Resumen
Las vinazas de aztcar de cana son efluentes agresivos con el medio ambiente por su
alto contenido de fenoles toxicos y otros contaminantes recalcitrantes. El objetivo de
este trabajo fue inmovilizar lacasas de Tramefes hirsuta Bm-2 en esferas de alginato
de cobre para oxidar fenoles y decolorar vinazas. La metodologia de superficie de
respuesta (RSM) fue utilizada para evaluar la concentracion de enzima y CuSO+-Hz0
en la inmovilizacion. La variable de respuesta fue la actividad de lacasa retenida en las
esferas. La actividad enzimatica en las esferas se incrementé un 30 % y la mayor
eficiencia en Ia inmovilizacion fue 95 % con 300 mM de CuSO+«H:20 y 150 U/mL de
lacasas. La caracterizacion de las EL y El mostro ligeras variaciones en su pH éptimo,
asi como la estabilidad a pH y temperatura. Sin embargo, las El fueron mas resistentes
a los iones metalicos, EDTA y SDS que inhibieron la actividad de las EL. El tratamiento
de vinazas (10 % v/v) con lacasas libres redujo 40 % de fenoles y con la adicion de
mediadores naturales aumento a 60 %. Las El eliminaron hasta 68 % de fenoles totales
y la adicion de los mediadores naturales y quimico en la inmovilizacién, no mejoré
significativamente la remocion de fenoles. Las El fueron capaz de remover fenoles
durante cuatro ciclos de tratamiento y la maxima decoloracion fue 75 % a escala
matraz. Mediante el uso de Ias El en el biorreactor de columna de burbujeo, se logro
una reduccion de 80 % tanto del contenido de fenoles totales como el color en las
vinazas al 10 % v/v, la DQO disminuy6 en un 43 %, ademas, las El pudieron reutilizarse
durante 4 ciclos consecutivos. Es importante senalar la aparicion de precipitados
obscuros después de los tratamientos que fueron atribuidos a la actividad
polimerizante de las enzimas. La microscopia de las esferas revelo la conservacion de
su estructura después de los tratamientos consecutivos. Los espectros FT-IR de los
sedimentos detectados con las El durante el redso, mostraron una reduccion de los
picos de las regiones 3300-3500 cm™* y 1600 a 1400 cm' relacionado con los grupos
hidroxilos (OH) y los dobles enlaces carbono-carbono (C=C) del anillo aromatico de
los fenoles, indicando la biotransformacion de componentes de la vinaza. Por ultimo,
por cromatografia de gases-masas se identificaron los compuestos que

permanecieron después del tratamiento. Estos resultados revelan una alta eficiencia
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en la inmovilizacién y la actividad de las lacasas inmovilizadas en alginato de cobre.
Este sistema podria ser una alternativa para el tratamiento de vinazas de la cana de

azucar.



Abstract.
Sugarcane vinasses are aggressive effiuents to the environment due the high content
of toxic phenols and other recalcitrant pollutants. The aim of this work was to immobilize
laccases from Trametes hirsute Bm-2 in copper alginate spheres in order to oxidize
phenols and decolorize vinasses. The response surface methodology (RSM) was used
to evaluate the concentration of enzyme and CuSQOa4'Hz0 in the immobilization. The
response variable was the laccase activity retained in the spheres. The enzymatic
activity in the spheres increased 30 % and the highest efficiency in immobilization was
95 % with 300 mM CuS0Os<-Hz0 and 150 U/mL of laccases. The characterization of the
EL and El showed slight variations in their optimal pH, as well as stability at pH and
temperature, however, the El were more resistant to metallic ions, EDTA and SDS that
inhibited the activity of the EL. The treatment of vinasses (10 % v/v) with free laccases
reduced 40 % of phenols and with the addition of natural mediators it increased to 60
%. The IE eliminated up to 68 % of total phencls and the addition of natural and
chemical mediators in the immobilization did not significantly improve the removal of
phenols. The biocatalyst was able to remove phenols during four freatment cycles and
the maximum decolorization was 75 % at flask scale. Using the El in the bubble column
bioreactor, an 80 % reduction in both the total phenolic content and the color in the
vinasse was achieved at 10 % v/v, the COD decreased by 43 %, in addition, the El
could be reused for 4 consecutive cycles. It is important to note the appearance of dark
precipitates after the treatments and which were attributed to the polymerizing activity
of the enzymes. Microscopy of the spheres revealed the conservation of their structure
after consecutive treatments. The FT-IR spectra of the sediments detected with the El
showed a reduction of the peaks in the regions 3300-3500 cm™* and 1600 to 1400 cm
! related to hydroxyl groups (OH) and carbon-carbon double bonds. (C=C) of the
aromatic ring of the phenols, indicating the biotransformation of vinasse components.
Finally, the compounds that remained after treatment were identified by gas-mass
chromatography. These results indicate higher efficiency of immobilization and activity
of laccase immobilized in copper alginate. This system could be an alternative for the

treatment of sugarcane vinasses.
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