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Resumen 

 

Una de las actividades humanas más prominentes es la producción de biocombustibles, 

la cual es una industria contribuyente clave de la economía mundial, pero también es 

una de las principales fuentes de contaminación ambiental debido a la descarga de un 

enorme volumen de aguas residuales de color oscuro denominadas vinazas. Estas, 

contienen sólidos totales muy altos, sulfatos, fosfatos, compuestos fenólicos y varios 

metales tóxicos, así como una demanda biológica y química de oxígeno muy alta, 

melanoidinas, ftalato de di-n-octilo, ftalato de di-butilo, ácido bencenopropanoico, ácido 

2-hidroxisocaproico y metales tóxicos, de los cuales existe evidencia de que son 

genotóxicos, carcinógenos, mutagénicos y disruptores endocrinos. (García et al., 2021). 

Colombia cuenta con 14 ingenios azucareros donde se produce bioetanol. En el 

Departamento de Antioquia, se puso en funcionamiento una plana piloto de bioetanol en 

Frontino, como parte de un proyecto nacional que busca demostrar la viabilidad de 

producir biocombustibles a pequeña escala y con tecnología nacional. Es así como en 

esta investigación se pretende determinar la actividad mutagénica y genotóxica de 

vinazas producidas en la planta piloto instalada en el municipio de Frontino, Antioquia; 

para dicha investigación, se usó una batería de ensayos de laboratorio como la prueba 

de Allium cepa, el ensayo cometa y el test de Ames. Se encontró que las vinazas tienen 

un efecto citotóxico y genotóxico al afectar la división celular, producir aberraciones 

cromosómicas y micronúcleos en células de A. cepa. En linfocitos humanos la vinaza 

produjo citotoxicidad en concentraciones por encima de 3 % y en las dosis evaluadas 

hasta 3 % se presentó quiebres en las cadenas del ADN.  En Salmonella typhymurium 

no hubo efecto mutagénico. Por último, los tratamientos de bioxidación y oxidación 

química aplicados a la vinaza cruda mostraron un efeto protector en células vegetales y 

animales. 

 

Palabras clave: Etanol, Vinaza, Ensayo cometa, Allium cepa, Tes de Ames, 

Bioxidación, Fenton 

  

  



Abstract 

 

One of the most prominent human activities is the production of biofuels, which is 

a key contributing industry to the global economy, but is also one of the major sources of 

environmental pollution due to the discharge of a large volume of dark-colored 

wastewater called "vinasse." These vinasses contain very high levels of total solids, 

sulfates, phosphates, phenolic compounds, various toxic metals, as well as a high 

biological and chemical oxygen demand, melanoidins, di-n-octyl phthalate, di-butyl 

phthalate, benzenepropanoic acid, 2-hydroxyisocaproic acid, and toxic metals, of which 

there is evidence that they are genotoxic, carcinogenic, mutagenic, and endocrine 

disruptors. Colombia has 14 sugar mills where bioethanol is produced. In the Antioquia 

Department, a bioethanol pilot plant was put into operation in Frontino as part of a 

national project aimed at demonstrating the feasibility of producing biofuels on a small 

scale with domestic technology. This research aims to determine the mutagenic and 

genotoxic activity of vinasse produced in the pilot plant located in the municipality of 

Frontino, Antioquia. For this investigation, a battery of laboratory tests such as the 

Allium cepa test, the comet assay, and the Ames test were used. It was found that 

vinazas have a cytotoxic and genotoxic effect by affecting cell division, producing 

chromosomal aberrations, and micronuclei in A. cepa cells. In human lymphocytes, 

vinasse produced cytotoxicity at concentrations above 3%, and at the evaluated doses 

of up to 3%, there were DNA strand breaks. There was no mutagenic effect on 

Salmonella typhimurium. Finally, biooxidation and chemical oxidation treatments applied 

to raw vinasse showed a protective effect on plant and animal cells. 

 

Keywords: Ethanol, Vinasse, Comet assay, Allium cepa, Ames test, Oxidation, Fenton. 

 

 

 

 

 

 



Introducción 

 

La producción de biocombustibles esta en auge en todo el mundo y representa una 

industria que contribuye en la economía mundial. Colombia cuenta con 14 ingenios azucareros 

donde se produce bioetanol, la mayoría de ellos ubicados en el valle del río Cauca (UDME, 

2015). En el Departamento de Antioquia, el Ministerio de Agricultura, puso en funcionamiento 

una planta piloto de bioetanol en Frontino, esta planta produce 5.400 litros diarios de etanol y 

demanda la producción de 350 hectáreas de caña de azúcar para su abastecimiento (CORPOICA, 

2008) 

La vinaza es un residuo acuoso generado por la destilación de mosto alcohólico durante el 

proceso de producción de etanol, con una proporción entre el etanol y las vinazas de 1:13. 

Provienen de la caña de azúcar y se obtienen de la fermentación y destilación de las melazas. Es 

un líquido de color café con pH bajo, olor dulce y alto contenido de materia orgánica disuelta y 

en suspensión (Gamboa et al,2011; Christofoletti et al 2013; Kumar, S & Gopal, K., 2001) 

La composición química de las vinazas es variable y depende del método de fermentación 

alcohólica, las especies de levaduras utilizadas, la relación fondaje-vinaza y de la materia prima 

utilizada en la destilación, la cual puede proceder de 3 fuentes como melaza (concentrada), 

directamente del jugo de los molinos, y mixta (mezcla de jugo y melaza). Independientemente de 

la materia prima utilizada en su producción, el componente principal de la vinaza es la materia 

orgánica en forma de ácidos orgánicos y cationes, como potasio, calcio y magnesio. En general, 

la vinaza, tiene un color oscuro y consiste principalmente de agua (93%) y sólidos orgánicos y 

minerales (7%). A pesar de tener altos niveles de materia orgánica, tiene bajos niveles de 

nitrógeno y fósforo (Laime et al, 2011; Chowdhary, et al 2017). 



Las diferentes caracterizaciones físicas y químicas reportadas en la literatura (Tabla 1) 

muestran que es un producto ácido (pH 3,5 - 5), con alta en carga orgánica representada por una 

alta demanda química de oxígeno – DQO- (hasta 140 g/L), un color marrón oscuro debido a la 

presencia de melanoidinas (Laime et al, 2011; Chowdhary, et al 2018) y un olor desagradable. 

Contiene nutrientes como nitrógeno (hasta 4,2 g/L), fósforo (hasta 3,0 g/L) o potasio (hasta 17,5 

g/L). 

Tabla 1  

Características físico químicas de residuos de destilerias que usan diferentres materias primas. 

Materia prima 
Melaza de caña de 

azúcar 

Jugo de caña de 

azúcar 
Maíz 

Melaza de  

remolacha 

pH 3,9 - 4,3 4,04 3,3 - 4 5,35 

COD g/L 104 -134,4 30,4 59,4 - 64,5 91,1 

BOD g/L 46,1- 96 16,7 26,9 - 43,1 44,9 

N g/L 1,66 - 4,2 0,63 0,546 - 0,755 3,57 

S g/L 3,24 - 3,42 1,35 2,99 3,71 

P g/L 0,22 - 3,03 0,13 0,228 - 1,170 0,16 

K g/L 9,6 – 17,47 1,95 Nd 10,0 

Referfencia 
Mahimairaja S. N.S. 

Bolan, 2008 

Wilkie et al., 

2000 

Wilkie et al., 

2000 

Wilkie et al., 

2000 

 

De igual manera, se ha determinado que las vinazas pueden contener metales pesados 

(Tabla 2) y dado su alto volumen de producción, es considerada como un agente contaminante. 

Tabla 2  

Metales pesados hallados en vinaza de caña de azúcar (Christofoletti et al, 2013) 

Elemento Concentración mg/L 

Ba 0,41 



Cr 0,04 

Cu 0,35 

Hg 0,0019 

Mo 0,008 

Ni 0,03 

Zn 1,66 

 

Cuando es utilizada como fertilizante en terrenos de cultivo, sin un tratamiento adecuado, 

provoca la inhibición en la germinación de semillas y el agotamiento de la vegetación al reducir 

la alcalinidad del suelo y la disponibilidad de manganeso. 

Dado la alta carga de materia orgánica de las vinzas, existen métodos para su tratamiento. 

Por ejemplo, la bio-oxidación que consiste en un proceso biológico que busca reducir la carga 

contaminante que convierte los compuestos orgánicos en productos menos tóxicos. La bio-

oxidación es un proceso efectivo para el tratamiento de vinazas, pero su éxito depende de la 

selección adecuada de microorganismos, condiciones de operación y monitoreo constante. 

Inicialmente la vinaza se recoge de la destilería y se somete a un proceso de clarificación y 

filtración para eliminar sólidos suspendidos y partículas gruesas, luego se adicionan 

microorganismos específicos, como bacterias y hongos, que son capaces de degradar los 

compuestos orgánicos presentes en la vinaza. Las muestras deben ser agitadas constantemente 

para favorecer el crecimiento y actividad de los microorganismos, ya que muchos de ellos son 

aerobios y requieren oxígeno para su metabolismo. Los microorganismos descomponen el 

material organico complejo que pueden ser tóxico o dañino para el medio ambiente, reduciendo 

así la carga contaminante de la vinaza tratada y originan como producto dióxido de carbono, agua 

y biomasa microbiana. (Jiang et al., 2020) 



Otro método para tratar la metaria orgánica, es conocido como la reacción de Fenton, que 

implica la generación de radicales libres altamente reactivos, como el radical hidroxilo (•OH), 

este se forma cuando reaccionan el peróxido de hidrógeno (H2O2) y un catalizador de hierro 

(Fe2+). Este radical, en el tratamiento de vinazas podría tener como objetivo reducir la carga 

orgánica y la contaminación antes de su descarga o reutilización. La aplicación de la reacción de 

Fenton puede generar cambios químicos y físicos en la muestra, lo que podría afectar sus 

propiedades y características originales. (Fagiano et al 2023) 

Por otro lado, se ha demostrado que las vinazas contienen compuestos fenólicos, metales, 

melanoidinas, ptalatos, ácido bencenopropanoico, ácido 2-hidroxisocaproico que presentan 

actividad genotóxica, carcinogénica, mutagénica y disruptores endocrinos (Santal et al., 2016; 

Zhang et al., 2018; Kumar and Sharma, 2019). Dentro de las pruebas más utilizadas para el 

estudio de la genotoxicidad y mutagenicidad se encuentran micronúcleos, intercambio de 

cromátidas hermanas, electroforesis en gel de células individuales (ensayo cometa) y el test de 

Ames, entre otros (Ames et al,1975; Singh et al, 1988; Perry, P., & Evans, H. J. 1975; Schmid 

1975). 

Este estudio contribuye con la investigación en nuestro país, teniendo en cuenta que aún 

son incipientes los estudios que se han realizado al respecto y que este tipo de industria día a día 

tiende a incrementarse; por lo tanto, el objetivo es determinar la actividad mutagénica y 

genotóxica de las vinazas producidas en la planta piloto instalada en el municipio de Frontino, 

Antioquia.   

Esta investigación se abordará en tres capítulos, donde en el primero se evalúa la 

genotoxicidad en Allium cepa, el segundo la genotoxicidad en el ensayo Cometa y por último, se 

estudia la mutagenicidad en Salmonella tiphymurium, conocido como el Test de Ames. 



  



1 CAPITULO I 

1. 1 Determinación de la actividad citotóxica y genotóxica en Allium cepa L inducida 

por diferentes diluciones de vinaza generada en la planta de producción de bioetanol 

en Frontino, Antioquia, antes y después de ser sometidas a procesos de bio-oxidación 

y de Fenton. 

 

1.1.1  Introduccion 

Al rededor del mundo, existen pocos estudios que soportan la genotoxicidad y 

mutagenicidad de las vinazas. La citotoxicidad celular se define como una alteración de las 

funciones celulares básicas que conlleva a un daño que puede ser detectado (Repetto, 2002); con 

base a esto, diferentes autores han desarrollado pruebas in vitro para predecir los efectos tóxicos 

de drogas y compuestos químicos, utilizando como modelos experimentales cultivos primarios u 

órganos aislados como líneas celulares establecidas (Arrebola, et al., 2003). Para evaluar la 

proliferación celular y la citotoxicidad, una prueba in vitro debe tener como características 

principales: ser simple, rápida, eficiente, económica, reproducible, sensible, segura, efectiva en la 

medida de la población celular viable y que no muestre interferencia con el compuesto a evaluar 

(Anoopkumar-Dukie, et al., 2005). 

Dentro de los ensayos más conocidos y ya validados se encuentran el ensayo de captación 

del rojo neutro, enlazamiento al azul de kenacid, el ensayo colorimétrico de reducción del 

Bromuro de 3-(4,5-dimetil-2-tiazoil)-2,5-difeniltetrazólico (MTT) que mide la función 

metabólica celular usando las sales de tetrazolio, el cual es ampliamente usado para evaluar la 

citotoxicidad de líneas celulares cancerígenas (Escobar y Rivera, 2010), el ensayo de exclusión 

con azul de tripano y el ensayo de Allium cepa.  

El ensayo de Allium cepa, por involucrar plantas superiores, presenta características que 

lo convierte en un excelente modelo genético para evaluar los contaminantes ambientales y con 



frecuencia se usa en estudios de monitoreo (Fiskesjo 1985, Oudalova, 2017). Esta característica 

no solo se debe a la sensibilidad para detectar mutágenos en diferentes ambientes, sino también a 

que a través de ellas se pueden evaluar varios trastornos cromosómicos en la mitosis, debido a 

que sus cromosomas son grandes y se presentan en un número diploide reducido (2n = 16) 

(Fiskesjo, 1985). Se ha utilizado hasta la fecha para evaluar una gran cantidad de agentes 

químicos, lo que contribuye a su creciente aplicación en el monitoreo ambiental. El ensayo con  

A. cepa se caracteriza por ser de bajo costo, se maneja fácilmente y tiene ventajas sobre otras 

pruebas a corto plazo que requieren preparaciones previas de muestras analizadas, así como la 

adición de un sistema metabólico exógeno. Las plantas superiores poseen enzimas oxidasas que 

las hacen de interés en este tipo de estudios, ya que han presentado resultados consistentes que 

sirven como una advertencia para otros sistemas biológicos, dado que la molécula blanco es el 

ADN, común a todos los organismos (Fiskesjo, 1985, Rank 2003, Oudalova et al, 2017, Fatima 

RA, & Ahmad M., 2006) 

 

1.1.2 Índice mitótico 

El índice mitótico (IM) y algunas anomalías nucleares se utilizan para evaluar la 

citotoxicidad y el análisis de micronúcleos, sirve para determinar la mutagenicidad de diferentes 

sustancias químicas (Fatima RA, & Ahmad M., 2006, Fernandes et al 2007, Hoshina 2005). El 

IM es definido como el número de células en división o en mitosis sobre el número total de 

células. El ciclo celular en células somáticas consta de dos etapas, la interfase y la mitosis, esta 

última, a su vez consta de profase, metafase, anafase y telofase (Figura 1). Los niveles de 

citotoxicidad de un agente puede ser determinado por el incremento o disminución del IM 

(Fernandes et al., 2007). Cuando el IM es más bajo que el control negativo, indica que existen 



alteraciones en el crecimiento y desarrollo del tejido expuesto debido a la acción del compuesto; 

por el contario, cuando el IM es mayor al control negativo, resulta en un incremento de la 

división celular, el cual puede ser peligroso debido a los desórdenes en la proliferación celular e 

incluso por la formación y promoción de tumores (Leme and Marin-Morales, 2009). 

 

Figura 1 Ciclo celular y fase de la mitosis Fuente: Conceptos de genética 5ta ed 

 

Por otro lado, A. cepa nos brinda información importante para evaluar los mecanismos de 

acción de un agente sobre material genético como efectos clastogénicos y/o aneugénicos. Por 

ejemplo, la detección de pesticidas en raices de A. cepa con estas alteraciones (Chauhan  et al., 

1998, Ateeq et al., 2002, Bolle et al., 2004, Chauhan L. & Gupta SK 2005, Fernandes et al.,2007, 

Srivastava K & Mishra K.), así como  metales en aguas de consumo (Fiskesjo  1981, Inceer  et 

al.,2000, Steinkellner et al., 1998, Matsumoto et al., 2006, Yi H., et al., 2007, Seth et al., 2008),  

hidrocarburos aromáticos (Leme D.M & Marin-Morales M.A, 2008a, Leme D.M & Marin-

Morales 2008b, Fiskesjo G. & Lassen C 1982), efuentes industriales (Migid et al., 2009, 

Sudhakar et al., 2001, Carita´ R.& Marin-Morales M.A. 2008, Smaka-Kincl et al., 1996, Migid et 



al., 2007, Grover I.S. & Kaur 1999, Chandra et al., 2005) y productos usados en la desinfección 

del agua (Feretti et al., 2008, Melnick et al., 1994, Boorman 1999, Monarca et al., 2003, Crebelli 

et al.,2005).  

 

Con respecto a la evaluación de la genotoxicidad de vinazas diversos estudios han 

mostrado la eficacia de las pruebas en A. cepa. Por ejemplo, (Srivastava y Jain 2010) evaluaron el 

efecto de la vinaza sin tratar, la vinaza digerida y la vinaza digerida diluida (1:5 v/v); la vinaza 

cruda y la vinaza digerida presentaron un efecto sobre el índice mitótico, así como la generación 

de cromosomas pegajosos y rezagados, C-metafases, multipolaridad, células bi y multinucleadas 

y efectos mutagénicos como roturas de cromosomas y micronúcleos. Según estos autores, estas 

alteraciones fueron causadas por altas concentraciones de K, P, S, Fe, Mn, Zn y Cu y metales 

pesados como Cd, Cr, Ni y Pb. Posteriormente, (Souza et al. 2013) analizaron A. cepa expuestas 

a vinaza y observaron principalmente puentes cromosómicos, adherencias y roturas 

cromosómicas. Una evaluación más amplia, fue realizado por Christofoletti et al, (2013) donde se 

analizaron los efectos citotóxicos, genotóxicos y mutagénicos en células meristemáticas de A. 

cepa después de tratarla con efluentes de vinaza. Se observó que la muestra de vinaza de caña de 

azúcar presentó efectos genotóxicos en las células meristemáticas de A. cepa, incluso después del 

procesamiento de este residuo por invertebrados terrestres. En bioensayos de laboratorio, 

(Anacleto et al 2017; Bhat et al. 2016b) analizaron el efecto toxicológico de las aguas de desecho 

de la industria de la caña de azúcar y evidenciaron que muestras tomadas al poco tiempo 

mostraron más actividad genotóxica y mutagénica que las muestras que fueron tomadas en 

tiempos tardios. En otro estudio, evaluaron el potencial genotóxico, con A. cepa, proveniente de 

vinazas de dos sutratos, como la caña de azúcar y la naranja (García et al. 2017). Se encontró que 



ambos tipos de vinaza son capaces de inducir aberraciones cromosómicas en células 

meristemáticas, principalmente puentes nucleares y anafásicos.  

1.1.3 Aberraciones cromosómicas (AC) 

Las aberraciones cromosómicas (AC) se caracterizan por cambios en la estructura o en el 

número total de cromosomas, pueden ocurrir espontáneamente o como resultado de la exposición 

a agentes químicos (Białas et al., 2009). Las AC numéricas son aneuploidías y poliploidías, se 

originan por alteraciones en la segregación de los cromosomas y puede ocurrir espontáneamente 

o por la acción de agentes aneugénicos (Zhang et al., 2010).  

En la evaluación de AC, usando la prueba de A. cepa, se tienen en cuenta varios tipos de 

aberraciones en las diferentes fases de la célula en división (profase, metafase, anafase y 

telofase). Sin embargo, este análisis no es sencillo de realizar, ya que requiere un conocimiento 

preciso de las fases de división celular y sus posibles anomalías. Cosiderando este problema, 

Rank & Nielsen 1994, adaptaron la prueba de A. cepa para facilitar los análisis para personas que 

no trabajan en el área de citología; estos autores, propusieron el análisis sólo en anafase y 

telofase. Sin embargo, el análisis de los diferentes tipos de AC, en todas las fases de el ciclo 

celular, propuesto inicialmente por Fiskesjo 1981, permite una evaluación integral y precisa. Las 

AC, tales como puentes cromosómicos y roturas, son indicadores de una acción clastogénica, 

mientras que las pérdidas cromosómicas, los retrasos, la adherencia, la multipolaridad y las c-

metafases resultan de efectos aneugénicos. En la figura 2, se muestran algunas de las AC que 

pueden observarse en A. cepa después de la exposición a agentes químicos. 



 

Figura 2 AC observadas en células meristemáticas de A 

Fig 2. AC observadas en células meristemáticas de A. cepa expuestas a agentes químicos. 

(A) Metafase normal; (A1) Metafase con rotura cromosómica; (A2) C-metafase; (A3) Metafase 

con pérdida cromosómica; (A4) Célula binucleada en metafase; (A5) Metafase con adherencia 

cromosómica; (B) Anafase normal; (B1) Anafase con puente cromosómico; (B2) Anafase con 



rupturas cromosómicas; (B3) Anafase con puente y pérdida de cromosomas; (B4) Anafase con 

pérdida de cromosomas; (B5) Anafase multipolar; (C) Telofase normal; (C1) Telofase con puente 

cromosómico; (C2) Telofase con puente y pérdida de cromosomas; (C3) Telofase con ruptura 

cromosómica; (C4) Telofase multipolar; (C5) Telofase multipolar con puente cromosómico. 

Tomado de Leme et al, 2008. 

1.1.4 Micronucleos (MN) 

Desde 1959, los MN han sido propuestos como marcadores de daños citogenéticos 

(Kirsch-Volders et al, 2003). Sin embargo, el análisis de la frecuencia como una prueba de 

citogenética solo fue propuesto en 1970 por Boller y Schimid (Boller K & Schimid W 1970) y 

luego se empleó en eritrocitos policromáticos de médula ósea (Heddle 1973) y linfocitos 

(Countryman P. & Heddle J.1976). El ensayo se ha utilizado ampliamente en estudios de 

genotoxicidad (Sutiakova ET AL., 2014, Norppa H, Falck G., 2003, OECD, 2003); además, se 

puede aplicar a cualquier célula eucariota siendo preferible usarla en sustitución de la prueba de 

aberraciones cromosómicas, ya que no requiere análisis de cariotipo (Fenech M. & Morley A. 

1985, Albertini et al., 1987, Miller et al., 1997, Semmes et al, 1996). 

Los micronúcleos (MN) son fragmentos de cromosomas o cromosomas completos, que 

espontáneamente o por causa de agentes genotóxicos, quedan fuera del núcleo durante la división 

celular. En hematología, los MN se conocen como cuerpos de Howell-Jolly y su forma es 

generalmente redonda o almendrada alcanzando un diámetro entre 0,4 a 1,6 micras (Heddle et al, 

1991, Schmid W. (1975, Fuic A, Mijic A. 1999). La prueba de MN permite detectar agentes 

clastogénicos como son las radiaciones y algunos medicamentos antineoplásicos (bleomicina, 

mitomicina c, ciclosfosfamida, entre otros) que inducen daños en el ADN, como quiebras de 

hebras y daño cromosómico, lo que contribuye a la formación de micronúcleos. Los agentes 



aneugénicos (colchicina, vincristina y vinblastina) se caracterizan por bloquear la polimerización 

de microtúbulos durante la formación del huso mitótico, originando rezagos de cromosomas 

completos, que no se incluyen en los núcleos hijos, formados durante la transición de 

metafase/anafase de la mitosis. Los compuestos aneugénicos causan MN más grandes que los 

producidos por los agentes clastogénicos (Hatanaka et al, 1992), dado que se han identificado 

presencia de centrómero y/o cinetocoro detectados por la técnica citometría de flujo (Dorothea et 

al, 1998).  

Este capítulo tiene como objetivo general determinar la actividad citotóxica y genotóxica 

en A. cepa inducida por diferentes diluciones de vinaza generada en la planta de producción de 

bioetanol en Frontino, Antioquia, antes y despues de ser sometidas a procesos de bio-oxidación y 

de Fenton. Para lograr esto, se plantearon tres objetivos específicos como fue evaluar la toxicidad 

de los diferentes tipos de vinaza en la división celular en células de raíz de A. cepa; adionalmente, 

se consideró determinar en este mismo bioensayo la genotoxicidad registrando las aberraciones 

cromosómicas y los micronúcleos.  

1.2 Metodología 

1.2.1 Obtención de la muestra 

Se obtuvo melaza proveniente de la planta productora de bioetanol ubicada en el 

municipio de Frontino (Antioquia) a 172 Km de Medellín, especificamete en las coordenadas 

6°46′43″N, 76°07′53″O. El proceso para obtener etanol a partir de la melaza implica dos etapas 

como son la fermentación y la destilación. En la primera, la melaza fue filtrada y diluida con agua 

para facilitar el proceso de fermentación, usando un recipiente con levadura, las cuales consumen 

los azúcares y producen etanol, agua, CO2 y otros compuestos. En la segunda etapa, el producto 



resultante de la fermentación se calienta en un alambique o destilador y el etanol se separa 

mediante evaporación y condensación, la fracción no destilada corresonde a la vinaza (Figura 3). 

 

Figura 3 Proceso para obtener etanol a partir de la melaza 

 

Se recolectaron 5 L de vinaza, se realizó un análisis físico - químico para medir la 

relación C/N, porcentaje de carbono, sólidos y metales pesados; a los tres tipos de muestra se 

mideron las variables como pH y demanda química de oxígeno (DQO). 

De igual manera, con los tres tipos de muestra se realizaron los tratamientos químicos que 

reducen la materia orgánica y las evaluaciones biológicas. 

1.2.2 Procesamiento de la muestra 

La muestra de vinaza obtenida fue sometida al tratamiento de bio-oxidación, llevado a 

cabo in batch con un pH de las vinazas entre 6,5-7,5; luego, se tomaron 10 mL de vinaza y se 

mezclaron con 182 g de inóculo de lodo y se aforo a 500 mL con agua del grifo. Posteriormente, 



se llevo al baño maria a 37°C durante 10 días. Se determinó la demanda química de oxígeno 

(DQO) y pH a la muestra resultante, siguiendo el protocolo para Colombia NTC 3629 y NTC 

5167 respectivamente.  

Una vez finalizado el proceso de bio-oxidación de la muestra, a una porción de esta se 

aplicó el tratamiento Fenton. Para esto, se ajustó el pH a 4,0; luego, se  añadió una mezcla de 8 g 

de FeSO4 y 80 mL de H2O2 (50%) por cada litro de vinaza (Beltrán de Heredia Alonso, 2005) y 

se ajustó el pH del efluente final a 6,5 para precipitar las sales de hierro (Novelo et al., 2010). 

Al final del procesamiento de la muestra, se obtienen tres tipos de muestra (figura 4) con 

los cuales se realizaron, posteriormente, las evaluaciones biológicas.   

 

Figura 4 Tipos de muestra de vinaza para las evaluaciones biológicas 

 

1.2.3 Evaluación del potencial citotóxico y genotóxico en raíces de Allium cepa. 

Previo a realizar el experimento, se determinó la toxicidad de las muestras para establecer 

las concentraciones en las evaluaciones biológicas. Se tomaron bulbos de cebollas sanas, con 

presencia de raíces para evaluar las tres tipos de muestras obtenidas de vinazas. La zona radicular 

de los bulbos se limpió cuidadosamente con el fin de no despojar totalmente las células 

meristemáticas, estos bulbos fueron depositados en agua potable, a temperatura ambiente y en 

oscuridad por 72 h, renovando el agua cada 24 h, para evitar pudrición. En este sentido, se 

pusieron los bulbos de cebolla a crecer en concentraciones crecientes (0,1; 0,5; 1,0; 1,5; 2,0; 2,5; 

3,0; 3,5; 4,0; 5,0; 10; 50 y 100 %); posteriormente, se tuvieron en cuenta las raíces cuyos 



tratamientos presentaron una longitud entre 1,5 y 2,0 cm, que correspondieron a las 

concentraciones inferiores o iguales 3,0 %; las concentraciones superiores no mostraron 

crecimiento radicular por el efecto tóxico.  

El procedimiento para el experimento contempló el procesamiento de los bulbos como se 

mencionó anteriormente. Luego, los bulbos se sometieron a los diferentes tratamientos 

experimentales en la oscuridad por 44 h, tiempo en el cual se completan 2 ciclos celulares (Rank, 

2003). Los tratamientos fueron: agua destilada (control negativo), 10 mg/L de metil metano 

sulfonato (MMS) como control positivo y 8 diluciones (0,25 %; 0,5 %; 0,75 %; 1,0 %; 1,25 %, 

1,75 %; 2,0 % y 3,0%) para cada tipo de muestra. Todos los tratamientos fueron renovados cada 

24 h. Transcurrido el tiempo de exposición, las raíces se cortaron y se fijaron en 3 mL de 

solución fijadora de Carnoy (metanol: ácido acético; 3:1). Para cada evaluación, se toman tres 

raíces fijadas por bulbo de cada tratamiento y se someten a un proceso de hidrolisis para degradar 

pared celular, la cual consistió en usar una solución 1 N de HCl a 55 ºC por 6 minutos; después 

de este proceso se cortó 1 mm del ápice terminal para evaluar las aberraciones cromosómicas y el 

índice mitótico (IM). De esta raíz, se corta el siguiente milímetro para analizar la formación de 

micronúcleos. Para ambos casos, las muestran se disponen en un portaobjetos, se macera con un 

bisturí y se tiñen con el colorante orceína acética al 2,0 % por un tiempo entre 8 a 10 minutos. 

Luego, se hizo presión con una toalla absorbente cuidadosamente sobre el cubreobjetos para 

expandir y eliminar el exceso de colorante. Por último, se realiza el montaje en un microscopio 

óptico de luz (Olympus) para hacer las observaciones a 40 X  (Figura 5).  



 

Figura 5 Determinación del Indice mitótico (IM), aberraciones cromosómicas y micronúcleos e racices 

de Allium cepa. El procedimiento se realizó por triplicado. Fuente propia. 

 

Para determinar el Índice Mitótico se contaron 2.000 células por placa (6.000 en total), de 

acuerdo con la metodología de Fiskesjo, 1997; para esto el IM (%) = CA/CB × 100, dónde: CA = 

Número total de células en división por tratamiento; CB = Número total de células contadas por 

tratamiento. Para evaluar las Aberraciones Cromosómicas y los Micronúcleos, se contaron 500 

células por cada placa (1500 en total) y se determina la frecuencia de células con estas 

alteraciones sobre el total de células sanas. 

1.2.4 Análisis estadístico 

En el presente estudio, se efectuó un análisis estadístico de los datos recabados referentes 

a las variables como son el índice mitótico, aberraciones cromosómicas  y micronúcleos. 

Primero, se procedió con una estadística descriptiva; para ello, se calculó la media aritmética y la 

desviación de los resultados de tres ensayos independientes para cada una de las mencionadas 

variables, proporcionando una representación central de los datos. 



Posteriormente, con el objetivo de explorar la relación potencial entre las variables y 

determinar la naturaleza y fortaleza de estas relaciones, se aplicó una regresión lineal entre índice 

mitótico, aberraciones cromosómicas y micronucleos vs concentraciones de los diferentes tipos 

de vinaza: vinaza cruda, vinaza bióxidada con levadura y vinaza oxidada con reacción de Fenton. 

El criterio convencionalmente aceptado en la literatura científica es que una relación es 

considerada estadísticamente significativa si el valor de p (probabilidad) es inferior a 0,05. En 

consecuencia, cualquier relación con con un valor menor a este umbral se interpretó como un 

indicativo de una correlación no aleatoria entre las variables en cuestión. 

1.3 Resultados 

1.3.1 Análisis fisicoquímico de la vinaza 

El análisis fisicoquímico de la vinaza fue realizado por el grupo interdisciplinario de 

estudios moleculares (GIEM), donde se analizaron los siguientes parámetros: pH, conductividad, 

relación carbono nitrógeno, DQO (demanda química de oxígeno), y los metales cadmio (Cd), 

plomo (Pb), cromo (Cr), mercurio (Hg), níquel (Ni) y arsénico (As) (Tabla 3). 

Tabla 3   

Resumen de los análisis fisicoquímicos de la muestra de vinaza. VC: vinaza cruda; VA: vinaza bioxidada 

con levaduras: VO: vinaza oxidada por Fenton; DQO: demanda química de oxigeno; ND: no detectado 

Parámetro VC VB VO Norma 

     

pH 3,84 6,3 6,51 NTC5167 

DQO (mg/L) 30.420 11.000 6.860 NTC3629 

Relación C/N 192,60 - - NTC5168 

% CO 9,9 - - NTC5168 

% Sólidos  

Totales 
55,78 - - 

NTC897 

 



% Sólidos volátiles  96,73 - - 
NTC897 

 

%Sólidos fijos (mg) 3,27 - - 
NTC897 

 

Cd (ppm) ND - - SM 3111B 

Cr (ppm) ND - - SM 3111B 

Ni (ppm) ND - - SM 3111B 

Pb (ppm) ND - - SM 3111B 

Hg (ppm) ND - - SM 3112ª 

As (ppm) ND - - SM 3114C 

 

 

Como se puede observar en la tabla 3, la vinaza mostró un pH acido 3,84 para VC, 6,3 

para VB y 6,5 para VO; estos valores de pH son característicos de este tipo de muestra; de igual 

manera, la muestra presentó un alto contenido de material orgánico representado por una DQO de 

30.420 mg/L para VC, 11.000 mg/L para VA y 6.860 mg/L para VO. Se observa una remoción 

de materia orgánica en términos de DQO para la vinaza tratada anaeróbicamente o por 

bioxidación de 63,8 % y para la vinaza tratada con la oxidación química o reacción de Fenton se 

registró un 77,4 %. No se detectaron los metales Cd, Cr, Ni, Pb, Hg y As en la muestra de vinaza 

cruda. Por último, el resultado de la relación C/N 192.6, indica poca cantidad de nitrógeno en la 

muestra. 

1.3.2 Potencial citotóxico y genotóxico en A. cepa 

Los resultados de las diferentes evaluaciones en los tres experimentos en A. cepa son 

registrados en la tabla 4.    

 

Tabla 4  



Actividad citotóxica y genotóxica en Allium cepa inducida por diferentes diluciones de vinaza 

cruda. VC: vinaza cruda; VB: vinaza bioxidada con levaduras: VO: vinaza oxidada por Fenton. 

Los datos corresponden a tres experimentos de manera independiente. 

Vinaza 

(%) 
Indice Mitótico (IM) 

Frecuencia de Aberraciones 

cromosómicas 
Frecuencia de Micronucleos 

 VC VB VO VC VB VO VC VB VO 

0% 11,8 ± 0,4 12,6 ± 0,6 13,5 ± 0,4 0,2 ± 0,4 0,1 ± 0,0 0,04 ± 0,1 0,04 ± 0,0 0,0 ± 0,0 0,03 ± 0,1 

0,25% 10,8 ± 0,6 11,5 ± 0.1 12,6 ± 0,0 0,4 ± 0,0 0,2 ± 0,1 0,2 ± 0,2 0,04 ± 0,0 0,02 ± 0,0 0,03 ± 0,0 

0,5% 10,3 ± 0,6 10,9 ± 0,6 11,9 ± 0,2 0,9 ± 0,2 0,5 ± 0,1 0,4 ± 0,2 0,04 ± 0,1 0,02 ± 0,0 0,03 ± 0,0 

0,75% 9,6 ± 0,4 9,9 ± 0,3 10,9 ± 0,3 1,4 ± 0,3 0,5 ± 0,1 0,4 ± 0,1 0,11 ± 0,0 0,04 ± 0,0 0,05 ± 0,1 

1% 9,1 ± 0,5 9,2 ± 0,8 10,2 ± 0,3 1,8 ± 0,6 0,7 ± 0,0 0,5 ± 0,1 0,04 ± 0,0 0,04 ± 0,0 0,05 ± 0,1 

1,25% 8,0 ± 0,5 8,1 ± 0,4 9,5 ± 0,1 1,4 ± 0,1 0,7 ± 0,4 0,6 ± 0,2 0,20 ± 0,1 0,1 ± 0,0 0,07 ± 0,1 

2% 5,7 ± 0,4 6,9 ± 0,6 8,4 ± 0,4 2,3 ± 0,4 1,0 ± 0,3 0,7 ± 0,2 0,11 ± 0,0 0,1 ± 0,0 0,09 ± 0,1 

3% 3,6 ± 0,1 5,5 ± 0,4 7,6 ± 0,6 2,5 ± 0,6 1,1 ± 0,1 0,9 ± 0,1 0,2 ± 0,1 0,1 ± 0,0 0,09 ± 0,1 

 

En la figura 6 y la tabla 4 se observa que el IM tanto de VC, VB y VO disminuye a 

medida que aumenta la concentración, con un coeficiente de correlacion de -0,97, -0,96 y -0,98 

respectivamente. Para los 3 tipos de vinaza se observa un comportamiento de linealidad de los 

datos con un valor significativo menor a 0,05. En este sentido, la comparación de los valores para 

el control negativo con respecto a los valores de las concentraciones se observa que para VC y 

VB hay diferencias significativas a partir de la concentración de 0,5 % y para VO de 0,25 %; En 

general, se observa que para todas las concentraciones en los diferentes tipos de vinaza (VC, VB, 

VO) hay un menor daño como consecuencia del tratamiento de la vinaza con la bioxidación y la 

oxidación química (Tabla 4). Específicamente, en la concentración 3 % el IM correspondió a 

3,63, 5,52 y 7,62 para VC, VB y VO respectivamente lo que indicaría un restablecimiento de la 

división celular dado el proceso biológico de la vinaza con levaduras o químico con las 

reacciones de Fenton. 



 

Figura 6 Indice mitótico (IM) en Allium cepa inducida por tres tipos de vinaza. VC: vinaza cruda; VB: 

vinaza bioxidada con levaduras; VO:  vinaza oxidada por reacciones de Fenton. 

Con relación a las aberraciones cromosómicas (AC) el compartamiento de los datos 

presentaron también una tendencia lineal, pero a diferencia de la prueba anterior, esta fue 

positiva, con un valor en R de 0,89, 0,93 y 0,93 (Figura 7) y un valor de p<0,05. Esto quiere 

decir, que a mayor concentración mayor AC se presentaron. La comparación del control negativo 

con las concentraciones mostró que para VC y VB las AC se presentan de manera significativa a 

partir de 0,25 % y para VO correspondió a 0,5 %. 



 

Figura 7 Aberraciones cromosómicas (AC) en Allium cepa inducida por tres tipos de vinaza. VC: 

vinaza cruda; VB: vinaza bioxidada con levaduras; VO:  vinaza oxidada por reacciones de Fenton. 

Cuando comparamos la respuesta en la concentración más alta (3 %), se observa una 

disminución de las AC en VC, VB y VO con valores de 2,5, 1,10 y 0,89 respectivamente (Tabla 

4).  

Por último, los resultados de micronúcleos se observaron de manera similar a las AC por 

la tendencia positiva al obtener valores de coeficente de correlación de 0,64, 0,76 y 0,63 para VC, 

VB y VO respectivamente (Figura 8). Esto indica una baja relación lineal entre los datos, en 

comparación con lo registrado para IM y AC. En este sentido, no se observa un impacto 

significativo en las diferentes concentraciones y solo es evidente diferencias significativa en la 

concentración de 3 % con respecto al control para la VC.  



 

Figura 8  Mironucleos (MN) en Allium cepa inducida por inducida por tres tipos de vinaza. VC: 

vinaza cruda; VB: vinaza bioxidada con levaduras; VO: vinaza oxidada por reacciones de Fenton. 

La comparación de las respuestas en la concentración de 3 % para los diferentes tipos de 

vinaza, muestra un compartamiento similar a IM y AC, ya que los valores promedios de MN 

registrados fueron 0,20, 0,11 y 0,09 para VC, CB y VO (Tabla 4). 

1.4 Discusión 

Los diferentes tipos de vinaza produjeron daño citotóxico y gentóxico en células de A. 

cepa. Sin embargo, en la evaluación de MN no se observó dicho daño. Teniendo en cuenta que la 

inducción de micronucleos en la región F1 fue muy baja puede ser un indicativo que las 

anomalías mitóticas y cromosómicas observados en las células meristemáticas fueron reparados 

Christofoletti et al. (2012, 2013). Otra posible explicación es la dificultad en su detección, ya que 

en el campo visual se puede confundir con otras partículas ajenas a la muestra o incluso con 

precipatos de los colorantes.  

Con respecto a la evaluación del IM, se registró una disminución de la división celular, 

así como un incremento en el daño de cromosomas para los tres tipos de vinaza (Tabla 4). Estas 



observaciones también fueron reportadas por otros autores, donde asocian una reducción en el IM 

de las células meristemáticas con una disfunción de la cromatina inducida por interacciones 

metal/compuestos organometálicos-ADN o a una alteración del ciclo celular. (Anacleto et al., 

2017; Bhat et al., 2016 b; Soltys et al., 2011; Radi´c et al, 2010).  

En las AC pueden ser diversas de acuerdo con la muestra evaluada. Por ejemplo, con 

residuos de destilería se han reportado células que presentan C-metafase producto de una falla del 

huso acromático; de igual manera, se han registrado células con cromosomas que forman puentes 

anafásicos y cromosomas pegajosos, debido a una disfunción de la cromtina (Kumar et al 2021). 

Los puentes cromosómicos en la anafase y la telofase indican anomalías asociadas con los efectos 

clastogénicos de los contaminantes vertidos en el efluente de la destilería (Chandra y Kumar 

2017a). Según (Mercykutty y Stephen, 1980) la pegajosidad en el cromosoma puede surgir 

debido a la eliminación de la cubierta proteica del ADN en los cromosomas, la rotura y el 

intercambio en las unidades de fibras plegables básicas de las cromátidas, la despolimerización 

del ADN y la disolución de las nucleoproteínas.  

Con relación a los MN, se aprecia que por los valores de coeficiente de correlación en los 

tres tipos de muestra estuvo entre 0,63 y 0,76 los cuales no son tan significativos, exceptuando la 

concentración de 3 % en la vinaza cruda y vinaza bióxidada (Figura 5). Como se mencionó 

anteriormente, su detección presentó algunos inconvenientes que posiblemente sean los 

responsales del comportamiento de estos datos. La presencia de MN más común es aquellos 

formados por rupturas o quiebres en cromosomas acéntricos que no se incorporan a los núcleos 

hijos y se encapsulan en membranas nucleares separadas (Pellman D & Luis S. 2020, Hatch 

2018). Otra razón para la existencia de MN, es la interrupción en el ensamblaje del huso mitótico 

ocasionado por algunos fármacos (Pellman D & Luis S. 2020). Por último, los MN pueden surgir 



también a causa de cromosomas rezagados, los cuales son separados del núcleo y envueltos en 

una membrana, aunque esto es inusual (Pellman D & Luis S. 2020, Hatch 2018). 

Referente a los tipos de vinazas contemplados en este estudio, se puede observar que la 

bioxidación realizada con levaduras y la oxidación con las reacciones de Fenton presentan una 

mejor respuesta celular al evaluar el IM, las AC y los MN. 

En los resultados del IM se observa que al tratar la vinaza cruda con la bioxidación y su 

posterior tratamiento químico el daño disminuyó. En este sentido, se puede observar en la tabla 5, 

que el índice mitótico mejoró, alcanzando un 20,0% para la concentración del 2 % y 52,1 % en la 

concentración de 3 %. Valores más altos se observan cuando se compara la vinaza cruda con la 

oxidación química, donde se obtuvo una recuperación de la división celular de 46,3 % para la 

concentración de 2 % y 109,9 % para el 3 %. 

Tabla 5   

Comparación de los resultados de IM de vinaza cruda con respecto a su tratamiento con bio-

oxidación con levaduras  y con oxidación química. 

Concentraciones 
Diferencia 

entre VB-VC 

% de mejora 

del IM 

Diferencia 

entre VO-VC 

% de mejora 

del IM 

0,25% 0,68 6,3 1,77 16,4 

0,50% 0,63 6,1 1,55 15,0 

0,75% 0,36 3,8 1,32 13,8 

1% 0,08 0,9 1,09 12,0 

1,25% 0,11 1,4 1,42 17,7 

2% 1,15 20,0 2,66 46,3 

3% 1,89 52,1 3,99 109,9 

 

Con la prueba de AC, el compartamiento de la mejora en la respuesta tanto para VB como 

VO fue similar, mostrando unos valores levemente superior en las concentraciones 0,75 % y 1 % 



(Tabla 6).  En general, se aprecia un rango de porcentaje de mejora al tratar la vinaza con 

levaduras entre 48,9 % y 65,0 % y para el tratamiento con la oxidación química los valores 

fueron entre 51,4 % y 71,4 %. 

Tabla 6  

Comparación de los resultados de AC de vinaza cruda con respecto a su tratamiento con bio-

oxidación con levaduras y con oxidación química. 

Concentraciones 

Diferencia 

entre VC-

VB 

% de disminución 

de AC 

Diferencia 

entre VC-VO 

% de disminución 

de AC 

0,25% 0,2 57,1 0,18 51,4 

0,50% 0,44 48,9 0,48 53,3 

0,75% 0,91 65,0 0,96 68,6 

1% 1,1 62,9 1,25 71,4 

1,25% 0,72 51,4 0,8 57,1 

2% 1,27 56,4 1,54 68,4 

3% 1,4 56,0 1,61 64,4 

 

Por último, los valores de mejora en la respuesta para MN no fueron tan consistentes 

como en las dos pruebas anteriores, sin embargo, en la VB se alcanzó un 63,6 para la 

concentración de vinaza de 0,75 % y en la VO el valor más alto fue de 65,0 % para la 

concentración 1,25 % Tabla 7. 

Tabla 7  

Comparación de los resultados de MN de vinaza cruda con respecto a su tratamiento con bio-

oxidación con levaduras y con oxidación química. 

Concentraciones 
Diferencia  

entre VC-VB 

% de disminución 

de MN 

Diferencia 

entre VC-

VO 

% de disminución 

de MN 

0,25% 0,02 50,0 0,01 25,0 



0,50% 0,02 50,0 0,01 25,0 

0,75% 0,07 63,6 0,06 54,5 

1% 0 0,0 -0,01 -25,0 

1,25% 0,11 55,0 0,13 65,0 

2% 0,02 18,2 0,02 18,2 

3% 0,09 45,0 0,11 55,0 

 

Teniendo encuenta que la vinaza es una mezcla compleja, no es posible indicar cuál de los 

compuestos o características fisicoquímicas son responsables de su genotoxicidad. En tal caso, la 

capacidad de un compuesto para interferir en la acción de otro debe ser tenida en cuenta 

(Azevedo y Chasin, 2004). El pH, por ejemplo, puede interferir con la biodisponibilidad de los 

metales, ya que puede contribuir a su precipitación en el ambiente (CETESB, 2009). Los valores 

bajos de pH reducen la fidelidad de las enzimas de replicación y reparación del ADN potenciando 

efectos genotóxicos (Brusick, 1986). Pedro-Escher et al. (2016) y Christofoletti et al. (2013b) 

mostraron que El pH bajo fue uno de los parámetros responsables de la genotoxicidad. observado 

en sus muestras de vinaza. 

Una explicación a la mejora en la respuesta biológicas entre la VB y VO con respecto a la 

VC es cambio de variables químicas como el pH y la DQO. El pH ácido en el ambiente 

intracelular inhibe la proliferación celular (Laihia et al, 2010), lo que es congruente con el valor 

mayor de disminución del índice mitótico en VC con respecto a los otros dos tipos de vinaza. La 

bioxidación (VB) y la oxidación química (VO) redujeron la DQO y por consiguiente aumento el 

valor de PH, lo que se reflejó en una mejor respuesta en las céluas para la evaluación del índice 

mitótico, aberracioens cromosómicas y los micronúcleos. 

1.5 Conclusiones  

Los resultados obtenidos muestran que los compuestos en la vinaza afectan la división 

celular en células meristemáticas de raíz de A. cepa.  En este sentido, se encontró que la vinaza 



cruda (VC) tienen compuestos citotóxicos, evidenciado con una disminución de la división 

celular cuando se aumenta la concentración.   

Se determinó que la vinaza cruda (VC) tiene un efecto genotóxico en las células 

meristemáticas de A. cepa al registrarse mayores aberraciones cromosómicas cuando la 

concentración de vinaza era mayor.  

Los tratamientos de bioxidación y oxidación química con las reacciones de Fenton 

aplicados a la vinaza cruda, mostraron un efecto protector en la toxicidad y genotoxicidad en las 

células meristemáticas de A. cepa. Este análisis es coherente con los valores de pH y DQO 

registrados en la caracterización química realizada a los tres tipos de vinaza, mostrando valores 

menos perjudiciales para las células. 

  



CAPITULO II 

2.1 Evaluación de la actividad genotóxica en linfocitos humanos inducida por diferentes 

diluciones de vinaza generada en la planta de producción de bioetanol en Frontino, 

Antioquia, antes y despues de ser sometidas a procesos de bio-oxidación y de Fenton. 

 

2.1.1 Introduccion 

La contaminación del ambiente por subproductos de procesos agroindustriales se ha 

convertido en una de las principales preocupaciones de la comunidad científica, ya que muchas 

sustancias tienen la capacidad de generar daño en el ADN, causando alteraciones químicas o 

físicas, lo que se conoce como genotoxicidad (Akpoilih B.U. 2012). Genotoxicidad es un término 

utilizado para referirse a sustancias que afectan el material genético de una célula (ADN y ARN), 

perturbando así la integridad de la célula (Ren et al 2017, Mohamet et al, 2017). Algunas veces se 

confunde genotoxicidad con mutagenicidad (Ren et al 2017). No todas las sustancias genotóxicas 

ostentan propiedades mutagénicas; mientras que, cada mutágeno es capaz de inducir 

genotoxicidad. Existen tres tipos de agentes, los cuales están asociados con alteraciones 

genéticas: agentes causantes de cáncer (Ren et al 2017) como los que causan mutaciones 

(Mohamet et al, 2014) y teratogénesis (Sloczynska et al 2014) y los relacionados con defectos de 

nacimiento (Rencuzogullari et al, 2019, Nohmi et al, 2018). Cuando el daño del material genético 

recae sobre células somáticas, puede conducir al desarrollo de cáncer, pero si el daño se da en 

células germinales originará mutaciones hereditarias que ocasionan defectos congénitos; estos 

daños, pueden provocar lesiones menores en la molécula de ADN o anormalidades cromosómicas 

mayores, que pueden incluir duplicación, inserción o eliminación de información genética y 

pueden desencadenar la aparición de diversas enfermedades (Mohamet et al, 2014, Savage et al, 

1976). Cabe resaltar, que existe una estrecha asociación entre daño en el ADN e inducción de 



varios tipos de cáncer (Sarasin, A. 2003). La exposición continua en bajos niveles puede generar 

riesgos graves para la salud, dado que el ADN es el portador de la información heredada y 

cualquier cambio en su estructura puede potenciar cambios biológicos graves (Reus et al., 2012). 

Por lo anterior, resulta importante estudiar e identificar los diferentes agentes físicos, químicos y 

biológicos con posibles efectos genotóxicos. Dentro de los ensayos más utilizados para el estudio 

de la genotoxicidad esta la prueba de electroforesis en gel de células individuales, también 

conocoda como ensayo cometa (Singh et al., 1988), la cual además de proporcionar información 

valiosa se caracterizan por ser muy sensibles y de bajo costo. 

2.1.2 Ensayo Cometa 

El ensayo cometa ha sido objeto de diversas modificaciones, entre las que se encuentran 

el desarrollo de una técnica en microgeles de electroforesis bajo condiciones neutras y tinción del 

ADN con naranja de acridina (Ostling, O., & Johanson, K. J. 1984). Otra modificación reportada 

en la literatura es la hibridación in situ fluorescente (Comet- FISH) que permite evaluar el daño 

de ADN específico (McKenna et al., 2012). En la búsqueda de estas mejoras se logró un método 

más versátil y corresponde a la versión alcalina (Singh et al., 1888), que sirve para detectar 

niveles bajos de rupturas en el ADN; es una técnica rápida, sensible, confiable, de bajo costo, no 

invasiva y permite visualizar el daño en el ADN en células individuales (Maistro et al., 2004). El 

principio del ensayo consiste en lisar células embebidas en agarosa de bajo punto de fusión sobre 

portaobjetos de microscopía, posteriormente se lleva a cabo una electroforesis en condiciones 

neutras o altamente alcalinas (pH>13). El ADN que migra después de la neutralización se tiñe 

con el colorante adecuado (por ejemplo, bromuro de etidio (EB), yoduro de propidio (PI), 4,6-

diamidino-2-fenilindol (DAPI), y naranja de acridina) y se visualiza con un microscopio de 

fluorescencia; por ultimo, con el uso de un software se evalúa cuantitativa y cualitativamente el 



daño en el ADN mediante el conteo de 50 a 100 células por dosis/individuo. Hay varios 

parámetros de medidas; sin embargo, entre los más utilizados están el porcentaje de ADN en 

cola, longitud de la cola (micras) y momento de cola (Collins et al., 2008). El ensayo puede 

realizarse tanto in vivo como in vitro y ha sido aplicado a una variedad de muestras celulares para  

evaluar el daño en el ADN y estudiar la reparación del mismo (Dhawan et al, 2009). En ensayos 

in vivo se han utilizado ratones en diferentes tejidos y órganos (Sasaki et al, 2000), mientras que 

estudios in vitro se han llevado a cabo en líneas celulares de ovario (CHO), fibroblastos de ratón 

(V79), entre otros, y en cultivos de células primarias (Maistro et al., 2004). El ensayo cometa se 

ha convertido en uno de los métodos estándar para la evaluación de daño en el ADN, tanto así, 

que ha sido recomendado para ser usado rutinariamente en estudios de evaluación de seguridad 

genotóxica de productos en el ambiente, con el fin de que sean avalados bajo los parámetros de 

regulación internacional. Una de las ventajas del ensayo cometa es su sensibilidad para detectar el 

daño del ADN en el nivel más bajo (0,1 rupturas de ADN por 10E+9 daltons) en comparación 

con las pruebas de aberraciones cromosómicas y el ensayo de micronúcleos (Gedik, C., & S. 

Ewen, A. C. 1992); otras ventajas no menos importantes, son el requerimiento de un pequeño 

número de células (~ 10.000) por muestra, la flexibilidad para utilizar la proliferación, así como 

las células no proliferantes, de bajo costo, la fácil aplicación y la corta duración del ensayo (Tice 

et al, 2000, Muchut et al, 2011). El ensayo cometa ha sido utilizado en áreas como la toxicología 

genética (Araldi et al., 2014, Speit  etal., 2009, Wada et al., 2014, Anderson et al., 1998, Araldi et 

al, 2014, Burlinson et al, 2006 Valdiglesias et al., 2011, Hobbs et al., 2012, Lent et al., 2011), 

biomonitoreo ( Corte´s-Gutierrez et al., 2012, Aycicek et al., 2008, Patton  et al., 1999, Dodani  et 

al., 2012, McKenna  et al., 2008, Apostolou et al., 2014, Collins et al.,  2014), , ecogenotoxicidad 

(Cotelle et al., 1999, Fabiani et al., 2012, Pellegri et al., 2014), epidemiología molecular 

(Kruszewski et al., 2012), nutrigenómica (Duthie S. & Hawdon A. 1998, Bishop et al., 2015) y en 



nanomateriales (Huk et al., 2015), Trisiniet al., 2004). Esta prueba ha sido aplicada en diferentes 

tejidos para evaluar la acción de diversas sustancias. Desde 2007 a 2013, las evaluaciones 

registradas en la literatura muestran que el organismo más utilizado ha sido las rata y el tejido 

blanco más evaluado con  el ensayo cometa fue el el higado en  23 estudios; otras tejidos y /o 

muestras considerados en investigaciones  fueron mucosa gastrointestinal en nueve estudios, 

médula ósea en tres ocasiones, piel, riñón y en orina en dos ocasiones y por último epitelio aórtio 

y pulmón en una ocasión (Frotschl,  2015). 

Entre la diversidad de sustancias, a manera de ejemplo, varios estudios han sido 

realizados en fármacos. Por ejemplo, Brambilla & Martelli, 2009 analizaron 838 fármacos usando 

el ensayo cometa y encontraron que el 56,3 % de ellos eran genotóxicos. En otro estudio, 

analizaron 476 fármacos, con la misma metodología y encontraron que el 43.5% eran 

genotóxicos (Snyder R. & Green J 2000). Estos datos indican la importancia de la evaluación 

genótoxica de productos farmacéuticos. Basados en dichos estudios, el ensayo fue propuesto por 

la Conferencia Internacional sobre Armonización de Requisitos Técnicos (ICH) y recomendado 

por la Administración de Alimentos y Medicamentos (FDA) y la Agencia Europea de 

Medicamentos (EMA) en el análisis mutagénico de fármacos (Burlinson et al., 2007, Hobbs et 

al., 2012, Hartmann  et al., 2003).  

Debido a todas las ventajas y aplicaciones de esta técnica, el número de publicaciones 

relacionadas con el ensayo cometa ha crecido en los últimos años de manera constante (Hartmann  

et al.,1996, Collins A. 2015), lo que hace que el ensayo cometa sea un campo de gran interés (Del 

Bo et al., 2015, Neri  et al., 2010). PubMed registra más de 7600 citas entre 1990 y 2013, lo que 

refuerza la importancia de esta técnica (Neri  et al., 2010). La base de datos de PubMed registró 

737 publicaciones relacionadas con el ensayo cometa en 2014 y 173 en 2015 (Singh., 2016). 



Por todo lo anterior, este capítulo tiene como objetivo evaluar la genotoxicidad sobre 

linfocitos humanos inducida por vinaza cruda, vinaza tratada con bioxidación, y vinaza tratada 

por la oxidación química, mediante las reacciones de Feltón. Los objetivos específicos 

contemplados en este capítulo son determinar la citotoxicidad de los tres tipos de vinaza sobre 

linfocitos humanos, así como evaluar la genotoxicidad mediante el ensayo cometa.  

2.2 Metodología 

2.2.1 Obtención de las muestras de Vinazas 

Los diferentes tipos de vinazas consideadas en este capítulo fueron obtenidas como se 

describió en el cápitulo anterior.  

2.2.2 Cultivo de los linfocitos 

Las muestras de sangre periférica fueron obtenidas de voluntarios con edades entre de 20 

y 25 años, con consentimiento informado y declaraban estar saludables, no fumadores, sin ningún 

tipo de tratamiento clínico y no deportista de alto rendimiento. Se tomaron 5,0 mL de sangre total 

heparinizada, obtenida en las horas de la mañana. Posteriormente, la sangre se centrifugó en un 

gradiente de densidad de Hystopaque. Luego de la centrifugación (2.000 rpm, 25ºC, 30 min), se 

recolectaron los linfocitos y se lavaron tres veces con buffer fosfato salino (PBS) a 1.200 rpm por 

7 minutos.  

2.2.3 Prueba de citotoxicidad mediante la exclusión con el colorante azul de tripano. 

Con el fin de determinar la toxicidad de las diferentes muestras de vinaza (VC, VB y VO) 

y para establecer las concentraciones adecuadas en las evalauciones biológicas, se utilizó la 

prueba de exclusión con el colorante azul de tripano. Esta prueba se basa en que las células vivas, 

que poseen membranas celulares intactas, logran excluir el azul de tripano mientras que las 

células muertas no lo hacen. Cuando los linfocitos se exponen al efecto de las dosis de extractos 



de vinaza, permite observar y cuantificar el daño inducido sobre la membrana celular. En 

resumen, se tomaron 5E+4 linfocitos con una viabilidad por encima del 95 %, se mezclan con el 

extracto y se llevaron a incubación a 37 °C durante 1 Hora.  Pasado el periodo de incubación a 

una fracción de la muestra incubada, se adicionó azul de tripano al 0,4 % en un Eppendorf nuevo 

y ésta mezcla se dejó durante 15 minutos a temperatura ambiente, para que las células que hayan 

sufrido lesiones o estén muertas se tiñan de una tonalidad azul; por último, se calculó la 

viabilidad mediante la observación en placa de Neubauer, mediante la formula:  

• % Viabilidad=(Número de células Vivas  )/(Número total de células)  x 100 

Para determinar la citotoxicidad se realizaron 20 diluciones seriadas (1:1) de cada una de 

las muestras de vinaza, partiendo de una concentración de 100 % hasta 0,00019 %.   

2.2.4 Evaluación genotóxica a través de electroforesis en gel de células individuales (ensayo 

Cometa). 

La metodología para determinar la genotoxicidad consideró diferentes concentraciones de 

cada una de los tres tipos de vinaza como fueron 0,5 %, 0,75 %, 1,0 %, 1,25 %, 1,75 % y 3,0 %, 

así como un control negativo, el cual fue PBS, y un control positivo como peróxido de hidrógeno 

(H2O2). Para detectar el daño en el ADN se utilizó electroforesis en gel de células individuales 

(ensayo cometa alcalino) siguiendo el protocolo propuesto por Tice (Tice et al., 2000); en 

resumen, 50.000 celulas fueron tratadas con cada muestra de vinaza y se mezclaron con 80 µL de 

agarosa de bajo punto de fusión.  Luego, cada suspensión se vierte a un portaobjetos con agarosa 

de punto de fusión normal, los cuales se incuban durante 6 minutos a 4 ºC. Finalizada la 

incubación, las placas son  sometidas a lisis celular a 4 ° C, durante 1 h y posteriormente se 

someten a electroforesis alcalina aplicando 25 mV y 300 mA por 30 minutos; luego, las placas 

fueron sometidas a tres lavados durante 5 minutos con buffer neutralizante frío. Si la lectura de 



los resultados no se hace el mismo día, las placas son fijadas con metanol y almacenadas en 

cámara húmeda hasta su lectura. Para la visualizacon de los cometas, a cada placa se adicionó 

bromuro de etidio (BrEt, 20 µg/mL) como colorante y su observación se realizó usando un 

microscopio de fluorescencia (Nikon), con filtro verde y con un objetivo de 40 X (Figura 6).  El 

parámetro para determinar daño evaluado en esta investigación fue la medida de longitud de la 

cola (µm). 

 

Figura 9 Pasos metodológicos para el ensayo cometa usando en linfocitos de sangre periferica 

humana. 

2.2.5 Análisis estadísticos 

En el presente estudio, se efectuó un análisis estadístico de los datos recabados referentes 

a la variable de longitud de la cola. Primero, se procedió con una estadística descriptiva; para 



ello, se calculó la media aritmética y la desviación de los resultados de tres ensayos 

independientes para cada una de las mencionadas variables, proporcionando una representación 

central de los datos. 

Posteriormente, con el objetivo de explorar la relación potencial entre la variable y 

determinar la naturaleza y fortaleza de esta relacion, se aplicó una regresión lineal entre longitud 

de la cola vs concentraciones de los diferentes tipos de vinaza: vinaza cruda, vinaza bióxidada 

con levadura y vinaza oxidada con reacción de Fenton. El criterio convencionalmente aceptado 

en la literatura científica es que una relación es considerada estadísticamente significativa si el 

valor de p (probabilidad) es inferior a 0,05. En consecuencia, cualquier relación con con un valor 

menor a este umbral se interpretó como un indicativo de una correlación no aleatoria entre las 

variables en cuestión. 

2.3 Resultados 

2.3.1 Citotoxicidad 

Los resultados de las diferentes evaluaciones de viabilidad celular en linfocitos humanos 

para los tres tipos de muestras: vinaza cruda (VC), vinaza bioxidada (VB) y vinaza sometida a 

procesos de oxidación por reacción de fenton (VO) son registrados en la tabla 8. 

Tabla 8  

Citotoxicidad inducida en linfocotos humanos por vinaza cruda (VC), vinaza bioxidada con 

levaduras (VB) y vinaza oxidada por reacción de Fenton (VO). Como control negativo se usó PBS 

y como control positivo DMSO puro (viabilidad 3,5 %).  

Concentración 

(%) 

VC VB VO 

Promedio  Promedio Promedio 

0,00019 94,0 ± 2,0 95,7 ± 4,9 97,3 ± 4,6 



0,00038 93,3 ± 4,9 94,0 ± 3,6 95,3 ± 3,1 

0,00076 92,7 ± 4,0 94,3 ± 1,5 97,7 ± 1,5 

0,00152 94,7 ± 2,1 95,0 ± 4,6 94,7 ± 3,5 

0,00305 92,3 ± 0,6 93,0 ± 2,6 96,0 ± 2,6 

0,00610 92,7 ± 4,2 95,7 ± 2,1 95,7 ± 2,5 

0,01220 90,0 ± 2,6 93,3 ± 0,6 94,3 ± 1,5 

0,02441 94,0 ± 4,6 95,3 ± 2,9 96,7 ± 3,2 

0,0488 92,3 ± 3,5 96,7 ± 4,0 94,3 ± 2,1 

0,09765 95,3 ± 4,5 95,0 ± 2,6 97,3 ± 3,8 

0,19531 92,7 ± 2,3 96,0 ± 2,6 95,7 ± 3,5 

0,39063 92,0 ± 3,0 94,0 ± 1,7 93,7 ± 2,5 

0,78125 89,3 ± 1,2 95,7 ± 2,3 98,0 ± 1,0 

15,625 90,0 ± 2,0 97,3 ± 3,1 95,0 ± 3,0 

3,125 87,7 ± 3,1 95,0 ± 1,7 97,7 ± 1,5 

6,25 89,3 ± 2,1 92,7 ± 1,5 96,7 ± 3,2 

12,5 86,7 ± 0,6 95,7 ± 2,1 97,7 ± 2,5 

25 85,3 ± 1,5 96,0 ± 1,0 95,7 ± 5,1 

50 74,7 ± 1,5 94,3 ± 1,5 97,3 ± 2,1 

100 69,7 ± 0,6 95,0 ± 2,6 95,0 ± 1,0 
 

Los resultados mostrados en la tabla 8, dan cuenta de la viabilidad celular en los ensayos 

de toxicidad al presentar valores por encima del 85 % en los tres tipos de vinaza. Es de anotar, 

que en las dosis de VC por encima de 3 % la viabilidad disminuyó con valores entre el 70 y el 

88%, caso contrario se observó para VB y VO cuyas viabilidades se mantuvieron por encima del 

93 y 94% respectivamente. 

2.3.2 Genotoxicidad 

Los resultados de las diferentes evaluaciones de la genotoxicidd en linfocitos humanos 

para los tres tipos de muestras: vinaza cruda (VC), vinaza bioxidada (VB) y vinaza oxidada (VO) 

son registrados en la tabla 9. 

Tabla 9  



Genotoxicidad en linfocitos humanos inducida por vinaza cruda (VC), vinaza bioxidada con 

levaduras (VB) y vinaza oxidación (VO).  Los resultados se obtuvieron de tres experimentos 

independientes cada uno por duplicado y de cada tratamiento. 

Concentración 

(%) 
VC VB VO 

0 54,06 ± 6,6 53,11± 6,4 51,52 ± 3,8 

0,5 56,35 ± 6,0 59,83 ± 4,7 60,69 ± 5,7 

0,75 64,59 ± 7,4 66,70 ± 4,5 67,50 ± 4,2 

1 67,13 ± 7,4 69,06 ± 2,8 69,37 ± 1,7 

1,25 69,42 ± 8,8 76,16 ± 5,0 76,17 ± 5,0 

1,75 70,36 ± 7,8 78,57 ± 5,1 74,54 ± 4,4 

3 72,31 ± 7,3 81,66 ± 5,2 77,35 ± 4,5 

H2O2 50 µM 86,21 ± 9,3 99,97 ± 6,0 110,34 ± 9,1 

 

Se puede apreciar que los valores en la vinaza con el tratamiento bioxidado (VB) con 

levaduras aneróbicas y la oxidación química con las reacciones de Fenton (VO) muestran valores 

similares (Figura 10). En los tres tipos de vinaza se observa un efecto de dosis, es decir, a mayor 

concentración de la vinaza mayor el daño.   

 

Figura 10 Genotoxicidad inducida en el ADN de linfocitos humanos por vinaza cruda (VC), 

vinaza bioxidada con levaduras (VB) y vinaza oxidada (VO).  El control negativo utilizado fue 



PBS y el control positivo fue peróxido de hidrogeno H2O2 50 µM. Los datos corresponden al 

promedio de daño 300 células. 

Los resultados de los análisis mediante regresiones lineales muestran una tendencia de 

linealidad de los datos donde se obtuvo un coeficiente de correlación de 0,83, 0.99 y 0,96 para 

VC, VB y VO respectivamente. Así mismo, los datos de cada una de las concentraciones 

presentan diferencias estadísticas significativas con respecto al contro negativo.  

 

Los resultados de toxicidad (Tabla 8) en VC muestran que por encima de las 

concentraciones de 3% las células presentan menor viabilidad. La prueba de azul de tripano 

indica el daño sobre la célula, especialmente a nivel de membrana dado que esta prueba es un 

indicativo de su integridad (Stahlhoefer et al., 2022, Crisóstomo 2017). En comparación con la 

VB y la VO, la viabilidad celular se comporta de manera similar a las células no tratadas, 

incluyendo las respuestas para la concentración por encima del 3 %. Una posible explicación es 

la presencia de compuestos nitrogenados, que por acción de los micro organismos producen 

óxido nitrico en vinaza cruda; este compuesto interactúa con hemoproteínas como la guanilil 

ciclasa, las catalasas y proteínas de la cadena respitratoria mitocondrial (Cooper, 1999; Murphy, 

1999). En consecuencia, concentraciones de vinaza cruda inferiores a 3 % no tienen efecto 

citotóxico y los valores por encima de 3 % de VB y de VO indican que en dichos tratamientos se 

reduce el efecto citotóxico en  linfocitos humanos.  

Con respecto a la genotoxicidad, los resultados obtenidos en cada una de las 

concentraciones de vinaza comparados con el control negativo muestran una tendencia creciente 

de daño genotóxico conforme aumenta la concentración de estas (Figura 7). Esto indica un 

incremento de las lesiones primarias sobre el ADN, lo cual, está directamente relacionado con el 



aumento en las alteraciones genéticas celulares. Resultados similares fueron reportados en 

muestras de sangre de peces evaluadas con el ensayo cometa, donde los autores consideraron 

diluciones de vinaza de 1 %, 2,5 % y 5 % y en todas se presentó daño excepto en la dilución 1 %. 

(Correia et al, 2017). 

Con relación a los tipos de tratamientos de vinazas, la VB y la VO los resultados de 

genotoxicidad no mostraron diferencias con respecto a la VC. Una posible explicación es la 

presencia de melanoidinas, las cuales no son eliminadas por la levaduras en en tratamiento 

anaeróbico (VB) y por las reacciones de Fento (VO).  

Las malanoidinas han sido reportadas con efecto gentoxico en linfocitos humanos (Glösl 

et al., 2004), aunque esto puede ser un poco contradictorio, dada que es bien conocido las 

propiedad antioxidantes de las melanoidinas. Falta mayor conocimiento al respecto, porque hay 

diversas formas de obtener melanoinidinas que incluyen condiciones químicas como el pH, el 

origen del sustrato, la temperatura y el solvente, entre otros (Kim & Lee, 2008; Kwak et al., 

2005) 

2.5 Conclusiones 

Se determinó la citotoxicidad de la vinaza cruda por enzima de la concentración de 3 % 

en linfocitos humanos y se observó que los tratamientos de bioxidación (VB) y oxidación 

química (VO) con las reacciones de Fenton tiene un efecto protector dichas celulas en estas 

mismas concentraciones.  

La genotoxicidad presentó un efecto de dosis, aumentando la respuesta de genotoxicidad a 

mayor concentración en los tres tipos de vinaza. En esta evaluación no hubo una mejora en la 

respuesta de genotoxicidad con las vinaza tratadas con bioxidación y con oxidación química.  



  



CAPITULO III 

 

3.1 Determinación de la actividad mutagénica en Salmonella tiphymurium inducida por 

diferentes diluciones de vinaza generada en la planta de producción de bioetanol en 

Frontino, Antioquia, antes y despues de ser sometidas a procesos de bio-oxidación y de 

Fenton. 

 

3.1.1 Introducción 

Desde hace algunos años existe mucha preocupación de que las substancias tóxicas son 

factores que contribuyen a que se den varias clases de enfermedades como el cáncer, 

enfermedades congénitas y envejecimiento, entre otras. En las últimas décadas, ha surgido el 

concepto de mutación para explicar el mecanismo por el cual los agentes químicos, físicos y/o 

biológicos causan efectos adversos en la salud. Las mutaciones pueden ocurrir al azar, por lo que 

no es posible predecir en cuál gen o célula en particular aparecerá.  

Las sustancias químicas mutagénicas están presentes en el aire que respiramos, en el agua 

que bebemos y en los alimentos que consumimos. Se pueden encontrar en los residuos de la 

industria, en productos de combustión industrial y vehicular, en drogas, presentes como 

sustancias inorgánicas, (Shuduan ET AL., 2020, Mosley et al., 2020,) en aguas negras, en 

productos agroquímicos, en herbicidas (Zeleta et. al. 1990), alimentos fritos y asados etc.  

(Sugimura T. et. al, 2004;  Sanz-Serrano ert al, 2021).  Con el fin de controlar y atenuar la 

presencia de mutágenos  la ciencia actual propende por una búsqueda permanente en los recursos 

naturales y artificiales que permitan  realizar una investigación limpia, segura y cada vez mas 

tratar de minimizar el impacto ambiental que por nuestro oficio causamos en el ambiente. 



En general los mutágenos llegan al organismo mezclados con otros mutágenos o material 

no mutagénico. Se ha demostrado que estas mezclas pueden producir efecto aditivo o potenciar o 

disminuir el efecto; por ejemplo, se observó que diferentes combinaciones de cinco aminas 

heterocíclicas (AH) aumentan la producción de adenocarcinómas en el intestino de ratas (Ohgaki 

gawa et al, 1991). Se ha observado que los mutágenos Mx y la amina heterocíclica Glu- p.1 al 

estar mezcladas aumenta la mutagenicidad indirecta de Glu-p-1. Se observó que el cromo 

mezclado con hidrocarburos policíclicos aromáticos (HPA) aumenta la unión de los HPA al gen 

P53 en células humanas del pulmon. (Feng et al, 2003).  

Con respecto a los métodos usados por la toxicología genética, hay una gama de ellos, 

dependiendo de los objetivos que se deseen alcanzar. En este sentido, se pretende determinar si 

un agente en particular es capaz de inducir daño al ADN;  para esto, se han desarrollo sistemas 

biológicos, especialmente en micro organismos, para la detección del daño genético provocado 

por agentes químicos o mezclas de ellos, que sean eficientes, rápidos y económicos (Ames et al., 

1973,75, 79). Una de las pruebas más comunmente usadas para este fin es el tes de Ames. 

3.1.2 Actividad mutagénica  en Salmonella typhimurium (Test de Ames). 

El ensayo de Salmonella typhimurium (prueba de Salmonella; test de Ames), es un 

ensayo bacteriano a corto plazo, ampliamente aceptado para identificar sustancias que pueden 

producir daño genético que conduce a mutaciones genéticas. Esta prueba emplea bacterias 

mutantes (auxótrofas, his-) de Salmonella typhimurium incapaces de sintetizar el aminoácido 

histidina, mientras que las cepas silvestres (protótrofas, his+)  lo pueden hacer, por lo que no 

requieren este aminoácido en el medio de cultivo. La base del ensayo consiste en revertir el 

fenotipo mediante la inducción de mutaciones en el operón de la histidina (Tabla 10), lo que 

confiere a los revertantes la capacidad de crecer en medios mínimos carentes del aminoácido 



(Ames 1975). Varios autores han cuestionado la eficacia de estos sistemas, basando sus críticas 

principalmente en la gran diferencia evolutiva que existe entre las bacterias y los mamíferos, lo 

que dificulta la extrapolación de resultados para la posible toma de decisiones. No obstante, la 

inclusión de la fracción microsómica S9 del hígado de mamífero aporta los paquetes enzimáticos 

que están involucrados en el metabolismo y con ello se facilita el análisis de los mutágenos 

indirectos, también conocidos como promutágenos (Maron and Ames, 1983). 

La prueba de mutagenicidad de Salmonella se diseñó específicamente para detectar 

mutagénesis inducida químicamente (Ames 1975) . A lo largo de los años, su valor como tal ha 

sido reconocido por la comunidad científica y por las agencias gubernamentales y corporaciones. 

El ensayo se utiliza en todo el mundo como una prueba inicial para determinar el potencial 

mutagénico de nuevos productos químicos y fármacos, porque existe un alto valor predictivo para 

la carcinogenicidad en roedores, cuando se obtiene una respuesta mutagénica ( McCann et al., 

1975, Sugimura  et al., 1976, Zeiger E.1985, Ames et al, 1973). También se han desarrollado 

directrices internacionales, por ejemplo, la Organización para la Cooperación y el Desarrollo 

Económicos (OCDE), la Comisión Internacional de Armonización (ICH)) para que los 

laboratorios de pruebas aseguren la uniformidad de los procedimientos de prueba, antes de la 

presentación de datos a las agencias reguladoras para el registro o aceptación de muchos 

productos químicos, incluidos medicamentos y biocidas. 

3.1.3 Características de las cepas 

Con el objeto de lograr que se introduzcan a la bacteria moléculas grandes como los 

Hidrocarburos Policíclicos Aromáticos (HPA) Ames et al., 1973-83,  han modificado las cepas de 

Salmonella typhimurium con la presencia del marcador rfa que les confiere gran permeabilidad a 

diversas substancias, por la pérdida de lipopolisacáridos de la pared celular (Tabla 7). Además de 



esto, el empleo de diferentes cepas permite establecer si las mutaciones se inducen por 

mecanismos de sustitución de bases (TA100) o por corrimiento del marco de lectura (TA98). Por 

lo tanto, el interés de esta prueba radica en el hecho de conocer no sólo si un agente químico es 

mutagénico, sino también el mecanismo molecular que está involucrado (Tabla 10). De igual 

manera, la existencia de un plásmido (factor R), proporciona resistencia al antibiótico ampicilina 

y es usado para validar que la cepa cuenta con las características antes de aplicar la prueba; así 

mismo, si las bacterias crecen cuando se ponen en radiación UV, indicaría que la cepa perdió el 

gen que interviene en la reparación por escisión (Tabla 10). Otra característica de las cepas es que 

revierten de manera espontánea por las condiciones específicas del medio; por ejemplo, la TA98 

presenta crecimiento de manera espontánea entre 20 a 50 colonias por caja y en la cepa TA100 

este número corresponde entre 120 a 200. Este criterio es importante, ya que, si en determinada 

prueba se obtienen valores muy superiores a esta reversión, se considera que los compuestos 

analizados pueden ser potenciamente mutágenos. Todas estas características de las cepas 

mencionadas permiten contar con una prueba sensible muchos mutágenos. 

Tabla 10  

Cepas de Salmonella typhimurium comunmente empleadas para pruebas de mutagenesis. 

Cepa Mutación 

Mecanismo 

molecular de 

mutación 

Otras caracteristicas 

LPS 
Reparación 

por escición  
Factor f 

TA-100 

HisG46 que 

codifica la primera 

enzima en la 

biosíntesis de la 

histidina. 

 

Sustitución de bases rfa uvrV + 

TA-98 HisD3052 que Desplazamiento del rfa uvrV + 



codifica para la 

histidina 

deshidrogenasa. 

marco de lectura. 

 

En este capítulo, se plantea como objetivo determinar la actividad mutagénica en 

Salmonella tiphymurium inducida por diferentes diluciones de vinaza generada en la planta de 

producción de bioetanol en Frontino, Antioquia, antes y despues de ser sometidas a procesos de 

bio-oxidación y de Fenton. Para el logro de este objetivo, se requirió evaluar el efecto mutagénico 

por ganancia o pérdida de bases nitrogenadas con la cepas TA98 sin S9 y con S9; de la misma 

manera, se contempló evaluar la cepa TA100 sin y con S9 para determinar si las vinazas tienen 

un efecto mutagénico por sustitución de bases. 

3.2 Metodología 

En este estudio se usaron dos cepas de Salmonella typhimurium como son la TA 98 y 

TA100 a través del test de (Ames Ames BN. 1975), modificado por (Kado et al., 1983) para 

evaluar la actividad mutagénica de los extractos de vinaza. Los tres tipos de vinaza fueron 

descritos en el capítulo 1. 

3.2.1 Preparación de las concentraciones de vinaza 

Para preparar las concentraciones utilizadas en el test de Ames, se requirió hacer una 

curva de citotoxicidad del extracto de vinaza con diluciones seriadas partiendo desde el stock 

(100%) hasta completar 20 diluciones (0,0002%). Partiendo de esto, las concentraciones en los 

tres tipos de vinaza usadas, en ambas cepas para la evaluación mutagénica, fueron 3,125 %, 6,25 

%, 12,5 %, 25,0 %, 50,0 % y 100,0 %. Cada experimento se realizó con y sin adición de enzimas 

metabólicas de hígado de rata, fracción S9. 



3.2.2 Test de Ames  

Se siguió el protocolo descrito por Maron y Ames, (1983). Con cada muestra se tratan 

1E+7 bacterias, con y sin  presencia de enzimas activadoras contenidas en un homogenizado de 

hígado (mezcla S-9) de rata macho. La muestra se preincuba a 37°C por una hora y luego se 

siembra en agar mínimo. El conteo de colonias se hará después de 48 horas. Para la cepa TA98 

sin S9 se usó como control positivo Daunomicina 6µg y en la cepa TA100 se usó como control 

positivo 4NQ 1,5µg por plato. Como control positivo con S9 se usó 2AA 1,5µg por plato. Como 

control negativo se usa agua desionizada y bi-destilada.  

El criterio para una respuesta positiva se consideró cuando hay un incremento 

significativo de mutación con relación al control negativo en los tres experimentos realizados de 

forma independiente. 

 

Figura 10 Pasos resumidos del Test de Ames aplicados en este estudio 



3.3 Resultados  

3.3.1 Mutagenicidad evaluada por el test de Ames 

Los resultados de mutagenicidad en Salmonella Tiphymurium TA-98 y TA100 con y sin 

S9, para los tres tipos de muestras: vinaza cruda (VC), vinaza bioxidada (VB) y vinaza sometida 

a procesos de oxidación por reacción de fenton (VO) son registrados en la tabla 8 y tabla 9 y 

figuras 9 a la 12. 

De acuerdo con el criterio para que un compuesto sea mutagénico, este debe superar el 

doble de revertantes con respecto al control negatvo. Como se puede apreciar, ninguna dosis de 

vinaza en la cepa TA98, sin S9 y con S9 alcanzó entre 40 y 50 revertantes, valores que 

deteminarian la acción mutagénica de alguno de los tipos de vinaza; el valor más alto 

correspondió a 26,3 revertantes para la VO en la dosis 6,25 % con S9 (Tabla 11). 

Tabla 11  

Actividad mutagénica en Salmonella tipymurium TA98 inducida por vinaza cruda (VC), vinaza 

bioxidada con levaduras (VB) y vinaza bioxidada con levaduras (VO) con la adicion o no de 

enzimas microsomales (S9).  

 TA-98 

 VC VB VO 

Dosis -S9 +S9 -S9 +S9 -S9 +S9 

0 21,3 ± 1,2 25,0 ± 0,8 20,3 ± 2,3 22,3 ± 2,8 19,0 ± 4,6 19,2 ± 3,5 

3,125 21,0 ± 1,6 24,3 ± 0,8 21,7 ± 1,9 22,0 ± 2,8 25,5 ± 3,5 23,2 ± 6,0 

6,25 21,7 ± 1,4 24,0 ± 1,4 22,1 ± 2,6 24,5 ± 1,0 25,8 ± 3,3 26,3 ± 5,5 

12,5 20,7 ± 1,3 23,7 ± 2,1 20,1 ± 2,3 22,5 ± 2,6 25,0 ± 3,9 22,8 ± 2,0 

25 20,3 ± 0,8 24,3 ± 1,0 22,7 ± 2,3 24,5 ± 1,0 24,0 ± 4,1 22,0 ± 4,0 

50 20,7 ± 1,5 23,0 ± 1,5 20,3 ± 2,8 22,8 ± 1,6 22,8 ± 3,6 24,7 ± 3,0 

100 21,3 ± 1,2 22,7 ± 1,4 21,7 ± 5,0 23,5 ± 1,0 23,8 ± 2,9 23,3 ± 3,0 

 

De manera similar sucedió con la cepa TA100 sin S9 y con S9 (Tabla 12), ninguna dosis 

estuvo en un promedio de revertantes entre 166,6 y 192,4, que sería el rango para determinar 



algún efecto mutagénico de alguno de los tipos de vinaza; el valor más alto fue en VO en la dosis 

12,5 % con S9 para valor promedio de 108,3. 

Tabla 12  

Actividad mutagénica en Salmonella tipymurium TA100 inducida por vinaza cruda (VC), vinaza 

bioxidada con levaduras (VB) y vinaza oxidada (VO) con la adicion o no de enzimas 

microsomales (S9). Los datos corresponden al promedio de tres experimentos independientes, 

cada uno por duplicado. 

 
TA-100 

Dosis VC VB VO 

 -S9 +S9 -S9 +S9 -S9 +S9 

0 83,7 ± 1,2 87,8 ± 1,0 96,2 ± 4,8 89,5 ± 2,8 89,0 ± 1,5 89,5 ± 2,6 

3,125 84,2 ± 1,2 24,3 ± 0,8 93,8 ± 4,2 90,3 ± 2,9 107,0 ± 16,2 114,5 ± 15,9 

6,25 84,0 ± 1,2 88,0 ± 1,4 93,3 ± 4,9 91,2 ± 1,7 104,0 ± 15,4 107,3 ± 15,9 

12,5 83,0± 1,8 87,7 ± 2,0 92,7 ± 5,4 92,3 ± 4,5 107,0 ± 11,5 107,7 ± 14,5 

25 82,8 ± 1,9 88 ± 0,8 92,7 ± 3,5 95,5 ± 5,2 117,0 ± 8,3 102,5 ± 15,7 

50 82,8 ± 1,8 88,3 ± 1,4 91,0 ± 4,1 92,2 ± 2,8 103,0 ± 12,8 98,7 ± 8,9 

100 83 ± 1,8 87,8 ± 0,8 91,2 ± 4,3 91,8 ± 4,1 111,0 ± 14,7 111,0 ± 15,5 

 

Los resultados promedios de revertantes en ambas cepas sin S9 obtenidos para los 

diferentes tipos de vinaza, son reafirmados con el anális de regresión lineal aplicado a los datos. 

Para la cepa TA98, aunque en la VC se obtuvo un valor p<0,05 y un coeficiente de correlación de 

63 % negativo (Figura 12), no se registró actividad mutagénica debido a que no se cumplió el 

criterio de duplicar el número de revertantes. 



 

Figura 12  Revertantes en Salmonella typhimurium, inducidas por diferentes concentraciones de 

vinaza cruda, vinaza bioxidada con levaduras y vinaza oxidada en la cepa TA98 sin S9. 

El control positivo usado fue Daunomicina 6µg por plato y como control negativo fue 

agua desionizada y bidestilada. Los datos corresponden al promedio de tres experimentos 

independientes, cada uno por duplicado. 

En la VB y la VO los valores de p fueron de 0,76 y 0,70, así como el coeficiente de 

correlación menor a 10 % respectivamente, lo que indica que los datos no alcanzaron un 

comportamiento lineal y una media con tendencia a cero. 

 

Figura 11 Revertantes en Salmonella typhimurium, inducidas por diferentes concentraciones de 

vinaza cruda, vinaza bioxidada con levaduras y vinaza oxidada en la cepa TA98 con S9. 



El control positivo con activación metábolica se usó 2AA (2-amino antraceno) 1,5 µg por 

plato y el control negativo se usó agua desionizada y bidestilada. Los datos corresponden al 

promedio de tres experimentos independientes, cada uno por duplicado. 

Con respecto a la cepa TA100 (Tabla 9), los resultados no mostraron que las vinazas 

induzcan mutaciones. Los análisis de regresión lineal para la cepa TA100 sin S9, muestran que en 

VC los datos tienen tendencia a cero con un coeficiente de correlación de solo 6 % (Figura 14). 

Mientras que en la VB y la VO estos coeficientes son de 46 % y 50 % respectivamente, el 

primero con una tendencia inversa y el segundo directamente proporcional. En estos dos tipos de 

vinaza, los valores de p fueron inferiores a 0,05, sin embargo, como se describió anteriormente, 

ninguna de las dosis duplicó el número de colonias revertantes con respecto al número registrado 

en el control negativo.   

 

Figura 124 Revertantes en Salmonella typhimurium, inducidas por diferentes concentraciones de 

vinaza cruda, vinaza bioxidada con levaduras y vinaza oxidada en la cepa TA100 sin S-9. 

El control positivo 4NQ (4-Nitroquinolina) 1,5 µg por plato y el control negativo fue agua 

desionizada y bidestilada. Los datos corresponden al promedio de tres experimentos 

independientes, cada uno por duplicado. 



Los análisis para esta cepa con S9 presentaron un coeficiente de correlación muy bajo en 

los tres tipos de vinaza, como fueron -0,37, 0,45 y 0,21 para VC, VB y Vo respectivamente 

(Figura 15). De estos, solamente se obtuvo un valor de p inferior a 0,05 en VB, sin embargo, un 

45 % de los datos no es lo suficientemente representativo para afirmar el efecto mutagénico de 

este tipo de vinaza. Así mismo, esto está reafirmado con los resultados en todas las dosis 

evaluadas, los cuales ninguno duplicó e número de revertantes con respecto al control negativo. 

 

Figura 135 Revertantes en Salmonella typhimurium, inducidas por diferentes concentraciones de  

vinaza cruda, vinaza bioxidada con levaduras y vinaza oxidada por reacción de Fenton en la 

cepa TA100 con S-9. 

 

Como control positivo con activación metábolica se usó 2AA 1,5µg por plato Como 

control negativo se usa agua desionizada y bi-destilada. Los datos corresponden al promedio de 

tres experimentos independientes, cada uno por duplicado. 

3.4 Discusión 

La ausencia en la respuesta mutagenica fue evidente en los tres tipos de vinaza analizados 

en el presente estudio para las cepas TA98 y TA100 sin y con la adición de enzimas 

microsomales (S9). Esto indica que las vinazas consideras en esta evaluación no contienen 

compuestos que induzcan mutación, que pueda ser detectada por estas cepas, como la ganancia, 

pérdida o sustitución de bases nitrogenadas. Otra razón posible es que efectivamente habían 



compuestos mutagénicos, pero la presencia de melanoidinas podrían bloquear dicha actividad 

mutagénica, debido a su capacidad antioxidante reportada previmente en vinagre (Xu et al., 

2007). Así mismo, las melanoidinas al ser moléculas recalcitrantes no fueron afectadas por los 

tratamientos en la vinaza bioxidada y oxidada con las reacciones químicas de Fenton (Parnaudeau 

et al., 2008). 

Otra posible explicación es que los compuestos presentes en estas muestras son 

aneugénicos, es decir, tienen efectos sobre estructuras del aparato mitótico en células 

ecuacrióticas o sobre proteínas como las histonas, los cuales no se encuentran en células 

procarioticas (Corrêa et al., 2016; Chowdhary et al., 2022).  

Estos resultados son coherentes con otro estudio donde no se encontró efecto mutagénico 

con la cepa TA100 sin S9 y con S9. Sin embargo, en la cepa TA98 efectivamente se encontró 

efecto mutagénico, alcazando 5 veces las colonias revertantes con respecto al control en la dosis 

de 50 % de vinaza cruda (Oñate et al., 2015). En este mismo estudio, se encontró que los 

tratamientos de vinaza tuvieron un efecto protector, al no registrar mutagenicidad, ya que en 

vinaza bioxidada y vinaza oxidada con Fenton el número de colonias revertantes fue similar al 

control negativo en la dosis de 50 %.   

El tercer aspecto a tener en cuenta, es que los mutagenos presentes en las vinazas podrian 

inducir mutacion por mecanismos diferentes a sustituciones, perdidas o ganacia de bases. 

3.5 Conclusiones 

Las vinazas evaluadas en este estudio no tienen efecto mutagénico sobre sobre la cepa 

TA98 y TA100; es decir, que los compuestos presentes en la muestra no generan ganancia o 

pérdida de bsaes nitorgenadas, así como sustitución de bases.  



Por lo anterior, no se pudo comprobar el efecto protector del tratamiento de la vinazas por 

bioxidación o por oxidación química con las reacciones de Fenton.  

3.6 Recomendaciones generales  

La evaluación citotóxica y genotóxica en los tres tipos de vinaza, mostraron la 

importancia del tratamiento con bioxidación mediante microorganismos anaeróbicos y la 

oxidación química con las reacciones de Fenton para tratar las vinazas producto de la producción 

de bioetanol. Dado el auge en la producción de este combustible, la gran cantidad de materia 

orgánica contenida en la vinaza es una amenaza para los sistemas biológicos, como se evidenció 

en este estudio. Por lo tanto, se hace un llamado a los entidades regulatorias del sector agro 

industrial para promover la implementación del tratamiento de la vinaza cruda para disminuir su 

impacto en el ambiente y la salud de las personas.  

Este etudio mostró que la evaluación en tres tipos de célula como son, vegetal y animal, y 

procarióticas . indicarian que los compuestos en vinazas tienen un efecto principalmente en el 

aparato mitótico  
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