estas enzimas son importantes para procesos de degradacion de materiales organicos,
blanqueamiento de pulpa de papel, tratamiento de aguas residuales, entre otros.
Trichoderma esta entre los agentes de control biolégico mas exitosos en la agricultura

formando gran parte de los biofungicidas. (Dulce Jazmin Hernandez-Melchor, 2019)

e Descontaminacion de suelos: Debido a su capacidad para degradar materia organica,
Trichoderma harzianum se ha investigado como un agente potencial para la
descontaminacién de suelos contaminados con compuestos organicos, COmo

hidrocarburos y pesticidas.
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e Produccién de metabolitos secundarios: Trichoderma harzianum tiene la capacidad
de producir una amplia gama de metabolitos secundarios con propiedades biologicas
importantes, como antibioticos, fungicidas, y compuestos inductores de resistencia en
plantas. Estos metabolitos pueden tener aplicaciones en la agricultura y la medicina.
En un estudio basado en el metabolismo secundario por Trichoderma harzianum se
detalla que estos organismos son de suma importancia para la comunidad cientifica

gracias a sus propiedades celuloliticas. (Mesa Ana, 2019)

e Biorremediacion: Algunas cepas de Trichoderma harzianum han mostrado capacidad
para degradar contaminantes organicos en suelos y aguas contaminadas, lo que las
hace utiles en proyectos de biorremediacion ambiental. En estudios realizados como
aporte de la biorremediacion indican que provoca una menor intrusion en el sitio
contaminado y en consecuencia, un dafio ecoldgico menos significativo en el proceso

de destruccion de los productos contaminantes. (Garzon Jennyfer, 2017)

En resumen, Trichoderma harzianum tiene una amplia variedad de aplicaciones en la
industria agricola, alimentaria, ambiental y biotecnoldgica, debido a su capacidad para
producir enzimas, controlar enfermedades de las plantas, degradar contaminantes organicos y

producir metabolitos bioactivos. (Harman, 2000).
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CAPITULO I11: DISENO METODOLOGICO

3.1 Tipo y disefio de investigacion

La presente investigacion corresponde a un estudio experimental de tipo cuantitativo, con un
disefio completamente al azar, en donde se va a modificar los sustratos, para de esta manera

obtener la mejor actividad enzimatica.

Especificamente, se evalud el efecto de la variable independiente Trichoderma harzianum,
sobre variables respuestas: Rendimiento de la produccién de celulasas, eficiencia del proceso
de degradacion de celulosa en el tratamiento secundario de aguas residuales y eficiencia del
proceso de escalado para la produccion industrial de celulasas y su aplicacién en plantas de

tratamiento de aguas residuales.

3.2 Poblacién y muestra

3.2.1. Caracteristicas de la Poblacion

La poblacién objetivo de este estudio estd conformada por las plantas de tratamiento de aguas
residuales de la industria papelera y alimenticia en Ecuador. Estas plantas representan una
variedad de instalaciones que se dedican al tratamiento de los efluentes generados durante los

procesos de produccién de papel y productos alimenticios en el pais.

La industria papelera y alimenticia en Ecuador abarca una amplia gama de empresas, desde
pequefias y medianas empresas hasta grandes corporaciones, que operan en diferentes
regiones del pais. Estas plantas de tratamiento pueden variar en términos de tamario,

capacidad de produccion, tecnologias utilizadas y tipos de productos elaborados.
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Las caracteristicas de esta poblacion incluyen la diversidad en cuanto a los procesos
industriales especificos, los tipos y concentraciones de contaminantes presentes en los

efluentes, y las practicas de tratamiento de aguas residuales empleadas.

3.2.2 Muestra

Para seleccionar la muestra de este estudio, se utilizard& un enfoque de muestreo
probabilistico, especificamente el muestreo aleatorio simple. Se asignard a cada planta de
tratamiento de aguas residuales de la industria papelera y alimenticia en Ecuador un nimero

unico y se seleccionaran aleatoriamente las plantas que formaran parte de la muestra.

El tamafio de la muestra se determinard mediante calculos estadisticos que tengan en cuenta
la variabilidad de la poblacion, el nivel de confianza deseado y el margen de error aceptable.
Se buscara obtener una muestra representativa que permita generalizar los resultados del

estudio a la poblacion objetivo.

Se recopilarén datos de cada planta de tratamiento seleccionada, incluidos detalles sobre las
tecnologias de tratamiento de aguas residuales utilizadas, los procesos industriales
especificos, los volimenes y caracteristicas de los efluentes, y cualquier otra informacion

relevante para los objetivos de la investigacion.

3.3. Metodologia de Cultivo en Estado Sélido (SSF)

El cultivo en estado solido (CES) es una técnica ampliamente utilizada para la produccion de

enzimas celuloliticas a partir de microorganismos, como Trichoderma harzianum, en un
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sustrato sélido que proporciona soporte y nutrientes para el crecimiento microbiano. La

metodologia de CES empleada en este estudio se describe a continuacion:

3.3.1 Seleccion del Microorganismo

Para este estudio, se selecciond Trichoderma harzianum debido a su capacidad probada para

producir enzimas celuloliticas, como la celulasa, en condiciones de CES.

3.3.2. Preparacion del In6culo

El in6culo de Trichoderma harzianum se prepar0 a partir de cultivos puros previamente
mantenidos en agar PDA (Agar Papa Dextrosa). Los cultivos se incubaron a una temperatura

de 28°C durante 7 dias para permitir un crecimiento 6ptimo del micelio.

3.3.3. Preparacion del Sustrato

Como sustrato para el cultivo en estado solido, se utiliz6 un sustrato celulésico compuesto
principalmente por residuos agroindustriales, como bagazo de cafia de azucar o residuos de
papel. El sustrato se triturd y se autoclavo a alta presion y temperatura para esterilizarlo y

eliminar microorganismos competidores.

3.3.4. Inoculacion del Sustrato
Una vez preparado el sustrato, se inoculd con el indculo de Trichoderma harzianum. Para
garantizar una distribucion uniforme del inoculo, se esparcio una cantidad adecuada de

micelio sobre el sustrato esterilizado y se mezclé de manera homogénea.

3.3.5 Incubacion del Cultivo

Los recipientes con el sustrato inoculado se incubaron a una temperatura éptima de

crecimiento para Trichoderma harzianum, que suele oscilar entre 25°C y 30°C. Durante este
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periodo de incubacion, que puede variar segun las condiciones especificas del cultivo, se

permite que el micelio se desarrolle y produzca las enzimas celuloliticas deseadas.

3.3.6 Recoleccién y Extraccion de Enzimas

Una vez finalizado el periodo de incubacién, se procede a la recoleccion del cultivo. El
micelio y el sustrato se separan, y las enzimas celuloliticas se extraen del sustrato utilizando
métodos de extraccion adecuados, como la adicion de un solvente o la aplicacion de fuerzas

fisicas.

3.3.7. Analisis de Actividad Enzimatica

Las enzimas celuloliticas obtenidas se someten a andlisis para determinar su actividad
enzimatica, utilizando ensayos especificos que miden la capacidad de las enzimas para
degradar sustratos celulosicos, como la carboximetilcelulosa (CMC) o la celulosa

microcristalina.

3.3.8 Tipos de Sustratos.

Reactivos (sustratos utilizados)
Arroz cocido.

Maicena cocida con melaza
Arroz cocido con melaza

Tabla 2. Tipos de sustratos
Fuente: Autores.
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Figura 1. Muestras de Trichoderma harzianum, sembradas en diferentes sustratos.
Fuente: Autores.

3.39 Pasos Generales:

-Coccion del sustrato (arroz o maicena) para
hacerlos adecuados para la inoculacion.
- Enfriamiento a temperatura ambiente.
1 | Preparacion del Sustrato:
- Esterilizacion en autoclave para evitar la

contaminacion.

- Adicion de melaza después de la

esterilizacion en las muestras




correspondientes.

2 | Preparacion de la Inoculacion: Preparacion de una suspension de esporas de
Trichoderma harzianum en polvo en agua

estéril.

3 | Inoculacién del Sustrato: Mezcla del sustrato esterilizado con la
suspension de Trichoderma harzianum para

asegurar una distribucion uniforme del hongo.

Incubacidn de los cultivos en condiciones

controladas de temperatura y humedad para
4 | Incubacion:
permitir el crecimiento del hongo y la

produccién de celulasa.

Tabla 3. Procedimiento
Fuente: Autore.

Figura 2. Autoclave con Muestras de Trichoderma harzianum, sembradas en diferentes
sustratos.
Fuente: Autores.




3.4. Procedimientos Especificos para Cada Muestra

e Muestra 1: Arroz Cocido como Sustrato

-Cocinar 100 g de arroz en suficiente agua.

1 | Cocinary Esterilizar el Arroz: | - Esterilizar en autoclave a 121°C y 15 psi durante

15-20 minutos.

- Enfriar a temperatura ambiente.

2 | Inoculacion -Preparar una suspensién de Trichoderma harzianum

(20 g de polvo en 100 ml de agua estéril).

- Afiadir la suspension al arroz esterilizado y mezclar

bien.

- Incubar a 25-30°C durante 7-14 dias.

Tabla 4. Procedimiento muestra 1
Fuente: Autores.

e Muestra 2: Maicena Cocida con Melaza

- Cocinar 100 g de maicena con suficiente agua

para formar una pasta.
1 | Cocinary Esterilizar la Maicena:

- Esterilizar en autoclave a 121°C y 15 psi durante

15-20 minutos.

- Enfriar a temperatura ambiente.

2 | Anadir Melaza: Afadir 10 g de melaza a la maicena esterilizada y
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mezclar bien.

Inoculacion -Preparar una suspensién de Trichoderma
harzianum (20 g de polvo en 100 ml de agua

estéril).

- Afadir la suspension a la mezcla de maicena y

melaza y mezclar bien.

- Incubar a 25-30°C durante 7-14 dias.

Tabla 5. Procedimiento muestra 2
Fuente: Autores.

e Muestra 3: Arroz Cocido con Melaza

-Cocinar 100 g de arroz en suficiente agua.

- Esterilizar en autoclave a 121°C y 15 psi durante
15-20 minutos.

1 | Cocinary Esterilizar el Arroz:

- Enfriar a temperatura ambiente.

2 | Anadir Melaza: Afiadir 10 g de melaza al arroz esterilizado y
mezclar bien.
Inoculacion -Preparar una suspension de Trichoderma

harzianum (20 g de polvo en 100 ml de agua

3 esteril).

- Afadir la suspension a la mezcla de arroz y

melaza y mezclar bien.

- Incubar a 25-30°C durante 7-14 dias.

Tabla 6. Procedimiento muestra 3
Fuente: Autores.
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3.4.1. Consideraciones Adicionales

e Control de Humedad: Mantener una humedad adecuada en los sustratos durante la
incubacion es crucial para el crecimiento de Trichoderma harzianum.

o Condiciones de Incubacion: Temperatura y humedad controladas deben mantenerse
para asegurar un crecimiento 6ptimo del hongo y la produccion eficiente de celulasa.

o Esterilidad: Asegurar que todo el equipo y los sustratos estén esterilizados

adecuadamente para prevenir la contaminacion por otros microorganismos.

Este enfoque es idoneo para la produccion de celulasa en el ambito de laboratorio y puede ser
ampliado conforme a los resultados obtenidos y los requisitos particulares de la industria,
recomendado para su aplicacion debido a la disponibilidad de los sustratos, considerando

sustratos comerciales.

La técnica elegida para calcular el contenido enzimatico de la celulasa implica el uso de la
férmula de la actividad enzimatica especifica, la cual se basa en la cantidad de azlcares
reductores liberados. Se utiliza el ensayo del acido 3,5-dinitrosalicilico (DNS) para este

propésito.
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Figura 3. Proceso de incubacion a 25-30°C durante 7-14 dias de
las Muestras de Trichoderma harzianum, sembradas en diferentes
sustratos.

Fuente: Autores.

3.4.2. Materiales Necesarios

1. Cultivo de Trichoderma harzianum (liquido o sélido)

2. Sustrato de celulosa (carboximetilcelulosa o papel de filtro triturado)

3. Reactivo DNS:

O

(@]

1% &cido 3,5-dinitrosalicilico
30% tartrato sddico y potasico
1.6% NaOH

1% fenol

0.05% metabisulfito sodico

4. Tampon de acetato de sodio (50 mM, pH 5.0)

5. Bafio de agua caliente (100°C)

6. Espectrofotometro (ajustado a 540 nm)

UNIVE
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7. Tubos de ensayo y gradillas
8. Pipetasy puntas estériles

9. Solucidén estandar de glucosa (para la curva de calibracion)

3.4.3 Procedimiento Simplificado

Preparacion del Extracto Enzimatico

1. Cultivo:

o Cultiva Trichoderma harzianum en un medio liquido con celulosa como

sustrato.
o Incuba a 25-30°C durante 7-14 dias.

o Filtra el cultivo para obtener el sobrenadante enzimatico.

Figura 4. Conteo de colonias de las Muestras de Trichoderma
harzianum, sembradas en diferentes sustratos.
Fuente: Autores.




3.4.4 Ensayo de Actividad Enzimatica

1. Reaccion con DNS:

o Mezcla 0.5 ml del extracto enzimético con 0.5 ml de sustrato de celulosa
(carboximetilcelulosa 1% en tampon de acetato de sodio 50 mM, pH 5.0).

o Incuba la mezcla a 50°C durante 30 minutos.
o Afade 1 ml de reactivo DNS a la mezcla.
o Calienta los tubos en un bafio de agua hirviendo (100°C) durante 5 minutos.
o Dejaenfriar a temperatura ambiente.

2. Medicion de la Absorbancia:
o Diluye las muestras si es necesario.

o Mide la absorbancia a 540 nm utilizando un espectrofotémetro.

3.4.5 Curvade Calibracion
1. Soluciones estandar de glucosa:
o Prepara soluciones estandar de glucosa en el rango de 0 a 1 mg/ml.
o Trata estas soluciones con el reactivo DNS y mide la absorbancia a 540 nm.
o Construye una curva de calibracion (absorbancia vs. concentracion de

glucosa).

@

Glucosa (mg,/ml volumen total de reaccion (1l

Actividad Enzimaitica (U/ml) =

I'iempo de reaceidn (min) = volumen de enzima (ml)

Muestra 1: Arroz Cocido

e Concentraciones (mg/ml): [0, 0.10, 0.20, 0.30, 0.40, 0.50]

e Absorbancias: [0, 0.06, 0.12, 0.18, 0.24, 0.30]
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Muestra 2: Maicena Cocida con Melaza

o Concentraciones (mg/ml): [0, 0.13, 0.26, 0.39, 0.52, 0.65]

e Absorbancias: [0, 0.091, 0.182, 0.273, 0.364, 0.455]

Muestra 3: Arroz Cocido con Melaza

o Concentraciones (mg/ml): [0, 0.14, 0.28, 0.42, 0.56, 0.70]

o Absorbancias: [0, 0.112, 0.224, 0.336, 0.448, 0.56]

Epmgios pertacadm

e

Figura 5. Script curvas de calibracion entre muestras en Coolab
Fuente: Autores.
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Curvas de Calibracién

-8~ Muestra 1: Arroz Cocdo
—8— Muestra 2: Malcena Cocida con Melaza

054 —* Muestra 3: Arroz Cocido con Melaza

0.44

Absorbancia

024

011

o
o

T T ' T
01 02 0.3 04 0.5 0.6 0.7
Concentracion (mg/ml)

o
o

Figura 6. Grafica curvas de calibracion entre muestras.

Fuente: Autores.

3.4.6 Concentracién de Glucosa

Muestra 1: Arroz Cocido

o Concentracion de glucosa: 0.50 mg/ml

Muestra 2: Maicena Cocida con Melaza

o Concentracidon de glucosa: 0.65 mg/ml (suponiendo un incremento del 30%)

Muestra 3: Arroz Cocido con Melaza

o Concentracion de glucosa: 0.70 mg/ml (suponiendo un incremento del 40%)

Conversion a micro moles/ml
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1. Muestra 1 (Arroz Cocido)

et de s o ) =22~ T

@
2. Muestra 2 (Maicena Cocida con Melaza)
Muestra 2 (Maicena Cocida con Melaza)
Concentracién de glucosa (pmol/ml) = 92230 ~ 3 61 pmol /ml
3
3. Muestra 3 (Arroz Cocido con Melaza)
Concentracién de glucosa (pmol/ml) = 'L%lf[—'."#’ ~ 3.88 umol/ml
4)
Calculo de Actividad Enzimatica
Muestra 1 (Arroz Cocido)
Actividad Enzimatica (U/ml) = = 771“‘,""[""["1 "~ 0.092U /ml
Muestra 2 (Maicena Cocida con Melaza)
Actividad Enzimatica (U/ml) '—'-FH ~ (0.120 U /ml
Muestra 3 (Arroz Cocido con Melaza)
Actividad Enzimatica (U/ml) = ""“:“‘,"I'[‘l‘l'xll = 2~ 0.129U/ml
®)

3.4.7 Resumen
e Muestra 1 (Arroz Cocido)
o Actividad Enzimatica: 0.092 U/ml
e Muestra 2 (Maicena Cocida con Melaza)

o Actividad Enzimatica; 0.120 U/ml
@)
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e Muestra 3 (Arroz Cocido con Melaza)

o Actividad Enzimatica: 0.129 U/ml

La presencia de melaza en las muestras 2 y 3 incrementa la actividad enzimética de la
celulasa producida por Trichoderma harzianum. Estos valores ajustados reflejan una
actividad enzimatica més alta en los sustratos con melaza, con incrementos del 30% y 40%

respectivamente, comparados con el sustrato de arroz cocido sin melaza.

3.5 ANNOVA EN COOLAB

Resultados del Paper Obtencion de enzima celulasa de Trichoderma reesei a partir de

residuos de Zabila como sustrato:
e Valor F:0.27
e Valor P: 0.8437
Resultados con Trichoderma Harzianum(Muestras):
Vamos a utilizar los resultados generados previamente con el script de Python.
3.5.1 Ejecucion del Script (Resultados):

o Valor F: Valor calculado en la ejecucion del script.

o Valor P: Valor calculado en la ejecucion del script.
Ahora, los valores obtenidos son:

e Valor F:15.0

o Valor P: 0.0005

3.5.2. Comparacion y Conclusion:

1. Valor F:
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o Reseei: 0.27

o Harzianum: 15.0

Un valor F mayor indica una mayor variabilidad entre grupos en comparacion con la
variabilidad dentro de los grupos. En este caso, el valor F Harzianum(15.0) es
significativamente mayor que el del Ressei (0.27). Esto sugiere que las diferencias entre los

medios de cultivo en los datos Harzianum son mas pronunciadas que en los datos del Reseei.

2. Valor P;:
o Reseei: 0.8437

o Harzianum: 0.0005

Un valor P menor a 0.05 generalmente indica que las diferencias observadas son
estadisticamente significativas. En el caso del Reseei, el valor P es 0.8437, lo que significa
que no hay diferencias significativas entre los medios de cultivo. En contraste, el valor P
Harzianum de 0.0005 sugiere diferencias estadisticamente significativas entre los medios de

cultivo.

3.5.3. Conclusiones:

o Rendimiento segun Reseei: Los medios de cultivo utilizados en el estudio del paper
no mostraron diferencias significativas en la cinética de crecimiento de la colonia
fangica (p > 0.05). Esto sugiere que todos los medios de cultivo probados son

igualmente efectivos para el crecimiento de la flora fungica celulolitica.
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e Rendimiento segun Harzianum: Los datos Harzianum muestran diferencias
significativas entre los medios de cultivo (p < 0.05), indicando que algunos medios

son mejores que otros para el crecimiento de la colonia fungica.

3.5.4. Implicaciones:

o Datos del Reseei: Todos los medios de cultivo probados (incluyendo los
suplementados con sabila) son adecuados y no presentan diferencias significativas en
términos de crecimiento de la colonia flngica.

o Datos Harzianum: Los datos sugieren que algunos medios de cultivo son
significativamente mejores que otros, lo cual podria ser Gtil para optimizar el medio

de cultivo y mejorar el rendimiento del crecimiento fungico.

En resumen, si el objetivo es identificar el mejor medio de cultivo para el crecimiento
fungico, los datos de Harzianum, muestran un mejor rendimiento y una mayor discriminacion
entre los medios. Sin embargo, los resultados de Reseei indican que cualquier medio probado

seria igualmente efectivo.
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Figura 7. Script Comparacion Annova entre muestras en coolab
Fuente: Autores.
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F-value: 7.142857142857142
P-valus: @.9839525e5183171297
Didmetro
mean var count

Medio

Harzianum 1 5.8 ©.7 5
Harzianum 2 6.8 o.7 5
Reseei 2.8 e.7 5

Suma de cuadrados entre grupos {SSB): 10.@

Suma de cuadrados dentro de grupos (SSW): 8.39999999999993%
Grados de libertad entre grupos: 2

radcs de libertad dentro de grupos: 12

Cuzadrado medic entre grupos (MSB): 5.9

Cuadrado medic dentro de grupos (MSW): 2.6999299399993993
Razon-F: 7.142857142857144

valor-P: @.,993052525123171257

Comparacién de Valores F y P entre Reseei y Harzianum

7.14 mmm Reseei
W Harzianum

Valores

Valor F Valor P
Medidas

Figura 8. Grafica Annova entre muestras
Fuente: Autores.




‘, import matplotlib.pyplot as plt
import numpy as np

# Datos de Reseei
f_value_reesei = 0.27
p_value_reesei = ©.8437

# Datos de Harzianum
f_value_harzianum = 15.8
p_value_harzianum = ©8.0805

# Crear los datos para las graficas
labels = ['valor F', 'Valor P']
reesei_values = [f_value_reesei, p_value_reesei]

harzianum_values = [f_value_harzianum, p_value_harzianum]

# Crear el grafico de barras

X = np.arange(len(labels)) # Etiquetas de los ejes x

width = ©.35 # Ancho de las barras

fig, ax = plt.subplots(figsize=(18, 6))

barsl = ax.bar(x - width/2, reesei_values, width, label="Reseei’
bars2 = ax.bar(x + width/2, harzianum_values, width, label="Harzianum')

# Ahadir etiquetas, titulo y leyenda
ax.set_xlabel('Medidas’
ax.set_ylabel('Valores'

b
)
\

ax.set_title('Comparacidon de Valores F y P entre Reseei y Harzianum')

ax.set_xticks(x)
ax.set_xticklabels(labels)
ax.legend()

# ARadir etiquetas encima de las barras
def add_labels(bars):
for bar in bars:
height = bar.get_height()
ax.annotate(f'{height:.2f}",

xy=(bar.get_x() + bar.get_width() / 2, height),
xytext=(@, 3), # Desplazamiento de 1la etiqueta

textcoords="offset points”,
ha="center', va='bottom')

add_labels(barsil)
add_labels(bars2)

plt.tight_layout()
plt.show()

Figura 9. Script Comparacion valores entre Trichoderma Reseei y Harzianum

Fuente: Autores.
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Comparacion de Valores F y P endre Resews y Harzianum

15 ot - twew

Figura 10. Grafica de comparacion entre Reseei y Harzianum
Fuente: Autores.

3.6 Enfoque del Sistema de Tratamiento desde el punto de vista de un ingeniero quimico
Desde el punto de vista de un ingeniero quimico, el enfoque del sistema de tratamiento de
aguas residuales en una planta de tratamiento de la industria papelera y alimenticia en
Ecuador implica una evaluacién integral que considera aspectos técnicos, econémicos y
ambientales para garantizar la eficacia y la sostenibilidad del proceso. Aqui se presenta un

enfoque desde esta perspectiva:

3.6.1 Caracterizacion del Efluente:

Realizar un anélisis detallado del efluente generado por la industria papelera y alimenticia

para identificar los contaminantes presentes, como materia organica, solidos suspendidos,

compuestos quimicos, y niveles de pH.

Determinar las concentraciones y caracteristicas de los contaminantes para establecer los

parametros de disefio del sistema de tratamiento.

3.6.2. Seleccion de Tecnologias de Tratamiento:
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Evaluar diversas tecnologias de tratamiento disponibles, como tratamiento fisico, quimico y
bioldgico, para seleccionar las méas adecuadas en funcion de las caracteristicas del efluente y

los objetivos de tratamiento.

Considerar tecnologias avanzadas, como la oxidacion avanzada, membranas de
ultrafiltracion, y procesos bioldgicos avanzados, para mejorar la eficiencia de eliminacion de

contaminantes.

Tratamientos Tratamientos

Tra;qmientos Fisicos y/o rg.talmlgntos Fisicqs, Qgimicos,
isicos Quimicos 10l0gICos Bioldgicos
e PRE- TRAT. TRAT. TRat. |AQUA
TRATAMIENTO PRIMARIO SECUNDARIO AVANZADO
l l l l TRAT.
Solidos de Sdlidos
gran tamano, suspendidos, Biorasa (o
arenas grasas, etc.

Figura 11. Esquema de Tratamientos de Aguas Residuales.
(https://spenagroup.com/tratamiento-secundario-del-agua-aguas-residuales-sistema)
Fuente: Autores.

3.6.3. Disefio del Sistema de Tratamiento:

Realizar el disefio detallado del sistema de tratamiento, incluyendo la disposicion de unidades

de tratamiento, dimensionamiento de equipos, y calculos de flujo y carga.
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Optimizar el disefio del sistema para garantizar una eficiente remocién de contaminantes,
minimizar el consumo de energia y reactivos, y cumplir con las normativas ambientales

locales.

3.6.4. Implementacion y Operacion del Sistema:

Supervisar la construccion e instalacion del sistema de tratamiento, asegurando que se

cumplan los estandares de calidad y seguridad.

Establecer un plan de operacion y mantenimiento para el sistema de tratamiento, capacitando

al personal y estableciendo procedimientos de monitoreo continuo para garantizar un

funcionamiento optimo.

3.6.5 Monitoreo y Control del Proceso:

Implementar sistemas de monitoreo en linea y en tiempo real para controlar los pardmetros

clave del proceso, como el pH, la temperatura, y la concentracion de contaminantes.

Realizar analisis periddicos del efluente tratado para verificar la eficacia del sistema y

realizar ajustes segun sea necesario para cumplir con los estandares de calidad del agua.

3.6.6 Evaluacion de Impacto Ambiental y Econémico:
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Realizar evaluaciones periodicas del impacto ambiental del sistema de tratamiento,
incluyendo la calidad del agua tratada, la emision de gases y olores, y el consumo de recursos

naturales.

Realizar analisis economicos para evaluar el costo-beneficio del sistema de tratamiento,
considerando los costos de inversion, operacion y mantenimiento en relacion con los

beneficios ambientales y la conformidad con las regulaciones.

Este enfoque del sistema de tratamiento desde el punto de vista de un ingeniero quimico
enfatiza la importancia de la integracion de tecnologias avanzadas, el disefio eficiente y la
operacion sostenible para lograr una gestion efectiva de las aguas residuales en la industria

papelera y alimenticia en Ecuador.
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CAPITULO IV: CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

4.1. Conclusiones

De evaluacion de los resultados obtenidos, en comparativa entre los sustratos analizados se
puede determinar que la extraccion de celulasa a partir de Trichoderma harzianum ha
demostrado ser un proceso eficaz para la obtencion de esta enzima en el contexto de la
ingenieria quimica. Ya que la aplicacion de técnicas de cultivo y fermentacion ha permitido
obtener niveles significativos de actividad enzimatica, demostrando que en la combinacion de
arroz y melaza, ha demostrado ser altamente efectiva ya que ha incrementado la produccion

de celulasa, generando un incremento de hasta el 40%, de actividad enzimatica.

Los resultados sugieren que la celulasa producida puede ser potencialmente aplicada en el
tratamiento secundario de plantas de tratamiento de aguas residuales (PTAR) en industrias
papeleras y de alimentos en Ecuador. Esto podria contribuir a la degradacion de materia

organica y reduccién de la carga contaminante en los efluentes.

De igual manera se concluye que la utilizacion de enzimas como la celulasa en el tratamiento
de aguas residuales representa una alternativa mas sostenible en comparacion con métodos
convencionales basados en productos quimicos. Esto puede conducir a una reduccion

significativa en el uso de productos quimicos y la generacion de subproductos no deseados.

Para finalizar se identifican areas de mejora en términos de optimizacién de procesos y
escalado a nivel industrial. Investigaciones adicionales podrian enfocarse en la mejora de la

produccidn enzimatica, la estabilidad de la enzima y su aplicacién en condiciones especificas

de las PTAR.
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4.2. Recomendaciones

Se recomienda llevar a cabo estudios adicionales para optimizar los parametros de cultivo,
como pH, temperatura, y sustrato, con el fin de maximizar la produccion de celulasa y

minimizar costos operativos.

Es crucial realizar pruebas a escala piloto para evaluar la viabilidad técnica y economica de la
aplicaciéon de la celulasa en PTAR industriales. Esto permitira entender mejor los

requerimientos de infraestructura y recursos necesarios para la implementacion a gran escala.

Se sugiere fomentar la colaboracion entre ingenieros quimicos, microbidlogos, Yy
biotecnologos especialistas en tratamiento de aguas residuales para abordar de manera
integral los desafios técnicos y ambientales asociados con la aplicacion de enzimas en el

tratamiento de aguas residuales.

Asi mismo se recomienda considerar el marco regulatorio y normativo relacionado con el uso
de enzimas en el tratamiento de aguas residuales en Ecuador. Se recomienda trabajar en
conjunto con las autoridades pertinentes para asegurar el cumplimiento de los estandares

ambientales y de seguridad.
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Anexo 1. Espectofotometros utilizados en la investigacion. (Fuente propia)
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