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Resumen

En esta investigación, se hidrolizó un sustrato deslignificado proveniente de residuos de la cosecha caña de azúcar  (hojas y cogollos) usando un  preparado enzimático con 27.53 unidades de papel filtro (FPU), obtenido a partir de enzimas comerciales. La hidrólisis se llevó a cabo a un pH de 4.2 y una temperatura de 50 oC. Fueron analizados  modelos de inhibición por sustrato, glucosa e inhibición total por producto. Los resultados mostraron que los modelos que mejor se ajustan a los datos experimentales, son los modelos de inhibición competitiva por glucosa, con una constante de Michaelis (Km) de 20.37 g/L,  velocidad máxima (Vmax) 39 g/L h y una constante de inhibición  (ki) de 0.442. En el caso que las relaciones  enzima – Sustrato (E/S) sean mayores  de 0.5, se puede aplicar el modelo cinético de Michaelis-Menten.
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Abstract

In this research, a delignified substrate from crops residues sugar cane residues (leaves and top cane) was hydrolyzed using an enzyme preparation with 27.53 FPU. This enzyme was obtained from trade. Hydrolysis was carried out to pH of 4.2 and a temperature of 50 oC. Models of inhibition models substrate, glucose and total inhibition product was analyzed. The results showed that models that best fit the data experimental was the models competitive glucose inhibition (Km= 20.37, Vmax=39 and ki= 0.442). In the event that E/S is above 0.5, can applied kinetic models of Michaelis – Menten.
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1. 





Introducción

[bookmark: OLE_LINK1][bookmark: OLE_LINK2]En el Valle del Cauca (Colombia) se siembran alrededor  de  doscientas mil hectáreas de caña y se cosechan 16 millones de toneladas de caña de azúcar por año (Cenicaña, 2007). Esta producción genera en el Valle del Cauca abundantes desechos lignocelulósicos, alrededor de 7 millones de toneladas por año constituidos principalmente por las hojas y cogollos, los cuales pueden ser aprovechados  en la producción de combustibles de segunda generación. Entendiendo este escenario, es necesario  buscar alternativas tecnológicas que permitan la conversión a azúcares fermentables de estos residuos agrícolas.  En éste trabajo se evalúan experimentalmente parámetros  de modelos cinéticos  de la hidrólisis enzimática encontrados en la literatura, utilizando como sustratos residuos de la cosecha de caña de azúcar (hojas y cogollos), para que  puedan ser utilizados en la modelación y simulación de procesos de obtención de alcohol carburante.

La hidrólisis enzimática de la celulosa es una reacción de pasos múltiples que toma lugar en un sistema heterogéneo, en el cual la celulosa insoluble se fracciona en la interface sólido – líquido por  la acción sinérgica de la  β-1-4 endoglucanasa, β-1-4 exo celobiohidrolasas, β-1-4 glucan hidrolasas y las β-1-4 glucosidasas (Selby et al., 1976; Kadam et al., 2004; Kubicek, 1992;  Zhang  et al., 2004). Numerosos intentos se han hecho experimentalmente para encontrar modelos que describan los mecanismos de inhibición de glucosa y celobiosa sobre celulasas, entre los que se encuentran: modelos competitivos, no-competitivos o mezclados en concordancia con los esquemas clásicos de Michaelis- Menten (Philippidis et al., 1993; Beltrame et al., 1984; Al-zuhair  et al., 2007; Kadam et al., 2004; Gruno et al., 2004). También, ha sido evaluada la inhibición por celobiosa sobre diferentes sistemas enzimáticos celulíticos usando principalmente Celulosa “pura” (Andric  et al, 2010). En la búsqueda  de la  producción de alcohol carburante  de residuos de caña de azúcar se han propuesto diferentes alternativas para la producción de azúcares fermentables como la hidrólisis química (Rodríguez - Chong et al., 2004; Geddes et al., 2010) y diferentes pretratamientos del material lignocelulósico seguido de hidrólisis enzimática (Fuentes et al., 2011; Adsul et al., 2005; Rolz et al., 1987; Martin et al., 2002).


 Materiales y métodos 

Las hojas y cogollos usados en  este estudio provienen de los residuos de cosecha  de dos  variedades Colombianas de caña de azúcar  cultivadas en el Valle del Cauca (CC 8475 - CC 8592), siendo suministradas por el Centro de Investigaciones de la Caña de Azúcar “CENICAÑA”

Pretratamiento de residuos de cosecha de caña de azúcar. Los residuos de la cosecha de la  caña que se usaron en esta investigación,  se sometieron a  secado y molienda  hasta que el 94.5%  del material pasara una malla 10 (2 mm) y el 22% una malla 60 (0.25 mm). Se preparó un sustrato obtenido por un  tratamiento con organosolvente,  con  alcohol etílico al 45% v/v como solvente, hidróxido de sodio al 3% p/v  como catalizador, se utilizó una relación sólido/líquido de 1:8 p/v. La reacción se llevó a cabo en un reactor de 10 litros durante dos horas a una temperatura de 160 oC (Mutis, 2009). El material obtenido se lavó y secó y se le denominó S1 (ver tabla 1).

El sustrato S1, se continúo deslignificando para separar hemicelulosa.  Inicialmente, se le adiciono ácido sulfúrico 1N hasta un pH de 5, manteniendo una relación sólido/líquido 85:15 p/v. Seguidamente, se agregó EDTA en relación de 1/1000 p/p con respecto al material sólido. La mezcla se agitó a 1000 rpm durante10 minutos, luego se filtró y se lavó el sólido con agua suficiente para lograr un pH neutro. Luego, éste sólido se disolvió con hidróxido de sodio 1N, hasta llevar la mezcla a un pH de 10.8, con una relación sólido/líquido de 85:15 y  agregando 4% de peróxido de hidrógeno con respecto al sólido, durante dos horas. Después, se filtró, lavó y secó. A este sustrato, se le denomino sustrato S2. Para el análisis composicional de los sustratos, se utilizó el método Van Soest (Van Soest, 1893).

Coctel de enzimas. La enzima usada en esta investigación estuvo compuesta  por un preparado enzimático de mezclas de enzimas comerciales donadas por Genecor® International.  Las cuales tuvieron las siguientes actividades: Celulasa 27.53 unidades de papel filtro /ml, Endoglucanasa 1782.1 CMC/ml, Exoglucanasa 0.37 UI/ml, β- glucosidasa  550 p NPG U/ml, Xilanasa 28.23 UI/ml, Galactosidasa 7.11 UI/ml, Mananasa 2.76 UI/ml, Ramnosidasa 14.63 UI/ml.  Este coctel  se caracterizó por la distribución de sus actividades enzimáticas, las cuales están dirigidas a la degradación de celulosa y  hemicelulosa; además del alto contenido  de actividad β- glucosidasa, que genera una mayor velocidad de degradación  de celobiosa (Salcedo et al., 2010).

Evaluación del pH y temperatura  sobre la actividad de la enzima. El sustrato S1 se utilizó para determinar las condiciones de temperatura y pH a los que puede operar la enzima. Las actividades enzimáticas fueron determinadas por los métodos descritos  por Stemberg et al., 1977; Mandels et al., 1976; Ghose, 1987; Megazyme, 2009; Jong-Rok et al., 2008. Se recurrió  a un diseño experimental  rotacional compuesto con puntos estrellas para evaluar la relación entre las variables pH y temperatura, en un diseño factorial para la combinación del tiempo de reacción en dos niveles (1 y 3 horas) y pH en cinco niveles (3.5,  3.8, 4, 4.5 y 5). Las reacciones enzimáticas se realizaron en tubos de ensayo de 10  ml,  como medio de calentamiento se usó  un baño termostatado con control de temperatura. Se utilizó una relación  enzima /sustrato  de 0.3 ml/g, en cinco  mililitros  de buffer citrato  de sodio 0.05 M.  Cada 10 minutos se agitaron las  muestras hasta cumplir el tiempo de reacción.  Al final de cada ensayo, las muestras se sometieron a centrifugación a 5000 rpm en una centrifuga Marca Beckman®, Modelo 5414. El líquido sobrenadante  se  centrifugó a 14000 rpm a -5 oC durante 10 minutos. Al nuevo sobrenadante se le determinó los azúcares reductores por el método DNS (Miller, 1959). 
	
Determinación del modelo cinético.  La información recolectada para validar los modelos cinéticos, se obtuvo a partir de reacciones de hidrolisis enzimáticas de residuos de caña de azúcar. Estas reacciones se  realizaron en  matraces de 250 ml con una agitación de 250 rpm. Al material pretratado (S2), se le  adicionaron 100 ml de una solución  buffer  0.05 M de citrato de sodio a  pH  4.2 y  temperatura de 50 oC. Se mantuvieron relaciones enzima (ml)/sustrato (gr) de  1.5, 0.75, 0.5, 0.375, 0.25, 0.187. Los tratamientos  se realizaron  por triplicado durante 51 horas, coleccionando  muestras  para análisis a (0, 0.5, 1, 1.5, 2, 6, 9, 24, 27, 33, 48 y 51 horas). Las muestras recolectadas se sometieron a centrifugación a -5 oC durante 10 minutos, al  líquido sobrenadante se le determino azúcares reductores  por  el método DNS. La cuantificación de glucosa y celobiosa  se hizo por cromatografía liquida, empleando un  equipo HPLC Shimadzu con  una columna Sugar Pack I, detector de Indice de refracción con agua como fase móvil a flujo de 0.4 ml/min y un tiempo de retención promedio  de 8.6 minutos para celobiosa y 11.5 para glucosa. Para la medición de glucosa y celobiosa las muestras se centrifugaron  a 14000 rpm  a- 5 oC  por 30 minutos, para luego proceder a la precipitación de proteínas con acetona (CINVESTAV-UGPM, 2009). Seguidamente se sometieron a rota-evaporación a 40 oC y 450 mbar a 50 rpm para retirar la acetona, finalmente  se retoma la centrifugación por 10 minutos y se somete a filtrado (0.22μm). Con la información recolectada se construyeron curvas de progreso para la producción de azúcares reductores y glucosa. El porcentaje de conversión se calculó  a través de la Ecuación 1 (Ghose, 1987).


     (1)

Determinación de los parámetros cinéticos (Michaelis – Menten). Con los datos de azúcares reductores obtenidos de las curvas de progreso para diferentes concentraciones iniciales de sustrato,  se determinaron las velocidades iniciales, a partir de las pendientes cuando el tiempo tiende a cero (Marangoni, 1987; Dixon et al., 1979; Duarte, 1995). Por este método se calculó  la constante de Michaelis – Menten (Km) y la velocidad máxima (Vmax).  

Evaluación de la inhibición por sustrato. Se basa en la determinación de la velocidad inicial de hidrólisis, con el objetivo de evitar altas concentraciones de producto que incidan sobre la velocidad intrínseca de reacción. Se consideraron, como  variable  independiente la relación enzima/concentración de sustrato (E/S) y como variable dependiente la velocidad inicial de hidrólisis. Para confirmar los modelos de inhibición incompetitiva por sustrato, inhibición no competitiva por sustrato (ecuaciones 2 y 3), se utilizó la metodología propuesta por Alberty (2008). Estas ecuaciones se reordenaron, formulándose  las ecuaciones 4 y 5,  las cuales pueden ser expresadas por un modelo en función de  las constantes a, b y c  (ver ecuación 6). A través de la construcción de  figuras de la relación Sustrato/Velocidad de reacción (S/V) contra la concentración de sustrato (S), conjuntamente con un análisis de regresión polinomial y de un análisis de  regresión no lineal basado en el algoritmo Marquardt recurriendo al software estadístico STATGRAPHICS®, se calculó  la constante cinética de inhibición por sustrato ks 
                      

       Inhibición incompetitiva  (2)  

          Inhibición  nocompetitiva (3)

     (4)  

       (5)  
 
    (6)
 

S= Concentración de sustrato g/L,  V= velocidad de reacción g/(L h)

 Modelos de Inhibición por producto. Evaluada la constante de Michaelis- Menten y la velocidad máxima, se procede con la  evaluación de las constantes cinéticas de los  modelos que presenten inhibición por productos. Entre los modelos cinéticos analizados se encuentran aquellos que tienen en cuenta la inhibición representada por todos los productos generados durante la reacción, que son expresados como la conversión total de azúcares reductores (X),  Ecuaciones 7, 8 y 9. Además, se analizaron modelos que especifican la injerencia de la glucosa como inhibidor, tomando como base el modelo general de inhibición propuesto por  Bezerra  et al. (2004). Todos los modelos cinéticos propuestos  se basaron en la integración matemática de modelos típicos de inhibición como son: modelos de inhibición competitiva, incompetitiva, no-competitiva y mezclada. Los modelos tenidos en cuenta son representados por las ecuaciones 10, 11, 12 y 13.  La determinación  de los parámetros de inhibición de los modelos cinéticos, se basó en el  balance de masa en un reactor por lotes de  la hidrólisis enzimática (Coraza et al., 2005; Orsi et al., 1979; Chau et al., 1977). Para la evaluación de los parámetros cinéticos a partir de los datos experimentales, se utilizó un análisis de regresión no lineal basado en el algoritmo Marquardt,  a través del software estadístico STATGRAPHICS®.  

Modelo competitivo (ITP1):     (7)
Modelo incompetitivo (ITP2):     (8)
Modelo mezclado y no-competitivo (ITP3):  (9)
Inhibición competitiva (IC):  t  (10)                                 
Inhibición incompetitiva (IIC):          (11)
Inhibición no-competitiva (INC):
     (12)
Inhibición no- competitiva  y mezclada (INCM):
    (13)


Resultados y discusión 

Caracterización de  los sustratos y enzimas obtenidas. Los residuos de la cosecha de la caña de azúcar  tenían  un contenido porcentual (p/p)  de celulosa  de 37.6%, hemicelulosa 34.6 %, lignina de 21.2 3% y un número de Kappa de 47 (Gómez, 2010). Después del pretratamiento, el sustrato S1  alcanzó un contenido de celulosa de  80.53,  hemicelulosa de 13.35 %,  lignina de 1.35 % y número de Kappa de  5.85. De la misma forma,  el sustrato S2 obtuvo  un contenido de celulosa de 82.6%, hemicelulosa de 7.37%, lignina de 4.79 %  y número de Kappa de 6.21 (ver tabla 1). Lo cual, muestra la eficiencia de los pretratamientos, al lograr una reducción considerable de lignina y hemicelulosa con respecto al residuo sin tratar. Algunos trabajos de investigación sobre pretratamiento de materiales lignocelulósicos muestran las bondades del proceso organosolvente: Cuando  se utiliza  acetona – agua,  se presenta un aumento de glucanos en pinus radiata de 45.3%  a 70.9%, y para pajas de caña de azúcar con 5 horas de tratamiento, el resultado muestra un contenido porcentual de lignina y celulosa que pasa de 21.5%, 39.4%  hasta 11.7% y 64%, respectivamente (Araque et al., 2008; Saad  et al., 2008). Igualmente, cuando se  emplea alcohol sobre bagazo de caña de azúcar, iniciando con una composición de glucanos de 49.3%, xilanos de 15.65% y lignina insoluble de 27.22%, después del pretratamiento se obtiene un producto  con 62.08% de glucanos y 8.71% de xilanos (Mesa et al., 2010) 

	
Tabla 1. Composición de los  materiales pretratados  por proceso organosolvente

	
	S1(% en peso)
	S2 (% en peso)

	Celulosa 
	80.53±0.15
	82.6±0.82

	Hemicelulosa 
	13.35±0.55
	7.37±0.057

	Lignina Total
	1.36±0.36
	4.79±0.05

	Extractivos 
	4.22±0.01
	5.06±0.0057

	Humedad 
	4.2±0.4
	5.1±0.10

	Cenizas 
	0.12±0.028
	0.22±0.1


                                      



Condiciones de operación  de la enzima. La información obtenida para determinar las condiciones de operación del  preparado enzimático se expresan en la figura 1, estos resultados presentan un coeficiente de determinación 0.9864  con un nivel de confianza del 95%. Se observa como el pH tiene un mayor efecto sobre la producción de azúcares reductores. Los valores máximos de la superficie de hidrólisis para el sustrato S1 corresponden a una temperatura cercana a los 50 oC y a un pH entre 4 y 4.4.  
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Figura  1. Superficie de respuesta de la hidrólisis de S1 función de temperatura y pH. 


El cambio de los azúcares reductores producidos en la hidrólisis del material S1  en el rango de pH  obtenido en la superficie de respuesta, muestra un valor máximo  entre un pH de 3.8 y 4.2 (Ver figura 2). Estos resultados están dentro de las condiciones de operatividad  propuestos Genecor® para mezclas de enzimas como: endoglucanasa y beta glucosidasa (temperatura 50- 60 oC y pH 4.5),   endoglucanasa y xilanasa (temperatura 45-65 oC y pH 3.5- 6.5). En forma similar, para betaglucosidasa (temperatura 30-55 oC, pH 4-6) y para hemicelulasas (50 -75 oC, pH 4- 7)
[image: ]

Figura 2. Concentraciones  medias  de azúcares reductores (g/L) para la hidrólisis del sustrato S1 en función del pH a 50 oC.

Parámetros  cinéticos. La tabla 2 presenta los datos que se utilizaron para la construcción de las curvas de progreso de producción de azúcares reductores en la hidrólisis del sustrato S2 con sus respectivas desviaciones estándar.  En esta tabla,  las siglas X1, X2, X3, X4, X5, X6 y X7 representan conversiones globales promedios, que están  referidos a todos los azúcares reductores  involucrados en la reacción de hidrólisis, para concentraciones de sustrato de 10, 20, 30, 40, 60,  80  y 120 g/L,  que corresponden a  relaciones  enzima/sustrato (E/S) 1.5, 0.75, 0.5, 0.375, 0.25, 0.187 y 0.125  ml/g, respectivamente. Además,  equivalen a cargas de actividad celulolítica de 41.3, 20.64, 13.76, 10.32, 6.88, 5.09 y 3.44 FPU/g  de sustrato, respectivamente. 
 
Tabla 2. Conversiones globales promedios  (X1, X2, X3, X4, X5, X6 y X7) de azúcares reductores para diferentes tiempos de hidrólisis de residuos de cosecha de caña de azúcar

	Tiempo ( h)

	X1
E/S 1.5
	X2
E/S 0.75
	X3
E/S 0.5
	X4
E/S 0.375
	X5
E/S 0.25
	X6
E/S 0.187
	X7
E/S 0.125

	0
	0
	0
	0
	0
	0
	0
	0

	0.5
	0.452
	0.351
	0.302
	0.235
	0.160
	0.112
	0.094

	1.0
	0.665
	0.581
	0.410
	0.378
	0.241
	0.161
	0.153

	1.5
	0.817
	0.650
	0.523
	0.437
	0.304
	0.233
	0.129

	2.0
	0.853
	0.689
	0.578
	0.488
	0.355
	0.274
	0.149

	3.0
	0.924
	0.831
	0.642
	0.564
	0.437
	0.316
	0.206

	6.0
	0.944
	0.907
	0.777
	0.697
	0.548
	0.442
	0.251

	9.0
	0.959
	0.927
	0.856
	0.708
	0.583
	0.466
	0.390

	24.0
	0.965
	0.928
	0.882
	0.858
	0.743
	0.659
	0,529

	27.0
	0.965
	0.946
	0.884
	0.873
	0.765
	0.713
	0,596

	33.0
	0.967
	0.970
	0.893
	0.884
	0.769
	0.727
	0,650

	48.0
	0.973
	0.977
	0.899
	0.898
	0.843
	0.759
	0.710

	51.0
	0.974
	0.977
	0.907
	0.908
	0.841
	0.784
	0.742

	Desv. Estándar promedio
	0.01
	0.009
	0.0125
	0.0099
	0.0077
	0.002
	0.004




Con esta información se evalúa la velocidad inicial de hidrólisis, la cual se obtiene al evaluar la pendiente cuando el tiempo tiende a cero, con un coeficiente de determinación (r2) por encima de 0.99 de una regresión polinómica de tercer orden, de la  curva obtenida al graficar la conversión (X) contra el tiempo para cada relación enzima/sustrato. Los resultados de la velocidad inicial en función de la concentración inicial de  sustrato se pueden ver en la figura 3, la cual permitió determinar las constantes del modelo de Michaelis-Menten como son la velocidad máxima Vmax y la constante de Michaelis Km 



[image: ]

Figura 3. Velocidad inicial de sustrato en función de concentración inicial de sustratos So

Para establecer las constantes  de inhibición por  sustrato  se utilizo un modelo matemático de segundo orden (ecuación 14), generado al graficar la relación entre la concentración inicial  y la velocidad inicial de hidrólisis (Vo/So)  obtenida de la figura 4 contra concentración inicial de sustrato  (So). 


    (14)
Donde
a= 0.576658, b= 0.0225541 y c= 0.0000332165
[image: ]
Grafica 4. Relación entre la concentración inicial  de sustrato y la velocidad inicial de hidrólisis (Vo/So)   contra concentración inicial de sustrato So

Los resultados  de las constantes cinéticas se presentan en la tabla 3. Se observa que no hay una diferencia estadística entre el modelo de Michaelis – Menten y  de inhibición incompetitiva por sustrato. En este último modelo, la constante de inhibición  por sustrato  Ks  es  20 veces mayor que Km. Un análisis de valor de la constante del modelo cinético de inhibición incompetitiva, conduce a despreciar el término adicional de inhibición (S2/Ks) con respecto a la constante de Michaelis, ya que no genera un cambio sobre el resultado de la velocidad de hidrólisis. Con estos argumentos se puede afirmar que la inhibición por sustrato no tiene un papel importante en el modelo cinético. Además, el modelo de inhibición no competitiva por sustrato no aplica por presentar valores de  Km negativos.

Tabla3. Constantes cinéticas del modelo de Michaelis- Menten e inhibición por sustrato
	Modelo
	Vmax (g/L h)
	Km  ( g/L)
	Ks   (g/L)
	r2

	Michaelis- Menten
	39
	20.37
	
	0.992

	Inhibición incompetitva por sustrato
	44
	25.56
	684
	0.993

	inhibición no competitiva  por sustrato
	35.18
	---*
	856
	0.995


                       *Km negativa 
En el desarrollo de los modelos cinéticos, se hizo necesario encontrar una correlación matemática entre la relación E/S, la conversión total y el contenido de glucosa, a partir de los datos experimentales. Esta correlación  permitió resolver analíticamente las ecuaciones diferenciales que representaban los diferentes modelos. La figura 5  presenta las curvas de progreso para el contenido de glucosa, datos que suministran la  información necesaria para  obtener la relación  entre el  % conversión y el contenido de glucosa (ver ecuaciones 15, 16 y 17)




Figura 5. Producción de glucosa durante la hidrólisis de residuos de caña de azúcar para diferentes concentraciones iniciales de sustrato So (10, 20, 30, 40, 60, 80, 120), que corresponden a 1.5, 0.75, 0.5, 0.375, 0.187, 0.125 relaciones E/S respectivamente


  (15)
    r2=0.9996  (16)
     r2=0.9961 (17)


      
Es importante hacer notar que las concentraciones de celobiosa presentadas durante las diferentes corridas experimentales alcanzaron valores máximos de 0.7 g/L,  los cuales son   valores menores comparados con la producción de glucosa. Esta diferencia se debe a que el preparado enzimático usado en esta investigación, contiene un alto contenido de actividad β-glucosidasa. En la tablas 4 y 5, se presentan los resultados para las evaluaciones de las constantes cinéticas para los modelos que involucran como inhibidores a todos los azúcares reductores expresados como % conversión total (ITP1, ITP2 e ITP3) y los modelos que tengan como inhibidor solamente glucosa (IC, INC, IIC e INCM). Además, en estas tablas se presentan los coeficientes de determinación (r2) que permiten decidir cual modelo se ajusta mejor a los datos experimentales.




Tabla 4 .Constantes cinéticas  (ki, kii  g/L)  de los modelos  de inhibición Total evaluados a 50 oC y pH 4.2  para diferentes relaciones E/S

	
	ITP1
	ITP2
	ITP3

	E/S
	ki
	r2
	ki
	r2
	ki
	kii
	r2

	1.5
	0.504
	0.57
	0.05
	0.32
	0.42
	0.15
	0.53

	0.75
	0.81
	0.79
	0.19
	0.486
	0.54
	0.17
	0.61

	0.5
	0.69
	0.75
	0.34
	0.579
	0.85
	0.29
	0.84

	0.375
	0.79
	0.89
	0.53
	0.724
	1.07
	0.50
	0.86

	0.25
	0.73
	0.96
	0.89
	0.85
	1.61
	0.87
	0.93

	0.187
	0.7
	0.96
	1.29
	0.903
	2.36
	1.31
	0.94

	0.125
	0.55
	0.98
	0.55
	0.96
	4.00
	1.88
	0.97




Tabla 5. Constantes cinéticas (ki, kii  g/L)  de los modelos  de inhibición por glucosa evaluados a 50 oC y pH 4.2  para diferentes relaciones E/S 

	
	IC
	INC
	IIC
	INCM

	E/S
	ki
	r2
	ki
	r2
	ki
	r2
	k1
	k2
	r2

	1.5
	0.340
	0.47
	0.390
	0.46
	0.08
	0.30
	6.50E+07
	0.346
	0.47

	0.75
	0.550
	0.67
	0.632
	0.65
	0.15
	0.44
	1.88E+09
	0.519
	0.69

	0.5
	0.490
	0.87
	0.794
	0.82
	0.26
	0.68
	1.45E+11
	0.49
	0.87

	0.375
	0.430
	0.89
	0.915
	0.83
	0.379
	0.70
	1.03 E+11
	0.546
	0.90

	0.25
	0.464
	0.97
	0.903
	0.92
	0.564
	0.85
	2.8E+11
	0.464
	0.96

	0.187
	0.448
	0.97
	1.257
	0.93
	0.815
	0.91
	3.24E+08
	0.448
	0.97

	0.125
	0.427
	0.98
	1.780
	0.97
	1.352
	0.96
	3.8
	0.66
	0.97



El modelo que presentó mayores coeficientes de determinación en este estudio, fue  el  de inhibición  competitiva (IC). Estos resultados  están de acuerdo  con los modelos propuestos por Andric et al. (2010), donde se  precisa que los modelos de inhibición más comunes en este  tipo de reacciones son la inhibición competitiva y no competitiva. Además, reporta constantes de inhibición ki (g/L) entre 0.01 y 54 g/L. Igualmente, el National Renewable Energy Laboratory (NREL), usando como sustrato residuos de la cosecha de maíz, propuso  modelos de inhibición  competitiva por glucosa (Kadan et al., 2004). En dicho estudio, se definió como referencia el modelo de inhibición (IC),  para indicar la velocidad de hidrólisis de residuos de cosecha de caña de azúcar,  el cual   presenta una constante de inhibición entre 0.427 g/L y 0.464 g/L hasta relaciones E/S de 0.375, con un promedio de 0.442 g/L.

En el caso de concentraciones menores a 30 g/l ó E/S mayores que 0.5, donde los coeficientes de determinación fueron  bajos, se buscó una alternativa para distinguir  qué tipo de modelo podía representar los datos experimentales. Como una primera aproximación, se hizo una comparación entre los datos arrojados por el modelo de Michaelis–Menten y los datos experimentales para las relaciones E/S menores a 30 g/L.  Las figuras 6 y 7,  presentan las curvas de progreso para datos arrojados en la simulación del modelo de Michaelis – Menten  (XM) y los datos obtenidos experimentalmente para cada una de las relaciones E/S.

[image: ]
[bookmark: _Toc312231742]Figura 6. Curvas de progreso para relaciones experimentales (E) y simulaciones del modelo de Michaelis- Menten (XM) para relaciones  E/S de, 0.75 y 1.5, que corresponden a  concentraciones iniciales de sustrato de 10, 20 g/l respectivamente
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[bookmark: _Toc312231743]Figura 7. Curvas de progreso para relaciones experimentales (E) y simulaciones del modelo de Michaelis- Menten (XM) para relaciones  E/S de 0.375, 0.5, que corresponden a concentraciones iniciales de sustrato de 30 y 40 g/l respectivamente


Para determinar cuáles medias son significativamente diferentes de las otras, en el rango de E/S de 0.375 hasta 1.5, se utilizó el procedimiento de diferencia mínima significativa (LSD) de Fisher, con un riesgo de un 5%  de que cada par de media es significativamente diferente. El análisis se expresa en la tabla 6, donde se  puede concluir que puede existir diferencia entre las curvas de progreso correspondiente E/S= 0.375 y E/S=1.5


[bookmark: _Toc310837890]Tabla 6. Comparación múltiple  de conversiones, usando procedimiento LSD para las medias de las curvas de progreso (E/S=0.375,0.5, 0.75, 1.5)
	Curva de progreso
	Conversión Media
	Grupos Homogéneos

	E_40 g/L (E/S=0.375)
	0,609
	X

	E_30 g/L (E/S=0.5)
	0,657
	XX

	E_20 g/L(E/S=0.75)
	0,748
	XX

	E_10  g/L (E/S=1.5)
	0,804
	XX

	XM_40 g/L
	0,804
	XX

	XM_30 g/L
	0,820
	XX

	XM_20 g/L
	0,839
	XX

	XM_10 g/L
	0,858
	 X



                                               E= datos Experimentales
                                              XM= Modelo de Michaelis - Menten

Se puede concluir que  para relaciones E/S por encima de 0.5 es posible aplicar el modelo encontrado de Michaelis–Menten sin tener en cuenta  los fenómenos de inhibición.

En resumen, puede decirse que en este trabajo, para el modelo de Michaelis-Menten, el análisis de los datos experimentales arroja las siguientes constantes cinéticas: Km= 20.37 g/L y Vmax= 39  g/L h.  El modelo cinético de inhibición competitiva (IC), es el que presenta los mejores ajustes con los datos experimentales, muestra una constante de inhibición promedio de 0.442 g/L,  puede ser aplicado para relaciones E/S menores a 0.375. Este modelo cinético queda definido por la ecuación 14:

  (14)
La inhibición por sustrato no tiene un papel importante en la hidrólisis de residuos de la cosecha de caña de azúcar.  En la hidrólisis de residuos de la cosecha de caña de azúcar para relaciones E/S mayor  de 0.5, se puede aplicar el modelo cinético de Michaelis-Menten
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