
   
 

   
 

Implementación de Técnicas Ópticas y Espectroscópicas 
para la Identificación de Microorganismos  

 
 

 
 
 

Yuliana María Arango Escudero 
Estudiante de Maestría en Microbiología y Bioanálisis 

 

 

 

 

 

 

Asesor 
Andrés Felipe Villa Restrepo, MSc., PhD. 

 
 
 
 

 
 
 
 
 
 

 
Escuela de Microbiología 
Universidad de Antioquia 

Medellín, Antioquia, Colombia 
2017  

 



   
 

   
 

Introducción  
 
Los microorganismos constituyen un componente esencial de la biota terrestre; son 
extraordinariamente diversos y habitan en numerosos ambientes con condiciones 
ideales para su crecimiento (Torsvik et al., 2002), e incluso en ambientes inhóspitos 
para otras formas de vida (Horner-Devine et al., 2004; Roane et al., 2009). Los 
microorganismos catalizan transformaciones en los ciclos biogeoquímicos de la 
biosfera, transformando componentes de la atmósfera de la tierra y formando una 
parte esencial de la diversidad genética de la vida (Whitman et al., 1998), que los 
hace piezas clave para el funcionamiento de los sistemas biológicos y 
mantenimiento de la vida sobre el planeta (Montaño Arias et al., 2010). 
  
La extensa distribución de los microorganismos implica que han desarrollado 
diferentes mecanismos fisiológicos y una habilidad única de adaptación a diversos 
ambientes, aún en condiciones de escasez de nutrientes (oligotrofía), cambios 
extremos de temperatura, pH, presión, radiación, entre otros (Roane et al., 2009). De 
esta manera, se puede asociar su extraordinaria diversidad con su abundancia y 
distribución en los diferentes ambientes, y les confiere importancia a nivel clínico, 
ambiental, industrial y biotecnológico, haciendo necesaria su caracterización, 
clasificación e identificación (Karlsson et al., 2015). 
  
A pesar de ser un componente crucial en los procesos de la vida en la tierra, solo 
cerca de 4,500 especies de microorganismos han sido caracterizadas, dejando la 
mayor parte de la diversidad de los microorganismos sin explorar (Wintzingerode et 
al., 1997; Torsvik et al., 2002; Martínez-Romero, 2004) y aunque hay un gran avance 
en las técnicas de identificación microbiana, una de las dificultades que se presentan 
al estudiar esta diversidad radica en que los microorganismos aún no estudiados 
poseen condiciones nutricionales estrictas que no han sido replicadas en el 
laboratorio, dificultando su aislamiento e identificación (Cavalier-Smith, 2004), lo que 
resalta en la limitación que tienen los métodos de cultivo actuales para el estudio de 
la composición de las comunidades microbianas. 
 
Si bien, los métodos de cultivo permiten realizar una descripción morfológica 
(tamaño, forma y color) de las colonias que crecen en placas de petri, junto a las 
características microscópicas de las células individuales mostrando si los cultivos 
son axénicos o no, estas estrategias no llegan a clasificar adecuadamente las 
especies de microorganismos (Busse et al., 1996). Sin embargo, existe una variedad 
de pruebas fenotípicas, bioquímicas y enzimáticas que, complementarias a las 
primeras, han sido implementadas en la caracterización e identificación rápida de 
microorganismos patógenos y no patógenos, tales como Acinetobacter spp., 
Pseudomonas spp., Alcaligenes spp., miembros de Enterobacteriaceae y 
Vibrionaceae (Bosshard et al., 2006; Croci et al., 2007; Awong-Taylor et al., 2008), 
entre otros. 
  



   
 

   
 

La diversidad microbiana se puede estimar en términos de variabilidad estructural, 
funcional, metabólica y genómica de los microorganismos (Montaño et al., 2010), los 
cuales a su vez son la base de técnicas y procedimientos que permiten identificarlos 
y clasificarlos, buscando que las metodologías de caracterización se puedan 
implementar a distintas áreas, como la clínica, industrial, ambiental y biotecnológica. 
Hoy en día, se cuenta con una variedad de técnicas bioquímicas y genéticas para la 
clasificación de microorganismos (Busse et al., 1996; Emerson et al., 2008; 
Fernández-Olmos et al., 2010). Sin embargo, las limitaciones de las técnicas 
existentes, hacen necesario la búsqueda, estandarización e implementación de 
nuevas estrategias para la identificación de los microorganismos.  
 
Pruebas de Identificación Bioquímica 
 
Como se describió anteriormente, los métodos convencionales para la identificación 
y clasificación microbiana están basados en las características fenotípicas y 
metabólicas de los microorganismos observadas a través de técnicas de cultivo y 
aislamiento (Bou et al., 2011). La caracterización bioquímica, nutricional y fisiológica 
de los microorganismos puede ser establecida por distintas pruebas, como por 
ejemplo, la prueba indol, el metabolismo oxidación-fermentación, la identificación por 
presencia o ausencia de la enzima citocromo oxidasa o catalasa, entre otras, con el 
fin de describir fenotípicamente los microorganismos y clasificarlos taxonómicamente 
(Claus, 1993; Busse et al., 1996; Fernández-Olmos et al., 2010). Sin embargo, la 
implementación de estas técnicas requiere entre 18 a 24 horas para el aislamiento, 
sumado a otras 24 o 48 horas más para su identificación por medio de las diferentes 
pruebas bioquímicas disponibles (Cherkaoui et al., 2010), haciendo que estas 
pruebas sean laboriosas, demandantes en tiempo y en ocasiones, difíciles de 
estandarizar. Actualmente, la comercialización de kits manuales y sistemas 
automatizados, ha permitido conocer y delimitar los rasgos fenotípicos importantes y 
así, identificarlos y clasificarlos (Busse et al., 1996), puesto que su realización, 
lectura y costo es más accesible. 
  
Aun así, los medios de cultivo sólo han permitido estudiar a aquellos 
microorganismos que pueden crecer en éstos, permitiendo su identificación y 
caracterización, pero lamentablemente, es una limitante para el crecimiento de 
algunos microorganismos bajo condiciones artificiales. Bosshard y colaboradores 
(2006) aislaron bacilos Gram negativos aerobios no fermentadores de muestras 
clínicas con el fin de identificarlos por medio de dos métodos bioquímicos: API 20 
NE (manual) y VITEK 2 (automatizado). Los resultados mostraron que de 107 
microorganismos aislados, las pruebas bioquímicas lograron identificar casi el 60 % 
de ellos (65 por API 20 NE y 58 por VITEK 2) a nivel de género y especie pero, 
aunque la prueba manual tuvo mayor éxito que la automatizada (50 % vs 40 %, 
respectivamente), es clara la limitación que tienen estas pruebas para la 
identificación microbiana, debido a que el 40 % de los aislados no pudieron ser 
identificados ni clasificados. 



   
 

   
 

  
En general, se puede observar que las pruebas de identificación microbiana se 
orientan principalmente a los microorganismos de importancia clínica, limitando un 
poco la identificación de microorganismos del área industrial y ambiental, si se tiene 
en cuenta que la diversidad microbiana de un suelo es subestimada con la 
implementación de métodos de cultivo. Esto representa una gran limitación para la 
caracterización de esta microbiota. Aun así, la implementación de pruebas 
bioquímicas ha resultado ser una alternativa para el estudio de estas comunidades 
que, según los resultados de O’Hara y colaboradores (2003) y Croci y colaboradores 
(2007), poseen una alta precisión (90% en pruebas API 20E y Vitek y 86% en 
pruebas de Alsina, respectivamente). Sin embargo, otros como Colodner y 
colaboradores (2004) no lograron identificar diferentes especies de Vibrio spp. con la 
prueba Neg Combo 20 y API 20 NE. Por tanto, se ha podido afirmar que los 
sistemas de identificación microbiana basados en pruebas bioquímicas no son 
confiables para aislados de matrices ambientales debido a la diversidad microbiana 
que hay en estos ambientes y la dificultad del aislamiento, además de que las bases 
de datos disponibles poseen muy poca información sobre estos organismos (Awong-
Taylor et al., 2008). 
  
Otros estudios también han resaltado la limitada disponibilidad de bases de datos 
que faciliten la correlación de los resultados con otros, como uno de los principales 
problemas de los sistemas de identificación bioquímica, lo cual dificulta aún más los 
análisis de identificación por medio de estas técnicas (Odumeru et al., 1999; 
Bosshard et al., 2006).  
 
Aunque una ventaja de las pruebas bioquímicas es que pueden ser empleadas en 
diversas áreas de la microbiología, facilitando la identificación de microorganismos, 
incluso de aquellos que son transmitidos por alimentos, esta ventaja no cambia los 
resultados de sensibilidad y especificidad que tienen estas pruebas. Así lo 
demuestran los resultados de Odumeru y colaboradores (1999) quienes, al comparar 
cinco sistemas automatizados de identificación microbiana (Sistema MicroLog, 
Sistema MIS, Sistema VITEK, Sistema MicroScan WalkAway 40 y Sistema 
Replianalyzer), diseñados especialmente para identificar microorganismos que se 
transmiten por alimentos, encontraron una especificidad muy variable entre éstos 
que oscilaba entre 32.5 a 100% y una sensibilidad desde 42.5 a 100%. Estos 
resultados demuestran que las pruebas de identificación bioquímica tienen 
limitaciones importantes, para la identificación de los microorganismos, y mucho 
más, si se considera que una característica bioquímica puede variar entre especies 
de un mismo género (y esto pasa también entre cepas de una misma especie) 
(Melin et al., 2004; Preisner et al., 2007). 
  
Como ya se ha resaltado, los microorganismos constituyen el componente principal 
de la biodiversidad, por lo tanto se requiere de herramientas apropiadas para su 
identificación, debido a las desventajas que poseen las pruebas bioquímicas 



   
 

   
 

(Guerrero et al., 2002). Estas limitaciones han podido ser resueltas en gran medida 
con el uso de otros métodos de identificación microbiana disponibles en la 
actualidad, como son las pruebas moleculares, que han mostrado ser más 
específicas, sensibles y útiles para evaluar la diversidad y poder identificar y 
clasificar los microorganismos (Mondaca et al., 2010) de una manera rápida y sin 
necesidad de cultivar; además existen muchas bases de datos que permiten hacer 
relaciones filogenéticas más precisas (Bosshard et al., 2006). No obstante esta 
técnica tienen limitaciones, como por ejemplo, que son dispendiosas, costosas 
(Preisner et al., 2007) y requieren de personal calificado, además no determinan la 
viabilidad de los microorganismos (Awong-Taylor et al., 2008). 
 
Pruebas de identificación molecular 
 
El surgimiento de la biología molecular ha revolucionado nuestra manera de ver los 
microorganismos, clasificarlos y establecer relaciones filogenéticas entre procariotas 
y a su vez, entre organismos eucariotas (Martínez-Romero, 2004). Gracias al 
potencial que tienen las técnicas de identificación molecular se ha reconocido la 
existencia de microorganismos que no son cultivables y que están presentes en 
diversas muestras (suelo, agua, plantas, entre otras), de los cuales no es posible 
recrear sus condiciones naturales de crecimiento en el laboratorio (Martínez-
Romero, 2004), representando un reto para los microbiólogos. 
  
Aun así, el éxito de las pruebas de identificación molecular se basa en la información 
genética de los organismos, especialmente en la secuencia del gen que codifica la 
subunidad 16S del ARN ribosomal (ARNr 16S) (Busse et al., 1996; Woo et al., 
2008), ya que contiene regiones en su secuencia altamente conservadas que hacen 
que cualquier variación en esta secuencia, sea útil para la identificación y 
clasificación filogenética de los organismos, incluso para diferenciar entre especies 
cercanamente relacionadas. Basado en este principio, Bosshard y colaboradores 
(2006) compararon los resultados de sus análisis bioquímicos descritos previamente, 
con los obtenidos de la secuenciación del gen ARNr 16S, logrando una mayor 
precisión en la identificación de estos aislados clínicos, puesto que se identificaron 
los 107 aislados tanto a nivel de género como de especie. Existen en la actualidad 
muchos reportes con resultados similares a éstos (Busse et al., 1996; Collado et al., 
2007; Albuquerque et al., 2009; Sibley et al., 2012; Das et al., 2014; Lacumin et al., 
2015;). Todos estos reportes demuestran que el análisis del gen ARNr 16S ha 
jugado un papel esencial en la identificación precisa de aislados bacterianos y en el 
descubrimiento de nuevas bacterias (Woo et al., 2008), incluso de aquellos que 
tienen perfiles fenotípicos inusuales, crecimiento lento y no cultivables. 
 
Existen múltiples técnicas que permiten analizar la secuencia del ARNr 16S, entre 
ellas están: los microarreglos de ARN, Polimorfismo de Longitud en los Fragmentos 
de Restricción del rDNA/rRNA (RFLP), Análisis Espacial Intergénico Ribosómico 
Automatizado (ARISA), Electroforesis en Gel de Gradiente Desnaturalizante 



   
 

   
 

(DGGE), entre muchas otras (Peccia et al., 2006; Malik et al., 2008). Marty y 
colaboradores (2012), empleando la técnica RFLP, encontraron especies de 
Lactobacillus sakei y L. curvatus como la población microbiana dominante en 
productos cárnicos suizos fermentados y algunas especies de Staphylococcus, 
como S. equorum, S. warneri, S. saprophyticus, S. epidermis, S. xylosus y S. aureus 
que eran frecuentes durante distintos procesos de maduración de la carne evaluada. 
Esto permitió discriminar entre especies y reconocer los microorganismos 
predominantes en las distintas etapas de maduración de la carne, llegando a 
identificar bacterias patógenas. 
  
Por otra parte, la técnica DGGE permite describir la estructura de la comunidad 
microbiana y su diversidad en muestras ambientales. Así lo demostraron Quing y 
colaboradores (2007), los cuales identificaron una comunidad de bacterias 
resistentes a cadmio presentes en sitios contaminados con zinc y posteriormente, 
por análisis de secuencias, identificaron la presencia de Bacillus cereus y 
Enterobacter cloacae como microorganismos dominantes en estas muestras. 
  
Al comparar la identificación de microorganismos por secuenciación del gen ARNr 
16S con los análisis bioquímicos, encontramos mayores beneficios con la primera, 
ya que no está restringida a un grupo específico de microorganismos y, además, se 
cuenta con múltiples bases de datos que permiten tener una mayor capacidad de 
identificación microbiana (Bosshard et al., 2006), hasta el punto que las especies 
nuevas aún no descritas, se pueden asignar a un grupo de microorganismos 
relacionados. Es importante mencionar, que los resultados que se obtienen de este 
análisis, no dependen de la interpretación individual del analista, como sí podría 
suceder con los resultados de las pruebas bioquímicas. 
 
Aunque es evidente la alta sensibilidad y especificidad de las pruebas de 
identificación molecular en la identificación de microorganismos bajo condiciones 
dependientes e independientes de cultivo, es importante mencionar que estas 
técnicas presentan limitaciones, por ejemplo, son dispendiosas por los 
procedimientos a realizar y costosas por los requerimientos de varios reactivos y 
componentes, además se ve limitada al momento de identificar microorganismos 
desconocidos y que no estén en bases de datos. Además, la transferencia horizontal 
de genes ha cuestionado la utilidad de la secuenciación del gen ARNr 16S, ya que, 
si la transferencia horizontal de éste permanece en la naturaleza, se generan 
variaciones por mutación que se verán reflejadas en la secuencia del genoma 
bacteriano, la cual causará inconvenientes a la hora de identificar los aislados (Das 
et al., 2014). Por tal razón, ampliar el panorama de nuevas metodologías para una 
identificación rápida y confiable que, a su vez, complementen la trascendencia que 
ha tenido la biología molecular, nos lleva a mirar otros ámbitos de la ciencia. 
  
 
 



   
 

   
 

Estrategias complementarias de identificación microbiana 
 
En la mayoría de las pruebas que emplean análisis de las secuencias de ADN y 
ARN se pueden generar resultados falsos negativos y falsos positivos, ya sea por 
una contaminación de la muestra o por la presencia de inhibidores que podrían 
alterar los resultados (Vaneechoutte et al., 1997; Erukhimovitch et al., 2005). Por 
consiguiente, se han empleado estrategias que complementan la identificación y 
caracterización microbiana basadas en la composición química y la morfología de 
los microorganismos (Szalontai et al., 2000; Beekes et al., 2007; Bae et al., 2011; 
Lewis et al., 2013; Kim et al., 2015). Estos estudios han demostrado un alto grado de 
sensibilidad, rapidez, bajo costo y simplicidad al momento de identificar los 
microorganismos (Erukhimovitch et al., 2005), proporcionando información cualitativa 
y cuantitativa sobre la muestra estudiada para su identificación.  
 
● Espectroscopia de Infrarrojo con Transformada de Fourier (FT-IR) 
 
Entre las estrategias de identificación microbiana basados en la composición 
química de los microorganismos se encuentra la espectroscopia infrarroja con 
Transformada de Fourier (FT-IR) (Preisner et al., 2007; Kim et al., 2015). La 
espectroscopia FT-IR permite obtener espectros que dan información acerca de los 
componentes fundamentales de la membrana de los microorganismos como son los 
lípidos, proteínas y polisacáridos, para así identificarlos según el perfil espectral 
particular (Melin, 2004; Preisner et al., 2007). 
  
Esta técnica espectroscópica mide la respuesta del espectro electromagnético entre 
4000 - 900 cm-1 (Mondaca et al., 2010), asociado a las vibraciones moleculares de 
los diferentes grupos funcionales presentes en la membrana celular (Sockalingum et 
al., 2002; Sandt et al., 2003). Es un método considerado promisorio para la 
identificación de género y especie microbiana (Kümmerle et al., 1998; Kirschner et 
al., 2001; Sockalingum et al., 2002), ofreciendo dentro de las ventajas ser una 
alternativa rápida y confiable. 
 
Descripción de la estructura (composición) de la membrana celular 
 
Es necesario conocer la composición y la estructura química para entender el 
espectro FT-IR de las células microbianas. El nivel más simple de los sistemas 
biológicos está compuesto de lípidos, proteínas, ácidos nucleicos y carbohidratos 
(Maquelin et al., 2002). Entre bacterias y levaduras, la composición y la estructura 
química de cada grupo varían considerablemente, como se ve en la tabla 1. 
 
 
 
 



   
 

   
 

Tabla 1. Composición molecular general de bacterias y levaduras. Tomada y modificada de Maquelin 
et al., 2002. 

Características Bacterias Levaduras 

Diámetro (um) ~1 ~10 

Tiempo de generación (h) 0.2 - 10 2 - 10 

Proteínas (%, w/w) 40 - 60 40 - 50 

Lípidos (%, w/w) 10 - 15 5 - 20 

Carbohidratos (%, w/w) 10 - 20 10 - 25 

DNA (%, w/w) 2 - 4 1 - 3 

RNA (%, w/w) 5 - 15 3 - 10 

  
Los componentes de la envoltura (pared) celular han mostrado ser constituyentes 
que tienen un fuerte efecto en el espectro infrarrojo. La envoltura celular de bacterias 
es una estructura compleja de múltiples capas que sirve para proteger el citoplasma 
bacteriano del ambiente impredecible y hostil en el que se encuentren (Silhavy et al., 
2010). La gran mayoría de las bacterias se encuentran en dos categorías principales 
que se basa en la diferencia estructural de la composición de la envoltura: Gram 
negativa y Gram positiva (figura 1). 
 

 
Figura 1. Esquema de la pared celular de bacterias Gram positivas y Gram negativas. 

http://www.escuelapedia.com/identificacion-de-bacterias-gram-positivas-y-gran-negativas/ 
 

 
Tanto en bacterias Gram negativas como en Gram positivas, la envoltura celular se 
compone de una membrana citoplasmática y una capa de peptidoglicano, además 
de una membrana externa que poseen solo los Gram negativos, como se ve en la 
figura 1 (Maquelin et al., 2002; Silhavy et al., 2010; Álvarez Ordóñez et al., 2002). 
 



   
 

   
 

La membrana citoplasmática es una estructura laminar, delgada (entre 5 a 10 nm de 
espesor), flexible y fluida que mantiene la integridad de la célula, formada por lípidos 
y proteínas. Esta membrana constituye la barrera que separa el interior de las 
células con el exterior, por tanto es selectiva. La capa de peptidoglicano es una red 
rígida, de alto peso molecular que tiene como función dar forma y proteger a la 
célula de un rompimiento osmótico. Esta capa es mucho más gruesa y rígida en 
bacterias Gram positivas que en Gram negativas y está formada por cadenas 
lineales de polisacáridos. En bacterias Gram positivas, la pared celular contiene 
polímeros adicionales, como el ácido teicoico unido covalentemente al 
peptidoglicano. Este ácido es una macromolécula que contiene glicerol o ribitol que 
consiste en un esqueleto de fosfato con cadenas laterales variables (Álvarez 
Ordóñez et al., 2002; Maquelin et al., 2002) que une las distintas capas entre sí. 
 
En las bacterias Gram negativas hay una membrana externa adicional al 
peptidoglicano, y al ser una bicapa lipídica asimétrica, contiene fosfolípidos en la 
capa interna (de composición similar a los encontrados en la membrana 
citoplasmática) y en la capa externa están los lipopolisacáridos (LPS) y varias 
proteínas formadoras de poro (porinas), siendo ésta una barrera permeable que 
protege a las células contra sales biliares y degradación por medio de enzimas 
digestivas (Maquelin et al., 2002). En levaduras, las proteínas, lípidos y polisacáridos 
que componen la membrana, la pared celular y las cápsulas, son de importancia en 
la taxonomía y filogenia de estos organismos. En el caso de sus membranas, las 
levaduras tienen lípidos y pigmentos (que no están presentes en procariotas) como 
son: esteroles, esfingolípidos, ergosterinas melaninas y algunos glicolípidos. La 
pared celular se compone de un complejo de polisacáridos y glicoproteínas, como 
glucosa, manosa, galactosa, xilosa, N-acetil-D-glucosamina y ácido urónico y el 
principal polisacárido de reserva es el glicógeno presente en citoplasma y 
nucleoplasma y su contenido depende del estado fisiológico de las células (Maquelin 
et al., 2002).    
  
Entonces, la espectroscopia FT-IR puede proporcionar información adicional de 
datos fenotípicos y genotípicos para establecer una clasificación taxonómica. El 
espectro FT-IR constituye una imagen de la composición química total, los 
compuestos y estructuras especialmente de la pared celular tienen una mayor 
influencia en el espectro (Álvarez Ordóñez et al., 2002). Así, el espectro FT-IR de 
cada microorganismo se considera una “huella dactilar” única de señales 
características del mismo, que pueden ser luego analizados con el potencial de 
encontrar señales particulares a cada microorganismo que permita su identificación 
y diferenciación con otros (Zeroual et al., 1994; Erukhimovitch et al., 2005). 
  
El análisis realizado por espectroscopia FT-IR tiene el potencial de proporcionar 
resultados rápidos y alcanzar altos valores de especificidad y sensibilidad, por lo que 
esta técnica es capaz de identificar y caracterizar distintas muestras biológicas 
según su composición química (Aguiar et al., 2015), basándose en la interacción que 



   
 

   
 

tiene la radiación infrarroja con la membrana, en donde esta radiación infrarroja es 
absorbida cuando su frecuencia (energía-1) es igual a la del modo vibracional. Estas 
vibraciones moleculares son únicas para el tipo y disposición espacial de los átomos 
en una muestra; por ello es que el espectro se asocia a una huella digital de la 
estructura irradiada (Aguiar et al., 2015). 
  
La espectroscopia FT-IR estudia el efecto de la interacción entre la materia y la 
energía radiada en el rango de infrarrojo (13.000 a 10 cm-1) del espectro 
electromagnético y este efecto es evaluado al medirse la absorción de varias 
frecuencias de Infrarrojo (IR) por una muestra situada en la trayectoria de un haz de 
ondas electromagnéticas con dichas componentes espectrales de IR (Álvarez et al., 
2012). Sin embargo, el rango de frecuencias vibracionales más útiles para el análisis 
de la mayoría de las moléculas, corresponde al espectro medio del IR (MIR), entre 
4.000 y 400 cm-1. Entonces, cuando el haz de la radiación IR pasa a través de una 
muestra, la radiación puede ser absorbida o transmitida, dependiendo de la 
frecuencia vibracional y estructura de las moléculas que hacen parte de la muestra, 
la cual excita ciertos grupos moleculares produciendo vibraciones (Álvarez et al., 
2012) (figura 2). 
 

 
 
Figura 2. Esquema de la interacción de la radiación IR con una muestra biológica, la cual es 
absorbida por la estructura molecular de la membrana celular, produciéndose un espectro que 
caracteriza la composición química general.  

  
 

La espectroscopia infrarroja ha mostrado ser una técnica rápida, sensible y versátil 
en la identificación, diferenciación y caracterización de microorganismos, incluso a 
nivel de especie, de una manera simple y económica en comparación con otras 
técnicas espectroscópicas (Melin, 2004). Es así como Filip y colaboradores (2004) 
logran identificar con esta técnica bacterias de importancia clínica como Bacillus 
subtilis cuando es cultivada en diferentes medios; de la misma forma, Melin y 
colaboradores (2004) diferenciaron distintos géneros de la clase Mollicutes: 
Acholeplasma, Mycoplasma y Ureaplasma, permitiendo una clasificación de 
especies relacionadas de Ureaplasma (U. urealyticum y U. parvum) y entre cepas de 
una especie (M. pneumoniae) (Figura 3). En tanto, Zeroual y colaboradores (1994) 



   
 

   
 

mostraron que bajo distintas condiciones de crecimiento, Bradyrhizobium japonicum 
genera cambios estructurales en los componentes de su pared celular 
(peptidoglicano), que se ven reflejados en las bandas de absorción, mostrando que 
las huellas espectrales son lo suficientemente específicas para cada microorganismo 
como para permitir distinguir entre la diversidad de especies analizadas. 
 
Estos resultados dan cuenta de la importancia que tiene la espectroscopia FT-IR en 
la evaluación de los cambios moleculares, que permiten una identificación específica 
de los microorganismos según su composición de membrana. Este enfoque pone a 
la espectroscopia FT-IR a la vanguardia de las nuevas técnicas promisorias para la 
detección, identificación y clasificación taxonómica rápida de microorganismos a 
nivel de serotipo, cepa, especie o género (Sockalingum et al., 1998; Melin et al., 
2004; Preisner et al., 2007). 

 
Figura 3. Espectro infrarrojo de distintas especies de Mycoplasma. a. M. genitalium; b. M. penetrans; 
c. M. pneumoniae FH; d. M. pneumoniae M129. Tomada y modificada de Melin et al., 2004. 
 
 
● Difracción de la luz 
 
Desde otra perspectiva biofísica para la identificación microbiana, se presenta un 
modelo óptico de dispersión de la luz, utilizado en diversos campos, desde la 
agricultura hasta aplicaciones clínicas, que ha permitido la clasificación de muestras 
biológicas a nivel de género y especie (Robinson et al., 2011; Kim et al., 2015). Este 
método óptico basado en iluminación láser, identifica de manera rápida y sin destruir 
la muestra, colonias bacterianas que crecen en medio de cultivo, analizando 
patrones de dispersión de las colonias, los cuales permiten distinguir entre especies 
por las características físicas y de contorno de cada colonia (superficie, tamaño, 
forma, índice de refracción), por la composición química de la superficie celular y la 
estructura radial observada en algunas cepas y especies  (Bae et al., 2007 y 2011; 
Banada et al., 2007; He et al., 2015). La aplicación de ésta técnica ha demostrado 
ser un método de bajo costo, no destructivo, sencillo y reproducible para la 
identificación y caracterización de microorganismos. 
 
En algunas áreas de la microbiología, es de sumo interés entender las 
características morfológicas de las colonias bacterianas, por ejemplo en 



   
 

   
 

identificación taxonómica y diagnóstico, análisis de cepas mutantes en estudios 
genéticos y como control de calidad en alimentos, ya que con estas técnicas de 
registro óptico de las colonias se puede ver la respuesta que tienen los 
microorganismos frente a los factores ambientales a los que se presentan (Bae et 
al., 2011). 
  
Una colonia bacteriana es el resultado de una multiplicación exponencial de una 
simple célula en la superficie de un medio sólido formando una estructura en forma 
de cúpula, que se ve favorecida por una serie de factores ambientales, tales como la 
nutrición, disponibilidad de oxígeno, humedad y movilidad, proporcionadas por un 
medio de cultivo sólido (Bae et al., 2011). Ésta es iluminada con un rayo láser (luz 
coherente) y el patrón de la luz dispersada o difractada que se genera de una 
colonia depende de las propiedades ya mencionadas (índice de refracción, forma, 
tamaño y composición química de la colonia) propias de ésta, lo que produce 
patrones reproducibles asociados a propiedades que se mantengan invariantes 
(Banada et al., 2007).   
 
La difracción de la luz es un fenómeno que se basa en la desviación de las ondas 
electromagnéticas cuando ésta se encuentra con un obstáculo o hay un cambio en 
el medio. El efecto de este fenómeno se hace más notable cuando el tamaño de los 
obstáculos es comparable con la longitud de onda. Uno de los fenómenos de 
difracción es la difracción de Fresnel en donde los rayos incidentes sobre el 
obstáculo se observan en un punto del espacio cerca de éste. Un ejemplo particular 
de la difracción se observa cuando la luz de una fuente coherente pasa a través de 
una abertura circular pequeña generando, en lugar de la proyección geométrica de 
la forma de la abertura, un disco difuso circular conocido como disco de Airy, 
rodeado de anillos circulares concéntricos mucho más tenues. En este sentido, 
puede decirse que la geometría o morfología de la estructura por la que pasa la luz 
es la que determina el patrón de difracción o scattering (es la luz que sufre un 
cambio de propagación por las dimensiones finitas del medio) (Beléndez Vásquez, 
2000). La figura 4 muestra ejemplos de patrones de difracción que se generan al 
pasar un rayo de luz a través de una (A) abertura circular mostrando el patrón de 
Airy, (B) una abertura con estructura, como es el caso de un diafragma segmentado 
y (C) una estructura con geometría, como una estrella de Siemens, la cual se 
asemeja a la estructura y patrón de difracción asociado a la morfología de una 
colonia microbiana.  
 



   
 

   
 

 
Figura 4. Ejemplos experimentales de diferentes patrones de difracción generados al iluminar (A) una 
abertura circular, (B) diafragma segmentado y (C) estrella se Siemens. 
 
 
Teniendo en cuenta esta propiedad de difracción o dispersión de la luz, se puede 
entender que las colonias que forman los microorganismos en medios de cultivo 
sólido y que presentan morfologías o estructuras geométricas particulares, al ser 
iluminadas con un rayo de luz láser, éste muestre como resultado una dispersión de 
dicho rayo, que dependerá de las características físicas de cada colonia, generando 
los denominados “patrones de difracción”, que son únicos para cada tipo de colonia 
(Robinson et al., 2011; Arango et al., 2013). 
 
Los patrones generados por la difracción de la luz de una colonia desconocida, se 
puede comparar con bases de datos de patrones previamente obtenidos de colonias 
de bacterias conocidas para lograr de esta manera una identificación y 
reconocimiento de los microorganismos (Robinson et al., 2011). Estudios previos 
han mostrado el potencial de esta metodología en diversas áreas de la 
microbiología: clínica y salud pública, biotecnológica, alimentaria, bioseguridad y 
ambiental (Robinson et al., 2011; Singh et al., 2015), pudiendo identificar colonias 
bacterianas de Bacillus cereus y otros Bacillus spp. (Banada et al., 2009; Singh et 
al., 2015), aislados de Campylobacter spp. (He et al., 2015), Listeria monocytogenes 
y otras especies de Listeria (Banada et al., 2007 y 2009), así como también 
Escherichia coli, Salmonella typhimurium, Vibrio parahaemolyticus, Staphylococcus 
aureus, Enterobacter aerogenes, Enterococcus faecalis, Lactococcus lactis y 
Aeromonas hydrophila (Banada et al., 2009), por medio de la difracción de la luz 
generada por las colonias de estos microorganismos (Figura 5). 

 

(A) 

(B) 

(C) 



   
 

   
 

 
 
Figura 5. Imágenes de dispersión de colonias de especies representativas de los géneros de Listeria, 
Escherichia, Salmonella, Vibrio, Staphylococcus, Enterobacter, Enterococcus, Bacillus y Lactococcus. 
(Tomado de Banada et al. (2009).  
 
En esta investigación, para lograr la captura de las imágenes de los patrones 
difractivos bacterianos y su posterior análisis, se implementó un montaje óptico, que 
se denominó “Difractoscopio”, el cual permite identificar las especies de bacterias 
que crecen sobre la superficie del agar en el que crecen, como se describe en el 
anexo 1. 
  
Las colonias bacterianas son estructuras tridimensionales y no es fácil distinguir la 
arquitectura interior del exterior a simple vista. Pero, si ocurren cambios, por más 
pequeños que sean, interferirá en la difracción del rayo de luz que atraviese la 
colonia y este permitirá diferenciar una colonia bacteriana de otra por análisis de 
imágenes del patrón de difracción (Arango et al., 2013). Por consiguiente, el 
surgimiento de este tipo de técnicas son potencialmente complementarias a las 
comúnmente empleadas para identificar y caracterizar microorganismos y por tanto 
tienen numerosas aplicaciones prácticas, además de ser fundamental en resolver 
preguntas de sistemática bacteriana, taxonomía y evolución. La rápida identificación 
y discriminación de microorganismos tiene un mayor impacto en la salud pública, la 
biotecnología y la ingeniería genética, como por ejemplo, identificar organismos 
indicadores de la calidad de agua, patógenos en alimentos y muestras clínicas, 
agentes biológicos nocivos (virus, bacterias y otras toxinas) (Robinson et al., 2011), 
entre otros. Entonces, la implementación de técnicas físico-químicas, como la 
espectroscopía de FT-IR y la difracción de la luz, se unen al campo de la 
microbiología a modo de complementar las estrategias actuales de identificación 
microbiana, aportando soluciones a los distintos problemas a los que nos 
enfrentamos los microbiólogos a la hora de identificar microorganismos. En la tabla 2 
puede verse algunas de las características más relevantes de las pruebas usadas 
para la identificación de microorganismos, de las que más arriba explicamos (ELS: 
Dispersión de Luz Elástica, PCR: Reacción en Cadena de la Polimerasa (como 



   
 

   
 

herramienta genética/molecular), Prueba bioquímica (ejemplo, pruebas API), 
técnicas de análisis espectrales (por ejemplo, FT-IR)).    
 
En conclusión, el estudio de los microorganismos nos permite, como microbiólogos, 
aprender del entorno en el que viven, el estado de su ecosistema, la abundancia o 
presencia en ambientes y por tanto, reconocerlos como parte importante en estos 
hábitats y para esto, es fundamental contar con herramientas de identificación 
rápidas, precisas y sensibles, las cuales, gracias a los avances en el conocimiento 
del mundo biológico, van precedidos de alguna innovación tecnológica que permite 
medir u observar un sistema en particular, realizar planteamientos experimentales de 
carácter novedoso que antes parecían imposibles de lograr. De aquí surge el interés 
por implementar el uso de los patrones difractivos de luz y espectroscopia infrarroja 
para la identificación rápida y confiable de microorganismos. Para lograr las 
evaluaciones de éstos métodos, se propone: (1) Analizar los patrones de difracción 
de la luz de colonias de microorganismos, (2) Obtener los perfiles vibracionales de 
microorganismos mediante espectroscopia infrarroja y (3) Evaluar la capacidad de 
los perfiles vibracionales y patrones difractivos para la identificación de 
microorganismos mediante el análisis de pruebas de ciegos. 
 
 
Tabla 2. Comparación de características entre las diferentes técnicas de identificación de 
microorganismos comúnmente usadas. Tomada y modificada de Robinson et al, 2011. 
 

 Características Prueba 
bioquímica PCR Análisis 

espectrales ELS 

Bajo costo    ✔ 

Automatización  ✔  ✔ 

Exactitud/Reproducibilidad de datos Varía según 
ensayo  ✔ ✔ 

De amplio uso ✔ ✔  ✔ 

Amplificación de muestra necesaria ✔ ✔  ✔ 

Velocidad  ✔ ✔ ✔ 

Facilidad de uso ✔  ✔ ✔ 

Solo identificación de células vivas ✔   ✔ 

Capacidad de tratar muestras complejas    ✔ 

Identificación por perfil protéico   ✔  

Identificación por DNA/RNA  ✔   

Identificación por morfología ✔   ✔ 

 
 
 
 



   
 

   
 

Materiales y Métodos 
 
Aislamiento de microorganismos 
  
Microorganismos de referencia. Se seleccionaron 9 microorganismos entre bacterias 
y levaduras, con el objetivo de abarcar su afinidad tintorial (Gram positivos y Gram 
negativos) y la distinta morfología celular (cocos y bacilos); pertenecientes a la 
colección de cepas de la Escuela de Microbiología y del grupo de Biotransformación 
de la Universidad de Antioquia, previamente caracterizados por métodos 
bioquímicos y moleculares (tabla 3). 
 
Tabla 3. Microorganismos seleccionados para medición de colonias por técnica de dispersión de la 
luz y espectroscopia FT-IR. 
 

Microorganismos Tinción 
Gram Características microscópicas % de Identidad 

molecular 

Escherichia  
coli Gram - Bacilo móvil con flagelos perítricos. Miden entre 0,5 µm 

ancho - 3 µm largo. No forma esporas. 
99,85% relacionado con 

Escherichia coli 

Staphylococcus 
aureus Gram + Coco inmovil (0,5 -1 µm diámetro) agrupados en 

racimos o tétradas. No forma esporas. 

100% relacionado con 
Staphylococcus 

aureus 

Enterobacter 
aerogenes Gram - 

Bacilo recto, corto, casi cocoide. Flagelos perítricos, 
no formador de esporas. Mide 1,2-3,0 µm largo y 0,6-

1,0 µm ancho. 

99,85% relacionado 
con Enterobacter 

aerogenes 

Bacillus  
cereus Gram + 

Bacilo recto con extremos redondeados, agrupados 
en cadenas. Bacilo formador de esporas 

(intraesporas) terminales. Flagelos perítricos. 

99,9% relacionado con 
Bacillus cereus 

Lactococcus  
lactis Gram + 

Cocos (ovoide) agrupados en pares y cadenas cortas, 
de longitud de 0,5 -1,5 µm. 

Sin esporas y flagelo. 

Identificación realizada 
por el grupo de 

Biotransformación, 
Escuela de 

Microbiología. 

Streptococcus 
infantarius Gram + Cocos agrupados en pares o cadenas cortas, de 0,8 a 

1,2 µm. No esporulado ni motil. 

Identificación realizada 
por el grupo de 

Biotransformación, 
Escuela de 

Microbiología. 

Lactobacillus 
plantarum Gram + Bacilo con extremos redondeados o cocobacilos no 

formadores de esporas. 

Identificación realizada 
por el grupo de 

Biotransformación, 
Escuela de 

Microbiología. 

Saccharomyces 
cerevisiae NA 

Levadura ovalada, globosas a elipsoidales, con 
gemación multilateral, formando cadenas cortas. 

Puede presentar pseudomicelio con crecimiento de 
pseudohifas cortas. 

98% relacionada con 
Saccharomyces 

cerevisiae 

Rhodotorula sp. NA Levadura ovalada y elongada, en ocasiones forma 
pseudohifas. NA 

 



   
 

   
 

Caracterización bioquímica y molecular de los microorganismos de estudio 
 
Caracterización bioquímica. Con el fin de evaluar los resultados obtenidos por las 
técnicas espectroscópica y óptica (Basado en protocolo ISO 16140; Langton et al., 
2002), algunas cepas de estudio se caracterizaron con las pruebas bioquímicas API 
20E y 20NE (realizadas sólo para aquellas cepas bacterianas que cumplian con 
tener características de forma bacilar y Gram negativas) (Croci et al., 2007) 
siguiendo las instrucciones del fabricante (BioMérieux, France). 
 
Caracterización molecular. El procedimiento de extracción del ADN de bacterias, 
amplificación mediante PCR y posterior secuenciación del gen ARNr 16S (según 
protocolo descrito por Drancourt et al., 2000 y Dunbar et al., 1999) se realizó por el 
El Servicio Integral de Apoyo a la Vigilancia Epidemiológica y Control de 
Enfermedades Infecciosas -EPIMOL, adjunto a la Escuela de Microbiología de la 
Universidad de Antioquia (ver tabla 3). 
 
Preparación previa de los cultivos de microorganismos 
 
Inoculación y siembra de microorganismos. Los microorganismos seleccionados se 
sembraron inicialmente (primer pase) en medios de cultivo con agar M17 y MRS 
para bacterias ácido lácticas, medio agar YM para levaduras y agar LB para el resto 
de las bacterias. Se incubaron durante 24 horas a 37 ºC las bacterias y hasta 48 
horas a 30ºC las levaduras y bacterias ácido lácticas. Posteriormente, se inocularon 
de nuevo en medios agar (segundo pase) durante 24 y 48 horas. A partir de estos 
aislamientos axénicos, se realizaron distintos procedimientos para el análisis 
espectroscópico y de dispersión de luz. 
 
Espectroscopia FT-IR 
 
Preparación de la muestra. A partir de los cultivos de bacterias y levaduras 
previamente inoculados (sección Inoculación y siembra), se removió, teniendo 
cuidado de no arrastrar medio de cultivo, una muestra de colonias (entre 1 a 3 
colonias aproximadamente) que se suspendieron en 10 µL de agua destilada estéril. 
Posteriormente, estas suspensiones se sonicaron entre 10 a 40 segundos para 
homogenizar la suspensión de células; todo el proceso de preparación de las 
muestras se encuentra resumido en la figura 6. 
 
Medición de microorganismos. De la suspensión de células previamente preparada, 
se tomaron 3 µL y se dispensaron sobre el cristal de diamante del dispositivo de 
Reflectancia Total Atenuada (ATR) del espectrómetro FT-IR Tensor II (Bruker, 
Germany), acoplado con un detector de Mercurio Cadmio Telurio (MCT). El exceso 
de agua en las muestras se eliminó por evaporación con corriente de nitrógeno para 
minimizar el contenido de agua proveniente de las muestras. Los espectros de los 
diferentes microorganismos se obtuvieron en un rango de número de onda de 4000 - 



   
 

   
 

400 cm-1 a temperatura ambiente. Para el registro de los espectros se tomaron 64 
scans con una resolución espectral de 4 cm-1. 

 
Figura 6. Esquema representativo de la preparación de los cultivos microbianos en colonias aisladas 
para la captura de imágenes por la técnica de la dispersión de la luz y espectroscopía FT-IR. 
 
 
Análisis de espectros. Los perfiles vibracionales (espectros) generados fueron 
analizados por deconvolución en base a la segunda derivada del espectro, a cada 
espectro se le realizó la corrección de agua y dióxido de carbono. En caso de ser 
necesario, se realizó un suavizado de 13 a 21 puntos y ajuste de la línea base. Para 
todos los sectores del espectro compuesto por múltiples bandas se hizo necesario 
un procedimiento de ajuste de curva (curve fitting) por el método de mínimos 



   
 

   
 

cuadrados usando bandas Gausianas y Lorentzianas (Galichet et al., 2001), el cual 
permite descomponer en vibraciones individuales que pueden ser analizadas de 
forma particular. Los análisis se realizaron a través del software OPUS versión 7.5 
(Bruker Optics GmbH, Germany). 
   
Ventanas espectrales. Todos los espectros se compararon usando una preselección 
de cinco ventanas espectrales en el rango de 4000 - 400 cm-1 (ver figura 7), 
considerando su información específica y su poder discriminatorio, propuesta por 
Naumann y colaboradores (1991) (Álvarez Ordóñez et al., 2002; Helm et al., 1991):  
 

 
 
Figura 7. Espectro FTIR representativo (de 3500 - 500 cm-1) de una muestra bacteriana. El espectro 
contiene cinco ventanas espectrales informativas: W1: región de ácidos grasos (3000 - 2800 cm-1), 
W2: región amida (1800 - 1500 cm-1), W3: región mezcla (1500 - 1200 cm-1), W4: región de 
polisacáridos (1200 - 900 cm-1) y W5: región huella dactilar (900 - 700 cm-1). Tomado de Álvarez 
Ordóñez et al. (2002). 
 
 

1. La ventana entre 3000 - 2800 cm-1 (W1: Región ácidos grasos) refleja la 
presencia de las vibraciones de estiramiento C - H de los grupos funcionales -
CH3, >CH2 y ≡CH, los cuales son abundantes en los componentes de ácidos 
grasos de las membranas y en cadenas laterales de algunos aminoácidos. 
 

2. La ventana entre 1800 - 1500 cm-1 (W2: Región amida) está dominada por las 
bandas (muy intensas) producidas por los grupos amida I y amida II 
pertenecientes a proteínas y péptidos. Las bandas cerca a 1740 cm-1 son 
dadas por las vibraciones de estiramiento >C=O de los grupos funcionales 
ester en los lípidos. En esta región también puede ocurrir la absorción de 
ácidos nucléicos debido al estiramiento de >C=O, >C=N y >C=C< de la 
estructura heterocíclica del DNA o RNA. 



   
 

   
 

3. La ventana entre 1500 - 1200 cm-1 (W3: Región mezclada) es una región 
espectral influenciada por los modos de flexión de los grupos >CH2 y -CH3 en 
proteínas, ácidos grasos y compuestos que contienen fosfatos. 
 

4. La ventana entre 1200 - 900 cm-1 (W4: Región polisacáridos) revela la 
vibración de estiramiento simétrico de los grupos PO2

- en ácidos nucléicos y 
el estiramiento de C-O-C y C-O-P, que muestra la presencia de carbohidratos 
y polisacáridos en la pared celular y también la influencia de ácidos nucléicos. 
 

5. Finalmente, la ventana entre 900 - 700 cm-1 (W5: Región huella dactilar) 
muestra algunos patrones espectrales específicos de vibraciones de anillos 
de aminoácidos aromáticos (tirosina, triptófano, fenilalanina) y nucleótidos 
además de patrones no asignados a componentes celulares o a grupos 
funcionales. 

 
Tabla 4. Algunas bandas asignadas frecuentemente encontradas en el espectro infrarrojo microbiano. 
Tomado de Álvarez Ordóñez et al. (2002).  
 

 
 

En la tabla 4 se muestran las asignaciones vibracionales que se han asignado a las 
bandas más frecuentes en un espectro IR microbiano, en donde las frecuencias 



   
 

   
 

corresponden a grupos funcionales presentes en las membranas. Esta tabla permite 
comprarar las vibraciones obtenidas por FT-IR de muestras de microorganismos. 

 
 
Técnica Dispersión de la luz 
 
Estandarización del medio de cultivo. Para los análisis de dispersión de la luz, se 
analizó el grosor del medio de cultivo, agregando 15 y 20 mL de agar, además del 
material de la caja de Petri (plástico y vidrio) que mejor permitiera la difracción de la 
luz.  
 
Preparación de la muestra. A partir de las colonias previamente aisladas en la 
sección inoculación y siembra (segundo pase), se tomó una colonia de cada 
microorganismo y se inoculó en caldo de cultivo LB, YM, MRS y M17 según sea el 
caso. Se incubó toda la noche (cultivo overnigth entre 18 a 20 horas 
aproximadamente) en agitación continua, a temperatura de 37ºC. Se inoculó 1 mL 
de cada caldo de cultivo en un nuevo caldo de medio estéril y se incubó entre 2 y 3 
horas en agitación constante a 37ºC. Durante este tiempo, los cultivos alcanzaron 
una absorbancia óptica entre 0,4 - 0,6 y a partir de éste cultivo se realizaron 
diluciones seriadas (hasta 10-7), según previa estandarización. Las últimas diluciones 
del cultivo se sembraron en superficie, entre 10 a 20 μL, con asa digralsky en las 
placas de agar de LB, YM, MRS y M17 con el fin de obtener entre 10 a 30 colonias 
individuales por placa. Se incubaron a 37ºC por 24 y 48 horas para bacterias y 30ºC 
a 48 horas para levaduras y bacterias ácido lácticas (ver figura 6). 
 
Medición colonias de microorganismos. Las colonias aisladas de bacterias y 
levaduras en los medios de cultivos, después de 24 y 48 horas de crecimiento, se 
iluminaron de manera individual con un haz de luz (rayo láser) coherente de frente 
de onda plano de entre 1 y 2 mm de diámetro, de 633 nm de longitud de onda (rojo). 
La alineación entre dicho haz de iluminación y la posición de cada colonia se obtuvo 
ubicando la respectiva caja de Petri en un microposicionador mecánico que permitió 
el desplazamiento horizontal en en el plano XY. Los patrones de difracción de la luz 
de cada colonia se capturaron con una cámara digital CMOS monocromática modelo 
DCC 1545D (Thorlabs Inc., Newton, USA) como es descrito en el Anexo 1, tomando 
una imagen por cada colonia, obteniendo un promedio de 20 imágenes por caja (ver 
figura 6). 
 
Análisis de patrones de difracción. Con el propósito de determinar el análisis 
cuantitativo de los patrones de difracción de cada colonia, de cada imagen tomada, 
se realizaron tres procesos. En el primer proceso, la idea general es convertir la 
imagen en un conjunto de números que represente unívocamente dicha imagen y 
que luego ese conjunto de números pueda ser usado para distinguir, categorizar, 
segregar y agrupar los diferentes patrones de difracción obtenidos para las colonias 
estudiadas.  Para este primer proceso se decidió realizar un análisis de textura, la 



   
 

   
 

cual genera una lista de parámetros de textura basado en un método de binarización 
con el algoritmo SFTA (Análisis de Texturas Fractal basado en Segmentación, por 
sus siglas en inglés) desarrollado por Alceu Ferraz Costa y colaboradores (2012, 
2013) (Universidad de Sao Paulo, Brasil), el cual se basa en descomponer cada 
imagen que originalmente está en una escala de 255 niveles de grises, 
convirtiéndolas en un conjunto de imágenes binarias; a partir de estas imágenes 
binarias se calcula el número de píxeles blancos (A: área), el promedio de píxeles 
(P: blancos y negros) y la dimensión fractale (DF) de la imagen, construyendo de 
esta forma la lista de parámetros numéricos que va a representar la imagen original 
de difracción (Costa et al., 2012, 2013). Un ejemplo de este proceso se representa 
en la figura 8, la cual muestra una imagen de difracción de una colonia (presentada 
en colores falsos) fraccionada para ser procesada en 2 niveles de corte (parámetro 
nb=2), con lo cual se tienen 3 zonas de binarización, calculando para cada una los 
parámetros de DF, A y P. Este proceso de análisis de textura se realizó para 
diferentes niveles de corte nb (nb=1,2,…,6), que permitió tener diferentes conjuntos 
de números identificativos de cada imagen, cada uno con un número distinto de 
parámetros (nb*6-3). Para el ejemplo de la figura 8 se tiene un conjunto de 9 
números asociados o identificativos del patrón de difracción de la colonia en estudio. 
 
Posteriormente, en una segunda fase se entrenó dos clasificadores de texturas: 
Naive Bayes Stadistics (prueba paramétrica y no paramétrica) y Decision Tree con la 
lista de parámetros obtenidos en la fase anterior (A, P y DF), lo que se hace para 
lograr catalogar por similitud o diferencias las imágenes de cada microorganismo 
analizado. Estos clasificadores son, en realidad, modelos estadísticos que se 
alimentan de todos los conjuntos de números (parámetros) extraídos del análisis de 
texturas que identifican a cada una de las imágenes de difracción de todas las 
colonias sembradas y procesadas para construir la base da datos de referencia de 
este estudio. 
 
En la tercera fase, con el clasificador ya entrenado, se generó un identificador, el 
cual obtuvo una nueva lista de parámetros a partir del algoritmo SFTA al introducir 
una imagen de difracción sin identificar para que ésta pueda ser contrastada con la 
base de datos creada por los clasificadores en la fase anterior. Estos análisis de 
textura de las imágenes de las colonias de bacterias y levaduras obtenidas se 
procesaron utilizando el software Matlab (versión 2011, Matworks Inc.). 
 



   
 

   
 

 
 
Figura 8. Representación tridimensional de una imagen de difracción típica de una colonia, la cual 
muestra los planos de los cortes en tres niveles (nb=2), para los cuales se realiza el proceso de 
binarización y posteriormente se sacan los parámetros de DF, P y A.  
 
 
Prueba de ciego 
 
Con el fin de corroborar los resultados obtenidos de los perfiles vibracionales por la 
técnica de espectroscopía FT-IR y los patrones de difracción por la técnica de 
dispersión de la luz de los microorganismos de estudio, se realizó una prueba de 
ciego en la que se tuvo en cuenta un total de 13 microorganismos, donde 10 de ellos 
pertenecían a los microorganismos ya analizados (base de datos) y los 3 
microorganismos restantes eran desconocidos (no analizados en estudio). Éste 
procedimiento fue aleatorizado para los 13 microorganismos, tanto al tiempo de 
medición como de las repeticiones de cada microorganismo. Para dicha prueba, el 
proceso se realizó por una persona entrenada pero no vinculada al proyecto de 
investigación para garantizar un proceso ciego en la investigación y se llevó a cabo 
bajo las mismas condiciones de preparación de muestra y medición de 
microorganismos diseñado para cada técnica, descritos anteriormente. 
 
 
 



   
 

   
 

Base de datos de patrones difractivos y biblioteca de espectros vibracionales 
 
La base de datos se alimentó con las imágenes de los patrones difractivos y la 
biblioteca de FT-IR con los perfiles de espectros vibracionales obtenidos en este 
estudio. Se tuvo en cuenta características morfológicas de las colonias de 
microorganismos por análisis de imágenes según lo descrito por Rajwa y 
colaboradores (2008), Robinson y colaboradores (2011), Arango y colaboradores 
(2013), a través de los parámetros extraídos del análisis de textura (como ya fue 
descrito en la sección de Materiales y Métodos: Análisis de patrones de difracción de 
la Técnica Dispersión de la luz) y He y colaboradores (2015); y de las bandas de los 
espectros vibracionales caracterizados por las propiedades químicas de los 
compuestos orgánicos presentes en los microorganismos según Norris (1959), 
Erukhimovitch y colaboradores (2005) y Barth y colaboradores (2007). Finalmente se 
cuenta con un método de análisis de textura basado en la extracción de conjuntos 
de 3 parámetros (A, P y DF) para hacer la identificación óptica y de 3 regiones del 
espectro para hacer el análisis por el método de FT-IR.  
 
 
Resultados 
 
Caracterización microbiológica y molecular  
 
Las bacterias ácido lácticas L. lactis, S. infantarius, L. plantarum y la levadura S. 
cerevisiae dadas por el grupo de Biotransformación de la Escuela de Microbiología 
ya contaban con su identificación bioquímica y molecular. En tanto, los resultados de 
la identificación molecular para todos los microorganismos nos permitieron confirmar 
con mas del 98% de similitud que estos aislados pertenecen al género y especie 
correspondiente, como muestra la tabla 5.  
 
Tabla 5. Resultados de pruebas bioquímicas, tinción de Gram y molecular de los microorganismos de 
estudio.  

 

Microorganismos Tinción 
Gram 

Prueba 
oxidasa 

Prueba 
catalasa 

Prueba API 20E 
(24h) 

% de Identidad 
molecular 

Escherichia coli Bacilo, Gram 
negativo negativo positivo Escherichia coli 

% ID 98,1 
99,85% relacionado 

con E. coli 

Staphylococcus 
aureus 

Coco, Gram 
positivo negativo positivo NA 100% relacionado 

con S. aureus 

Enterobacter 
aerogenes 

Bacilo, Gram 
negativo negativo positivo 

Enterobacter 
aerogenes 
% ID 52,8 

99,68% relacionado 
con E. aerogenes 

Bacillus cereus Bacilo, Gram 
positivo negativo positivo NA 99,9% relacionado 

con B. cereus 

Saccharomyces 
cerevisiae NA NA NA NA 98% relacionada 

con S. cerevisiae 



   
 

   
 

Otras características tintoriales y bioquímicas están disponibles en las tablas 5 y 6, 
como resultados acordes con los rasgos fisiológicas de cada microorganismo. Con 
esta información podemos apreciar (tabla 5) como los resultados arrojados entre las 
pruebas bioquímicas y moleculares muestran discrepancia entre ellas, 
especialmente para E. aerogenes, donde la prueba bioquímica lo identificó con un 
52,8% y la molecular con un 99,7% (tabla 5).  
 
 
Tabla 6. Descripción de las colonias en medio agar de los microorganismos seleccionados para 
medición de colonias por técnica de dispersión de la luz y espectroscopía FT-IR. 
 

Microorganismos Medio agar Características colonia 

Escherichia coli Luria-Bertani (LB) Colonias redondas con borde liso-continuo, superficie 
suave y aspecto húmedo, brillantes, traslúcidas. 

Staphylococcus aureus Luria -Bertani (LB) 
Colonias redondas, lisas y de tamaño pequeño a mediano 

(puntiformes), de color blanco (en ocasiones presenta 
color amarillo), cremosas y brillantes. 

Enterobacter aerogenes Luria-Bertani (LB) Colonias blancas a traslucidas, lisas, redondas, convexas, 
de aspecto mucoide. 

 
Bacillus cereus 

 
Luria-Bertani (LB) 

Colonias grandes, planas, de forma circular a irregular, 
con bordes lobulados (ondulado), su apariencia parece ser 

seca, color mate. 

Lactococcus lactis M17 

Colonia redonda de color blanco, entre 1 a 2 mm de 
diámetro, de aspecto cremoso, con superficie convexa a 
compacta y bordes enteros (características generales de 

las BAL). 

Streptococcus 
infantarius MRS 

Colonia pequeña, redonda de color blanco, entre 1 a 2 mm 
de diámetro, de aspecto cremoso, con superficie convexa 
y bordes enteros (características generales de las BAL). 

Lactobacillus plantarum MRS 

Colonia pequeña, redonda de color blanco a beige opaca, 
puntiforme, entre 1 a 2 mm de diámetro, de aspecto 
cremoso, con superficie convexa y bordes enteros y 

consistencia húmeda suave (características generales de 
las BAL). 

Saccharomyces 
cerevisiae Yeast Mold (YM) 

Colonias esféricas, convexas, lisas, húmedas, cremosas y 
opacas, con colores que van desde el blanco a color 

crema. 

Rhodotorula sp. Yeast Mold (YM) 
Colonias esféricas de color rojo o rosa coral-naranja 

(pigmentos carotenoides), suave, lisas, húmedas y en 
ocasiones de aspecto mucoide. 

 
 
Identificación por espectroscopia FT-IR 
 
Los espectros FT-IR de los 9 microorganismos evaluados, entre bacterias y 
levaduras, se registraron en la región de 4000 a 400 cm--1 del espectro IR en dos 
tiempos de crecimiento: 24 y 48 horas. Dado que los espectros contienen la 
información de todos los componentes celulares: pared celular, membranas, lípidos, 



   
 

   
 

proteínas, ácidos nucleicos, carbohidratos, etc., existe una enorme complejidad de 
señales que se reflejan en el número, posición, intensidad y amplitud de bandas 
(Naumann et al., 1988). De manera general, los espectros de las bacterias 
presentan una forma similar entre ellos, sin embargo, si se observa en detalle hay 
variaciones importantes entre microorganismos en la región espectral de 1180 - 950 
cm-1 de cada uno de los espectros (hace parte de la ventana espectral W4), por lo 
que nos enfocaremos en esta ventana en particular (ver anexo 2, figuras 21 a 29).   
 
Los microorganismos se agruparon de acuerdo al criterio de clasificación 
microbiológica por la composición de la pared celular para bacterias: Gram 
negativos y Gram positivos y otra agrupación para levaduras. En las figuras 9 y 
10 se muestran los espectros de las bacterias Gram negativas: E. aerogenes y E. 
coli a las 24 y 48 horas respectivamente. A nivel general, los espectros IR de estas 
bacterias en los dos tiempos medidos no muestran cambios muy significativos (en 
intensidad y bandas), exceptuando una de las cepas de E. aerogenes, la cual mostró 
una banda a 1056 cm-1, después de realizar el Curve Fitting en la región entre 1180 - 
950 cm-1 con un error residual de 0.002060, en el espectro correspondiente a 48 
horas.  
 

 
 
Figura 9. Espectros de bacterias Gram negativas registrados a las 24 horas de crecimiento. 
 



   
 

   
 

 
 
Figura 10. Espectros de bacterias Gram negativas registrados a las 48 horas de crecimiento. 
 
En las bacterias Gram positivas: B. cereus y S. aureus, los espectros a 24 y 48 
horas (figuras 11 y 12 respectivamente) muestran que hay diferencias en la forma 
del espectro y las bandas caracteristicas de ambos microorganismos en la región 
1180 - 950 cm-1. A las 48 horas se muestra una variación notoria en la forma del 
espectro de S. aureus respecto al espectro generado a las 24 horas (Curve Fitting 
con un error residual de 0.00158) mostrando que la banda a 1053 cm-1 aumentó su 
intensidad, mientras que B. cereus mantuvo la forma del pico en esa misma región 
en ambos tiempos medidos.   
 

 
 
Figura 11. Espectros de bacterias Gram positivas (B. cereus y S. aureus) registrados a las 24 horas 
de crecimiento. 
 



   
 

   
 

 
 
Figura 12. Espectros de bacterias Gram positivas (B. cereus y S. aureus) registrados a las 48 horas 
de crecimiento. 
 
Para las bacterias ácido lácticas (Gram positivas) medidas a las 48 horas, los 
espectros correspondientes a L. lactis 25-2 y 34-3 son muy similares, sin embargo, 
para la cepa L. lactis 25-2 la banda 1053 cm-1 genera una señal más intensa (Curve 
Fitting con un error residual de 0.001277), como se observa en la figura 26 del anexo 
2. Los espectros de S. infantarius 31-2, 46-3 y 51-3 si bien tienen una tendencia 
espectral similar entre ellos, la cepa S. infantarius 31-2 mostró en la región 1180 - 
950 cm-1 diferencias importantes en la intensidad de los picos de las bandas, en 
comparación con las otras dos cepas (ver anexo 2, figura 27), ya que en ésta hay 
una banda a 933,7 cm-1 que no está presente en las otras dos cepas, además de su 
banda más intensa a 1057 cm-1. Por tanto, la cepa S. infantarius 51-3 tiene una 
banda particular a 986, 9 cm-1, mientras que S. infantarius 46-3 presenta una banda 
en 944, 5 cm-1 y su banda más intensa está localizada a 1052 cm-1. 
 
A diferencia de los anteriores microorganismos, los espectros de las bacterias ácido 
lácticas, L. plantarum 60-1, 62-1, 64-1 y 66-1 muestran tres bandas características 
a 1075, 1032 y 990 cm-1 (ver anexo 2 figura 28). La figura 13 muestra los espectros 
de las bacterias gram positivas B. cereus y S. aureus, L. lactis 25-2 y 34-3, S. 
infantarius 31-2, 46-3 y 51-3, L. plantarum 60-1, 62-1, 64-1 y 66-1 a las 48 horas, 
observándose diferencias que pueden ser utilizadas para la identificación de estas 
especies bacterianas en la región espectral 1180 - 950 cm-1. Al igual que en las 
bacterias, de manera general, los espectros de las levaduras S. cerevisiae y 
Rhodotorula sp. presentan forma similar entre ellas, además de una leve 
semejanza a los espectros de bacterias, sin embargo, en la región espectral 1180 - 
950 cm-1 también se presentan variaciones entre levaduras, además que estas 
bandas son más intensas para las levaduras que para bacterias, como se ve en la 
figura 14. 



   
 

   
 

 
 
Figura 13. Espectros de bacterias Gram positivas (B. cereus, S. aureus, L. lactis 25-2 y 34-3, S. 
infantarius 31-2, 46-3 y 51-3, L. plantarum 60-1, 62-1, 64-1 y 66-1) a las 48 horas de crecimiento. 
 

 
 
Figura 14. Espectros de levaduras S. cerevisiae y Rhodotorula sp. registrados a las 48 horas de 
crecimiento. 
 
El espectro de S. cerevisiae presenta una banda intensa en 1044 cm-1 y otra con 
menor intensidad en 1080 cm-1. Mientras que para Rhodotorula sp. las mismas 
bandas presentan una menor intensidad a 1029 y 1078 cm-1, además se presentan 
dos bandas adicionales ubicadas a 990 y 1148 cm-1. Esto permite ver diferencias 
entre los espectros de levaduras.  
 
 



   
 

   
 

Identificación por Dispersión de la luz 
 
Para los análisis de dispersión de la luz fue necesario estandarizar el volumen del 
medio de cultivo y el material de la caja de petri, ya que éstos presentan un efecto 
significativo en la difracción de la luz láser. La caja de petri de plástico y un volumen 
de 15 mL de agar presentaron menor interferencia en el paso de la luz con patrones 
más diferenciados de cada colonia en comparación con la caja petri de vidrio y un 
volumen de agar de 20 ml.  

 
Figura 15. Imágenes representativas de patrones de difracción a 24 y 48 horas de: (A) E. coli; (B) 
S.aureus; (C) E. aerogenes; (D) B. cereus; y a 48 horas (E) L. lactis 25-2; (F) L. lactis 34-3; (G) S. 
infantarius 31-2; (H) S. infantarius 46-3; (I) S. infantarius 51-3; (J) L. plantarum 60-1; (K) L. plantarum 
62-1; (L) L. plantarum 64-1; (M) L. plantarum 66-1; (N) S. cerevisiae y (O) Rhodotorula sp. 
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En cada caja de petri, se obtuvieron en promedio entre 10 a 40 colonias y se 
tomaban alrededor de 30 imágenes por microorganismo. Los patrones de difracción 
representativos de las bacterias E. coli, S.aureus, E. aerogenes, B. cereus, L. lactis, 
S. infantarius, L. plantarum y las levaduras S. cerevisiae y Rhodotorula sp. medidos 
a las 24 y 48 horas (según el caso) se muestran en la figura 15. Al comparar los 
patrones de dispersión de estos microorganismos puede observarse bajo un análisis 
visual que los patrones son similares entre ellos por estas características en común: 
punto central brillante, anillos concéntricos (patrón de Airy), radios radiales y puntos 
difusivos con varios ángulos medios (Banada et al., 2007), según el método de 
clasificación Naive Bayes Stadistics para buscar similitudes, como se explicó en la 
sección de Materiales y Métodos -Análisis de patrones de difracción. 
 
El patrón de dispersión de la mayoría de las colonias medidas de cada 
microorganismo muestra una serie de patrones circulares, con un anillo (o punto) 
más brillante en el centro, además de estructuras radiales que se extienden hacia 
fuera. La forma, tamaño, estructura y color de la colonia bacteriana dependen no 
solo de las especies de bacteria, sino también de varios factores ambientales como 
condiciones de crecimiento, tales como: tipo de medio de nutriente, temperatura y 
humedad en la superficie de los medios, entre otros. La composición química del 
medio nutritivo ha mostrado que tiene un efecto en el metabolismo de los 
microorganismos y por ende, éste afecta la forma de la colonia bacteriana, además 
que influye significativamente en las propiedades de transmisión (Buzalewicz et al., 
2011). Todos estos parámetros son tomados en consideración en el procedimiento 
de identificación de especies bacterianas; algo similar sucede al medirse los 
microorganismos en FT-IR, puesto que se sabe que al cambiar o variar sus 
condiciones de cultivo se ven reflejados en variaciones de los espectros. 

 
Para el análisis de las imágenes de difracción se utilizó el software Matlab con el fin 
de generar la información de textura de cada imagen tomada de cada colonia de 
todos los microorganismos y así crear las bases de datos. Estas bases de datos se 
hicieron en dos tiempos: 24 y 48 horas, y se tuvo en consideración los 9 
microorganismos (y cepas respectivas) de la tabla 3, además de un microorganismo 
aislado de suelo, de textura cremosa y coloración rosa (nombrado como “Rosada”, 
no identificado), como lo muestra la base de datos 1 y 3 (24 horas) y 2 y 4 (48 
horas) descritas en la tabla 7. Las bases de datos 3 y 4 se crearon con la misma 
información de las bases de datos 1 y 2, con la única diferencia de que las distintas 
cepas de L. lactis, L. plantarum y S. infantarius se unieron bajo un solo nombre, con 
el fin de analizar la posible falta de discriminación de la técnica para distinguir dichas 
cepas y de este modo intentar la disminución en el error en la identificación de 
microorganismos. 
 
 
 



   
 

   
 

Tabla 7. Microorganismos seleccionados para la creación de las bases de datos a 24 y 48 horas. Las 
bases de datos 3 y 4 es la unión de las cepas de L. lactis, L. plantarum y S. infantarius en un solo 
nombre. 

 
 
Es importante anotar que las colonias de B. cereus a las 48 horas tienen un radio 
mayor al que la cámara CMOS puede abarcar, por tanto, no hay mediciones de los 
patrones de difracción de este microorganismo en este tiempo. Además, la levadura 
S. cerevisiae solo muestra colonias más definidas después de 48 horas, por tanto a 
las 24 horas no hay patrones de difracción de las colonias de este microorganismo. 
Así mismo, hay que tener en cuenta que las bacterias ácido lácticas (L. lactis, L. 
plantarum y S. infantarius) han mostrado mejor formación de colonias luego de 48 
horas, por tanto solo se tendrá en cuenta este tiempo para el análisis de las mismas 
(sin importar que a las 24 horas hayan registros en las bases de datos). 
 
Además de las bases de datos 1 a 4 ya descritas, se crearon otras bases de datos a 
partir de las primeras, en las cuales se retiraron (ya que aumentaban el ruido en la 
identificación) y se adicionaron a la lista otros microorganismos previamente 
medidos (tabla 8 y 9), con el fin de ver qué predictor o predictores del clasificador (o 
sistemas de clasificación) presentaba(n) menor error cuando se identificaban las 
imágenes. 
 

Para la creación de las distintas bases de datos se requirió inicialmente la 
construcción del clasificador de texturas a partir de las listas de parámetros de 
textura previamente obtenidas para cada imagen (listas de nb*6-3 parámetros, con 
nb=1,2,…,6, como se explicó en la sección de Análisis de patrones de difracción en 
Materiales y métodos), empleando para ello dos clasificadores de textura, Naive 

Base Datos 1: 24 horas Base Datos 2: 48 horas Base Datos 3: 24 horas Base Datos 4: 48 horas 
E. aerogenes E. aerogenes E. aerogenes E. aerogenes 
E. coli  E. coli  E. coli  E. coli  
L. lactis 25-2 L. lactis 25-2 L. lactis L. lactis 
L. lactis 34-3 L. lactis 34-3 S. Infantarius S. Infantarius 
S. aureus  S. aureus (2) Rhodotorula sp. Rhodotorula sp. 
Rhodotorula sp. Rhodotorula sp. Rosada Rosada 
L. plantarum 60-1 L. plantarum 60-1 S. aureus  S. aureus  
L. plantarum 62-1 L. plantarum 62-1 L. plantarum L. plantarum 
L. plantarum 64-1 L. plantarum 64-1 B. cereus (15h) S. cerevisiae (48h) 
L. plantarum 66-1 L. plantarum 66-1  S. cerevisiae (72h) 
Rosada Rosada   
B. cereus (15h) S. Infantarius 46-3   

S. Infantarius 46-3 S. Infantarius 51-3   

S. Infantarius 51-3 S. Infantarius 31-3   

 
S. cerevisiae (48h)   

 
S. cerevisiae (72h)   



   
 

   
 

Bayes Stadistics (Paramétrica y No Paramétrica) y Decision Tree, para todas las 
bases de datos creadas (1 a 12), con el fin de tener las herramientas necesarias 
para proceder a identificar las imágenes de cada microorganismo. 
 
Tabla 8. Microorganismos seleccionados para la creación de las bases de datos 5 a 8 a 24 y 48 
horas, de la cual se retiró de las bases de datos 1 a 4 el microorganismo E. aerogenes. 
 

Sin E. aerogenes 
Base Datos 5: 24 horas Base Datos 6: 48 horas Base Datos 7: 24 horas  Base Datos 8: 48 horas  
E. coli  E. coli E. coli  E. coli  
L. lactis 25-2 L. lactis 25-2 L. lactis L. lactis 
L. lactis 34-3 L. lactis 34-3 S. Infantarius S. Infantarius 
S. aureus S. aureus  Rhodotorula sp. Rhodotorula sp. 
Rhodotorula sp. Rhodotorula sp. Rosada Rosada 
L. plantarum 60-1 L. plantarum 60-1 S. aureus  S. aureus  
L. plantarum 62-1 L. plantarum 62-1 L. plantarum L. plantarum 
L. plantarum 64-1 L. plantarum 64-1 B. cereus (15h) S. cerevisiae (48h) 
L. plantarum 66-1 L. plantarum 66-1  S. cerevisiae (72h) 
Rosada Rosada   
B. cereus (15h) S. Infantarius 46-3   
S. Infantarius 46-3 S. Infantarius 51-3   
S. Infantarius 51-3 S. Infantarius 31-2   

 
S. cerevisiae (48h)   

 
S. cerevisiae (72h)   

 
Tabla 9. Microorganismos seleccionados para la creación de las bases de datos 9 a 12 a 24 y 48 
horas, de la cual se adicionaron a las bases de datos 1 a 4 los microorganismos L. monocytogenes 
(24 y 48horas)., B. subtilis (sólo 24 horas), A. baumannii (sólo 24 horas) y C. albicans (sólo 48horas). 

 
Incorporación de microorganismos  

Base Datos 9: 24 horas  Base Datos 10: 48 horas  Base Datos 11: 24 horas  Base Datos 12: 48 horas  
E. aerogenes E. aerogenes E. aerogenes E. aerogenes 
E. coli  E. coli  E. coli E. coli  
L. lactis 25-2 L. lactis 25-2 L. lactis L. lactis 
L. lactis 34-3 L. lactis 34-3 S. Infantarius S. Infantarius 
S. aureus  S. aureus  Rhodotorula sp. Rhodotorulasp. 
Rhodotorula sp. Rhodotorula sp. Rosada Rosada 
L. plantarum 60-1 L. plantarum 60-1 S. aureus  S. aureus  
L. plantarum 62-1 L. plantarum 62-1 L. plantarum L. plantarum 
L. plantarum 64-1 L. plantarum 64-1 B. cereus (15h) S. cerevisiae (48h) 
L. plantarum 66-1 L. plantarum 66-1 B. subtilis S. cerevisiae (72h) 
Rosada Rosada L. monocytogenes L. monocytogenes 
B. cereus (15h) S. Infantarius 31-2 A. baumannii C. albicans (48h) 
S. Infantarius 46-3 S. Infantarius 46-3  C. albicans (72h) 
S. Infantarius 51-3 S. Infantarius 51-3   

B. subtilis S. cerevisiae (48h)   
A. baumannii S. cerevisiae (72h)   
L. monocytogenes L. monocytogenes   

 
C. albicans (48h)   

 C. albicans (72h)   
 



   
 

   
 

Una vez se construyeron los clasificadores (entrenar el clasificador), se probaron 
los predictores en cada base de datos y para cada nb se hizo una identificación, 
mostrando la eficiencia (o error cometido) al hacer la identificación, evaluando dos 
tipos de errores: uno de ellos, llamado error por substitución, introduce en el 
clasificador uno a uno los conjuntos de parámetros de las imágenes de referencia 
como si fueran “desconocidas” para ver si el clasificador logra o no identificarla 
correctamente. El otro error, llamado subconjuntos estratificados disconjuntos, se 
basa en sacar conjuntos aleatorios de 10 imágenes extraidos de la base de datos 
completa, para usarlas como imágenes “desconocidas”, para posteriormente re-
entrenar el clasificador con las imágenes restantes y finalmente hacer el proceso de 
identificación del subconjunto extraido, repitiendo este proceso hasta completar 
todas las posibles combinaciones de subconjuntos de 10 imágenes extraidas de la 
base de datos completa. Entonces, en la clasificación de estos errores de cada una 
de las bases de datos y para cada nb (1 a 6), este procesamiento generó gráficas 
que muestran los errores descritos, los cuales detallan de manera global el 
comportamiento o la eficiencia del método de clasificación para cada nb particular. 
Un ejemplo de ésto se ve en la figura 16. El detalle de los porcentajes de error 
generados para cada tipo de clasificador usado (Naive Bayes paramétrico y no 
paramétrico, y Decision Tree), considerando los dos tipos de errores descritos y los 
resultados para cada nb (y para todas las bases de datos) se muestran en el Anexo 
3, tablas 13, 14, 15 y 16.  
 

 
 
(1) Base de Datos 1:  Clasificador de textura Naive Bayes No Paramétrico – Paramétrico 

 
(2) Base de Datos 1: Clasificador de textura Decision Tree 
 

Gráficas de errores globales - Base de Datos 1: (1) Naive Bayes y (2) Decision Tree. 



   
 

   
 

 

  Base Datos 1: 24 horas  

prueba error 
nb con 
menor 
error 

%error 

No Paramétrica error por substitución 4 30,25% 
D. Tree  error por substitución 4 17,28% 

 
(A) Base de datos 1: 24 horas – Gráficas de errores globales: (1) Naive Bayes No Paramétrica y (2) Decision 
Tree. 
 

 

  Base Datos 2: 48 horas  

 prueba error 
nb con 
menor 
error 

%error 

No Paramétrica error por substitución 6 44,22% 
D. Tree  error por substitución 2 40,6% 

 
(B) Base de datos 2: 48 horas – Gráficas de errores globales: (3) Naive Bayes No Paramétrica y (4) Decision 
Tree. 

 
 

 
 Base Datos 5: 24 horas 

prueba error 
nb con 
menor 
error 

%error 

No Paramétrica error por substitución 4 16,67% 
D. Tree  error por substitución 4 20,42% 

 
(C) Base de datos 5: 24 horas – Gráficas de errores globales: (5) Naive Bayes No Paramétrica y (6) Decision 
Tree. 

 
 

 
 Base Datos 6: 48 horas 

prueba error 
nb con 
menor 
error 

%error 

No Paramétrica error por substitución 6 43,02% 
D. Tree error por substitución 5 30,54% 

 
(D) Base de datos 6: 48 horas – Gráficas de errores globales: (7) Naive Bayes No Paramétrica y (8) Decision 
Tree. 
 
 

 
 Base Datos 9: 24 horas 

prueba error 
nb con 
menor 
error 

%error 

No Paramétrica error por substitución 4 39,91% 
D. Tree  error por substitución 6 24,94% 

 
(E) Base de datos 9: 24 horas – Gráficas de errores globales: (9) Naive Bayes No Paramétrica y (10) Decision 
Tree. 
 
 



   
 

   
 

 
 

 
  Base Datos 10: 48 horas 

prueba error 
nb con 
menor 
error 

%error 

No Paramétrica error por substitución 6 47,89% 
D. Tree error por substitución 3 40,73% 

 
(F) Base de datos 10: 48 horas – Gráficas de errores globales: (11) Naive Bayes No Paramétrica y (12) Decision 
Tree. 
 

 
 Base Datos 3: 24 horas 

prueba error 
nb con 
menor 
error 

%error 

No Paramétrica error por substitución 6 25,62% 
D. Tree  error por substitución 4 9,26% 

 
(G) Base de datos 3: 24 horas – Gráficas de errores globales: (13) Naive Bayes No Paramétrica y (14) Decision 
Tree. 
 
 

 
 Base Datos 4: 48 horas 

prueba error 
nb con 
menor 
error 

%error 

No Paramétrica error por substitución 6 37,62% 
D. Tree  error por substitución 4 28,55% 

 
(H) Base de datos 4: 48 horas – Gráficas de errores globales: (15) Naive Bayes No Paramétrica y (16) Decision 
Tree. 
 
 

 
 Base Datos 7: 24 horas 

prueba error 
nb con 
menor 
error 

%error 

No Paramétrica error por substitución 5 10% 
D. Tree  error por substitución 4 10,83% 

 
(I) Base de datos 7: 24 horas – Gráficas de errores globales: (17) Naive Bayes No Paramétrica y (18) Decision 
Tree. 
 

 
 Base Datos 8: 48 horas 

prueba error 
nb con 
menor 
error 

%error 

No Paramétrica error por substitución 6 35,57% 
D. Tree  error por substitución 6 20,67% 

 
(J) Base de datos 8: 48 horas – Gráficas de errores globales: (19) Naive Bayes No Paramétrica y (20) Decision 
Tree. 
 
 
 



   
 

   
 

 

 
 Base Datos 11: 24 horas 

prueba error 
nb con 
menor 
error 

%error 

No Paramétrica error por substitución 5 35,6% 
D. Tree  error por substitución 4 18,14% 

 
(K) Base de datos 11: 24 horas – Gráficas de errores globales: (21) Naive Bayes No Paramétrica y (22) Decision 
Tree. 

 
 Base Datos 12: 48 horas 

prueba error 
nb con 
menor 
error 

%error 

No Paramétrica error por substitución 6 43,54% 
D. Tree  error por substitución 5 31,74% 

 
(L) Base de datos 12: 48 horas – Gráficas de errores globales: (23) Naive Bayes No Paramétrica y (24) Decision 
Tree. 

 
Figura 16. Gráfica típica de % error vs nb para probar los métodos de identificación en una base de 
datos (para el ejemplo se tomó la base de datos 1), en la que se muestran los errores globales para 
cada predictor del clasificador (Naive Bayes Paramétrico y No Paramétrico, y Decision Tree) y tipo de 
error (error por substitución y subconjuntos estratificados disconjuntos).  
Las tablas (A) a (L) son el resúmen de las gráficas generadas en cada base de datos 1 a 12 
respectivamente, mostrando el nb que menor error presenta para cada una de las bases de datos. 

 
 
Estas tablas muestran, en general, que los dos mejores predictores: No Paramétrico 
y Decision tree son aquellos que presentaron menor nivel de error (todas con error 
por substitución) por debajo del 50% a la hora de probar el clasificador para 
identificar las imágenes propias de la base de datos, con un nb entre 4 a 6 (la 
mayoría está entre estos valores), es decir, que entre 21 y 33 parámetros son 
apropiados para identificar las imágenes de microorganismos y presentarse menor 
error al momento de identificarlas. Dentro de éstos resultados, la Base de Datos 3 
muestra que hay menos error cuando se identifican las imágenes de las colonias 
bajo el predictor Decision Tree; mientras que con el predictor No Paramétrico la 
Base de Datos 7 muestra el error mas bajo al momento de identificar las imágenes.  
 
Adicional a ésto, y ligado a la información anterior, la clasificación de estos errores 
también generó matrices de confusión para cada predictor (Paramétrico, No 
Paramétrico y Decision Tree) y para cada nb, donde muestra al detalle la cantidad 
de veces con la que se identifica cada microorganismo y con quién se equivoca 
en la identificación de cada uno. Por tanto, las matrices que mostraron menor error 
para el nb al que corresponde (igual a las tablas resumen (A) a (L) de la figura 16) se 
muestran en el Anexo 4, tablas 17 a 32. 
 
De estas matrices de confusión, se puede decir que las Bases de Datos 
presentaron, de manera global, entre 56,35% y 85,15% de asertividad al momento 



   
 

   
 

de identificar las imágenes de los microorganismos bajo el predictor No Paramétrico 
con 21, 27 y 33 parámetros de texturas (nb 4, 5 y 6), siendo a su vez, un porcentaje 
de asertividad muy similar al del predictor Decision Tree que está entre 57,7% y 
88,3% de asertividad en la identificación empleando 9 a 33 parámetros de texturas 
(nb 2 a 6), como se ve en el Anexo 4. Si bien, estos porcentajes superan el 50 % de 
aciertos en la identificación, puede notarse, en general, que a las 24 horas la 
identificación es mayor y más eficiente que a las 48 horas, presentando errores mas 
bajos (ver tablas resumen (A) a (L) de la figura 16 y matrices de confusión Anexo 4). 
 

Prueba de ciegos 
 
La biblioteca y las Bases de Datos creadas a partir de los espectros vibracionales y 
patrones de difracción (parámetros de texturas) de los microorganismos medidos a 
24 y 48 horas, fueron aplicadas finalmente para identificar los microorganismos 
“desconocidos” de la prueba de ciegos.  

 

En la tabla 10 se muestran los resultados que generó la biblioteca en la identificación 
de los microorganismos “desconocidos” a las 24 y 48 horas por espectrocopía FT-
IR, donde la mayoría de estos microorganismos se lograron identificar con un 
porcentaje superior al 92% de manera correcta con los espectros pertenecientes a la 
biblioteca; sin embargo, cepas de S. infantarius, una colonia de L. lactis, P. 
fluorescens y B. subtilis no lograron corresponder a una identificación asertiva, 
teniendo así porcentajes superiores a 82%. Por otra parte, aquellos “desconocidos” 
que no tenían un espectro en la biblioteca presentaron confusiones en la 
identificación con porcentajes superiores al 80%, ya que ésta hace posibles 
acercamientos a los espectros y regiones seleccionadas de la biblioteca 
encontrando una relación con algún espectro conocido. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



   
 

   
 

Tabla 10. Resultados de la identificación de microorganismos “desconocidos” usando la biblioteca de 
espectros FT-IR de microorganismos de referencia. 
 

Muestra “desconocida” 
(ciego) Tiempo % Hit 

Quality 
Microorganismo identificado 

(“desconocido”) por biblioteca 
FT-IR 

Microorganismo original  

24 
24 h 94,9% 

B. cereus B. cereus 
48 h 95,0% 

41 
24 h 94,5% 

S. aureus  S. aureus  
48 h 95,5% 

92 
24 h 94,9% 

S. aureus  S. aureus  
48 h 95,2% 

83 
24 h 94,9% 

S. aureus  S. aureus  
48 h 95,4% 

77 48 h 95,3% E. coli E. coli 

112 

24 h 
97,4% A. baumannii 

E. coli 
96,9% E. coli 

48 h 
97,6% E. coli 

97,1% E. coli 

99 
24 h 93,8% 

Colonia Rosada Colonia Rosada 
48 h 96,9% 

11 
24 h 97,0% 

E. aerogenes E. aerogenes 
48 h 97,3% 

30 
24 h 92,5% 

S. cerevisiae S. cerevisiae 
48 h 93,7% 

39 
24 h 96,0% 

S. cerevisiae S. cerevisiae 
48 h 96,1% 

75 
24 h 91,5% B. subtilis 

P. oleovorans 
48 h 90,0% B. cereus 

149 
24 h 95,2% A. baumannii 

P. oleovorans 
48 h 95,9% E. aerogenes 

7 
24 h 82,5% 

B. subtilis W. eutropha 
48 h 82,2% 

78 24 h 81,9% B. subtilis W. eutropha 



   
 

   
 

48 h 81,8% 

8 72 h 82,8% C. albicans S. infantarius (31-2) 

9 72 h 92,7% L. lactis (34-3) L. lactis (34-3) 

29 72 h 97,1% L. lactis (34-3) L. lactis (34-3) 

21 72 h 92,8% S. Infantarius  L. lactis (34-3) 

28 
24 h 87,3% 

B. subtilis Sinorhizobium 
48 h 87,2% 

45 
24 h 88,0% 

B. subtilis Sinorhizobium 
48 h 89,5% 

65 
24 h 87,5% 

B. subtilis Sinorhizobium 
48 h 89,6% 

66 
24 h 90,0% E. coli 

Sinorhizobium 
48 h 91,6% B. subtilis 

42 
24 h 95,0% E. aerogenes 

P. fluorescens 
48 h 96,3% E. coli 

133 
24 h 95,4% 

E. coli P. fluorescens 
48 h 95,6% 

80 
24 h 91,2% 

L. monocytogenes B. subtilis 
48 h 92,4% 

108 
24 h 

92,3% L. monocytogenes 

B. subtilis 91,6% S. Infantarius (31-2) 

48 h 91,8% S. aureus 

 

 

Por otro lado, las bases de datos de los patrones difractivos (obtenidos por 
Difracción de la luz) a 24 horas (Base Datos 1, 3, 5, 7, 9, 11) mostraron menos 
errores al momento de identificar cada imagen (como se describió anteriormente) y 
son usadas para la identificación de los microorganismos “desconocidos”, al igual 
que las bases de datos 2 y 4 a 48 horas. Los 13 microorganismos de la prueba de 
ciegos se enumeraron aleatoriamente con el fin de medir entre 2 y 3 veces cada uno 
de los microorganismos “desconocidos” (por colonias) a 24 y 48 horas. Para esto, el 
procesamiento de identificación por texturas arrojó gráficos de barras para cada 
microorganismo “desconocido” introducido en cada una de las bases de datos 
(elegidas anteriormente) mostrando, en porcentaje, la asertividad de identificación 
entre uno o varios microorganismos que el clasificador entrega como resultado. Los 
porcentajes de aciertos en la identificación para cada microorganismo “desconocido” 



   
 

   
 

que son dados por las gráficas de barras bajo el nb que presenta menor error para 
cada predictor (como se determinó en la figura 16), se muestran en el anexo 5, 
tablas 33 y 34.   
 
Un ejemplo de estas gráficas de barras se muestra en la figura 17, donde el 
microorganismo 136 se clasificó en la base de datos 1 (24 horas, empleando sus 
parámetros de textura) y es identificado 100% como E. aerogenes con el predictor 
Naive Bayes No Paramétrico (nb=4) y con un 93,3% de asertividad bajo el predictor 
Decision Tree (nb=4), también como E. aerogenes.  
 
 
 
 

Figura 17. Gráficas de barras: muestran el porcentaje de asertividad en la identificación del 
microorganismo 136 (24 horas) al usar la Base de Datos 1 con (A) Predictor Decision Tree, nb=4 y (B) 
Predictor No Paramétrico, nb=4.  
 
 
Discusión 
 
Si bien, las pruebas bioquímicas (como los sistemas API) son buenas herramientas 
frecuentemente utilizadas para la identificación de microorganismos en el 
laboratorio, éstas deben considerarse complementarias, ya que su precisión es más 
baja que las pruebas moleculares y conlleva a posibles errores en la identificación; 
además, estas herramientas son más empleadas para aislamientos clínicos y son 
pocos los estudios que las comparan con otros métodos para la identificación 
bacteriana en muestras ambientales, como los métodos moleculares que implican la 
secuenciación del 16S rRNA (Awong-Taylor et al., 2007). 
 
Como lo han propuesto varios autores, la espectroscopía FT-IR es una técnica 
promisoria que ha tomado fuerza para la identificación de microorganismos a nivel 
de especie, además de que hay reportes de que tiene el potencial de diferenciar 
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entre cepas de una misma especie (Sandt et al., 2003), ya que da información sobre 
la composición molecular y química de las células, que son únicas por sus 
diferencias taxonómicas existentes (Álvarez-Ordóñez et al., 2012). Así, la pared 
celular de bacterias se compone de macromoléculas (ácidos nucléicos, 
carbohidratos, proteínas, lípidos, polisacáridos, etc.) y polímeros que poseen grupos 
funcionales: carboxilo (-COOH), hidroxilo (-OH), fosfato (PO4

3-) y amida (-CONH2), 
las cuales presentan bandas vibracionales en distintas regiones del espectro 
infrarrojo generando un espectro de absorción que incluye la información molecular 
completa y específica para esa célula (Wenning et al., 2013; Jiang et al., 2004). 
  
Los espectros FT-IR de microorganismos son reproducibles (patrones de huella 
dactilar) y aunque muestran contornos amplios y complejos, debido al ambiente 
acuoso de las muestras, el análisis se basa en evaluar parámetros como la posición 
de las bandas. Se ha demostrado que existe una fuerte relación entre los 
componentes de la pared celular y el espectro IR (Santos et al., 2010; Álvarez-
Ordóñez et al., 2012), factor diferencial entre microorganismos Gram positivos y 
Gram negativos (Ngo-Thi et al., 2006). 
 
Entonces, al hablar de células Gram positivas, la presencia de los ácidos teicoicos, 
covalentemente unidos al peptidoglicano por el ácido murámico a través del enlace 
fosfodiéster del ribitol o el glicerol (carbohidratos), es detectada por análisis FT-IR, 
diferenciando así de las células con pared celular Gram negativa (sin ácidos 
teicoicos), las cuales manifiestan la presencia de los tipos de azúcares y la 
organización del lipopolisacárido (LPS) y otras estructuras antigénicas (Álvarez-
Ordóñez et al., 2012) por FT-IR, y es la membrana externa adicional de las bacterias 
Gram negativas la que ha mostrado ser responsable de una buena discriminación 
espectroscópica entre ambos grupos bacterianos (Schäwe et al., 2011). 
  
A primera vista, los espectros entre bacterias muestran similitud, sin embargo, para 
cada cepa, los espectros tienen diferencias específicas a lo largo del rango espectral 
de 4000 - 400 cm-1. Al observar cada una de las ventanas espectrales analizadas 
(figura 7), éstas mostraron pequeñas diferencias, especialmente en la región de 
1180 – 920 cm-1 (W4) donde se pueden atribuir los cambios al contenido de 
polisacáridos, lo que permite diferenciar entre bacterias (Gram negativas y Gram 
positivas) y levaduras, tal como lo reportan otros autores (Sandt et al., 2003; Schäwe 
et al., 2011; Buchl et al., 2010). 
 
Las diferencias en cada espectro se hacen evidentes al hacer los análisis con el 
procedimiento de ajuste de curva (curve fitting), como se explicó en la sección de 
Análisis de espectros de Materiales y métodos. En todos los espectros IR de los 
microorganismos analizados, tanto de bacterias como de levaduras (Anexo 2, figuras 
21 a 29), se pudo observar una señal de intensidad fuerte alrededor de la región 
3000 – 3700 cm-1 (W1), la cual está relacionada con el estiramiento del grupo -OH 
relacionado al contenido de agua presente en las muestras. Otras dos bandas 



   
 

   
 

intensas en la región entre 1800 – 1500 cm-1 (W2) corresponden al grupo amida 
(grupos funcionales más comunes en el esqueleto de proteínas, donde la banda 
alrededor de 1630 cm-1 muestra el estiramiento de C = O relacionada a la amida I y 
en la banda alrededor de 1540 cm-1 corresponde a la flexión N – H (acoplada a C – 
N) de la amida II. Estas bandas presentaron variaciones mínimas en posición e 
intensidad entre 24 y 48 horas en cada microorganismo debido al cambio 
conformacional de las proteínas (Jiang et al., 2004; Ghosh et al., 2015; Grasso et al., 
2009) en el estiramiento C = O y a las vibraciones de deformación plana NH de los 
grupos funcionales amida secundarios de proteínas (Ngo-Thi et al., 2006). 
 
En los espectros de bacterias Gram positivas, como B. cereus (Anexo 2, figura 25), 
se observaron bandas ubicadas en la región 1180 – 920 cm-1 que dan información 
de la variación en la estructura bioquímica celular, la cual es dominada por 
vibraciones complejas del anillo de carbohidratos (polisacáridos) C-O-C, C-O y los 
estiramientos de las moléculas fosforiladas P-O-P, C-O-P en fosfolípidos, 
fosfoésteres y las cadenas DNA/RNA, además del estiramiento simétrico de PO2

- 

(Grasso et al., 2009). Si bien, los lípidos se caracterizan por presentar una banda 
dominante en 1170 cm-1 para B. cereus, tal como lo reporta Grasso y colaboradores 
(2009), en este estudio se encontró una banda débil a 1169 cm-1 y otra adyacente 
más amplia en 1154 cm-1 (24 horas y 1150 cm-1 a las 48 horas), asociada con la 
vibración de estiramiento del grupo C-O en los ésteres y la vibración por flexión de 
los grupos CH2 relacionados a los grupos acilo. La absorción en 1238 cm-1 y 1078 
cm-1 está asociada a las vibraciones de estiramiento asimétricas y simétricas 
respectivamente de los grupos fosfodiéster PO2

- de los fosfolípidos. La banda a 1099 
cm-1 puede asociarse con el estiramiento C-N de las aminas y la banda 1058 cm-1 

corresponde al estiramiento del grupo CO. Además, es importante resaltar que 
alrededor de esta región hay otras frecuencias de estiramiento del doble enlace P=O 
asociada a los carbohidratos que contiene fósforo, como son los ácidos teicoicos 
(también perteneciente a la banda 1238 cm-1) que es el componente de la pared 
celular de B. cereus y otras bacterias Gram positivas (Ghosh et al., 2015; Grasso et 
al., 2009). Entonces, al analizar los espectros a 24 y 48 horas (figura 25-anexo 2), es 
evidente que el tiempo de crecimiento no influye significativamente en el cambio de 
la composición química de la pared celular de este microorganismo Gram positivo, 
ya que el espectro es el mismo en los dos tiempos. 
  
En las bacterias Gram negativas, como E. coli y E. aerogenes (Anexo 2, figuras 21, 
23 y 24), la región espectral de 1200–900 cm-1 (similar a las bacterias Gram 
positivas) tiene la mayoría de bandas en polisacáridos, además de fosfolípidos y 
lipopolisacáridos en mayor cantidad. En los espectros de estas bacterias Gram 
negativas se pudo observar una banda intensa alrededor de 1080 cm-1 y otra en 
1230 cm-1 mostrando la vibración de estiramiento simétrica y asimétrica de P=O del 
enlace fosfodiéster de los fosfolípidos del esqueleto de los ácidos nucleicos (DNA y 
RNA), la banda 1170 cm-1 puede ser asignada a la vibración de estiramiento 
asimétrica de CO-O-C de proteínas, y además, la banda 1058 cm-1 también está 



   
 

   
 

presente y menos intensa en ambos microorganismos, donde ocurren las 
vibraciones de estiramiento asignadas a C-O-C, C-O, C-C de la capa de 
peptidoglicano de la pared celular y lipopolisacáridos de la capa externa, 
componente único de pared celular de bacterias Gram negativas (Sundaram et al., 
2012; Quilès et al., 2010; San-Blas et al., 2012). 
  
De acuerdo a los resultados obtenidos, los espectros IR de los microorganismos 
evaluados muestran tener bandas similares entre las dos agrupaciones (Gram 
negativa, Gram positiva), sin embargo, hay variaciones particulares entre 
microorganismos que, al verlas más detalladamente, se deben a pequeños cambios 
generados en la composición de la pared celular y a la expresión de las proteínas 
(Ngo-Thi et al., 2006). Así, la pared celular de Gram positivas al estar compuesta por 
peptidoglicanos y ácidos teicoicos muestran bandas más fuertes correspondientes a 
los carbohidratos (en rango aproximado de 1180 – 920 cm-1) y fosfatos (~1215 cm-1 
de los ácidos teicoicos) principalmente; en cambio, las bacterias Gram negativas 
solo tienen peptidoglicanos (Jiang et al., 2004), haciendo que las bandas en esta 
región sean menos intensas (ver espectros de Gram negativas (figuras 9 y 10) y 
Gram positivas (figuras 11 y 13)). 
 
Las levaduras también han mostrado ser identificadas y diferenciadas de manera 
exitosa por espectroscopia FT-IR (Ngo-Thi et al., 2006). De manera similar a los 
espectros de bacterias, existe una buena similitud entre los espectros de las 
levaduras aquí analizadas: S. cerevisiae y Rhodotorula sp., sin embargo, todavía 
se pueden encontrar parámetros específicos para cada una de ellas (figura 14). Para 
S. cerevisiae y otras levaduras, la pared celular es una estructura rígida y resistente 
que representa entre el 15 y el 30 % del peso seco de la célula y entre el 25 a 50% 
del volumen total, lo que constituye una gran inversión por parte de la célula, que se 
compone, en especial, de polisacáridos como manoproteínas y β–glucanos 
(representa entre 85-90% de la masa seca de la pared celular), además de quitina 
(solo entre el 1–3%) y lípidos (entre 2–5%). Estas proporciones si bien están 
presentes en todas las levaduras, varían según la especie (Klis, 1994; Nguyen et al., 
1998). En S. cerevisiae, el mayor componente de la membrana interna es el 
complejo β(1→3) glucano-quitina y las manoproteínas como polipéptidos glicosilados 
N y O que hacen parte de la superficie externa de la pared evitando la permeabilidad 
de solutos. Éstas dos membranas, interna y externa, se unen por los β(1→6) 
glucanos enlazando los componentes (Galichet et al., 2001). 
 
La región de polisacáridos (1180 – 920 cm-1) en S. cerevisiae refleja principalmente 
la absorción de azúcares que están en la pared celular, además de la presencia de 
mananos y β-glucanos. La banda presente a 996 cm-1 pertenece a β(1→6) glucanos, 
mientras que en 1029 cm-1 están los β(1→4) glucanos y en 1080, 1104, 1140 cm-1 
están los β(1→3) glucanos. Por tanto, los mananos se encuentran en las bandas 
809, 972 y 1044 cm-1. Al igual que S. cerevisiae, Rhodotorula sp. contiene 
manoproteínas y β–glucanos en mayor proporción en su pared celular, además de 



   
 

   
 

quitina y lípidos. La banda en la posición 807 cm-1 refleja la presencia de mananos 
similar a la posición en la que se presenta en S. cerevisiae (809 cm-1), ya que según 
Michell y colaboradores (1970), el manano extracelular es lineal y contiene residuos 
de manopiranosa con enlaces β-1,3 y β-1,4 para la especie Rhodotorula glutinis, en 
cambio el manano presente en S. cerevisiae es ramificado con una cadena principal 
de unidades de manosa unidas por enlaces α-1, 6 que a su vez son unidas a 
cadenas laterales con uniones α-1,2 y α-1, 3. 
 
Entonces, de manera global se puede ver que los espectros entre bacterias y 
levaduras muestran diferencias en los valores de absorbancia, siendo mayores para 
levaduras, variedad que también ha sido reportada por Ngo-Thi y colaboradores 
(2006). Por tanto, estas identificaciones permitieron crear una biblioteca de 
espectros FT-IR de microorganismos de referencia a 24 y 48 horas de crecimiento 
(software OPUS), con el fin de poder identificar espectros de microorganismos 
“desconocidos” (usados en la prueba de ciegos).  
 
 

Figura 18. Selección de tres regiones en el espectro de la biblioteca de espectros FT-IR de 
microorganismos de referencia para la identificacion de microorganismos “desconocidos”.  
 
 



   
 

   
 

 
Figura 19. Ejemplo de la lista de resultados generado por la biblioteca de espectros FT-IR creada 
para la identificacion de microorganismos desconocidos, resaltando la primera linea con el valor del 
HQ mas alto.   
 
 
Para la identificación y análisis de espectros de microorganismos “desconocidos” 
(uso de la biblioteca) se restringió la búsqueda en 3 regiones: 1770 – 1480 cm-1, 
1480 – 1150 cm-1 y 1190 – 840 cm-1, ya que éstas muestran las mayores diferencias 
entre espectros (figura 18). Los resultados de la identificación se mostraron en una 
lista de los espectros más similares basados en la calidad de impacto -HQ: Hit 
Quality- (Grangeteau at al., 2016) como un valor de 0 a 1000 de identidad. Sólo el 
primer resultado en estas listas se registró como la identificación a la que pertenece 
el espectro desconocido, como muestra la figura 19. 
 
Con relación a esta biblioteca de espectros de referencia, se puede lograr identificar 
exitosamente espectros “desconocidos”, hasta con un porcentaje del cien por ciento 
(Sandt et al., 2003; Mariey et al., 2001), siempre y cuando la cepa o especie 
desconocida esté incluida en la biblioteca, pero llega a ser imprecisa cuando no 
pertenece a ésta. Entonces, la composición de la biblioteca de espectros FT-IR debe 
ser una característica fundamental para mejorar la fiabilidad de los resultados que se 
espera tener, por lo que se al incluir más cepas de la misma especie, la 
identificación se hace más asertiva y confiable, además de que es una técnica de 
fácil manejo y alta capacidad de diferenciación, considerándose como una técnica 
físico-química que iguala otros métodos rutinarios para la identificación de 
microorganismos. Por tanto, es muy importante tener en cuenta que los espectros 
FT-IR son influenciados por la variación de siembra, temperatura y tiempo de 
incubación, así como la composición del medio de cultivo en el que crecen, por lo 



   
 

   
 

que la reproducibilidad de los espectros FT-IR debe hacerse bajo las mismas 
condiciones. 
 
Por otra parte, la tecnología de Difracción óptica se ha usado en la última década 
para la identificación de células bacterianas que crecen en medio de cultivo, pero 
con un éxito limitado debido a problemas asociados con la disposición de 
crecimiento de las células en un medio. 
 
El patrón del anillo de Airy de una abertura circular es una característica básica del 
fenómeno de difracción. Entonces, cuando millones de células bacterianas forman 
una colonia, ésta forma una “abertura biológica” o “lente biológico” con diferentes 
coeficientes de transmisión para el agar y la colonia (Banada et al., 2007). Además, 
diferentes microorganismos producen colonias de diferentes perfiles que son 
responsables de diferentes propiedades de enfoque de la luz (Suchwalko et al. 
2014) afectando la convergencia del campo óptico difractado y la dimensión espacial 
de los patrones de difracción capturados, influyendo en algunas características 
importantes para el proceso de clasificación de bacterias. Sin embargo, las colonias 
bacterianas son plano convexas semitransparentes, contrario a la lente clásica, y por 
tanto la transmisión de la luz a través de la colonia será limitada. 

   
Los análisis con el software Matlab de las colonias de los microorganismos medidos 
mostraron patrones de dispersión similares en unos casos y en otros, patrones 
notablemente distintos. Los porcentajes de error al comparar las bases de datos 1 y 
3 (24 horas), 2 y 4 (48 horas), 1 y 5 (24 horas), 2 y 6 (48 horas), 3 y 7 (24 horas), 4 y 
8 (48 horas) mostraron que al sacar de éstas a E. aerogenes (introduce ruido en la 
identificación) el error al momento de identificar disminuye, así como al unificar en un 
solo nombre las distintas cepas ácido lácticas. Sin embargo, no ocurre lo mismo 
cuando se comparan los porcentajes de error de las bases de datos 1 y 9 (24 horas), 
2 y 10 (48 horas), 3 y 11 (24 horas), 4 y 12 (48 horas), 5 y 9 (24 horas), 6 y 10 (48 
horas), 7 y 11 (24 horas), 8 y 12 (48 horas), puesto que aumenta el error al 
incorporar otros microorganismos a las Bases de datos (ver tablas 17 a 32 del Anexo 
4). 
 
Adicionalmente, para identificar los microorganismos “desconocidos” usando los 
patrones ópticos, se utilizaron las Bases de Datos 1, 3, 5, 7, 9, 11 a 24 horas y 2 y 4 
a 48 horas como microorganismos de referencia que permitieran dar una 
identificación a éstos, tal como se describió en Resultados. En las tablas 11 y 12 se 
muestran los resultados, de forma binaria (1= identificó como el microorganismo 
original; 0= no identificó como el microorganismo original) para todos los 
microorganismos “desconocidos”, estos resultados se recopilaron de las tablas 33 y 
34 del anexo 5. 
 
Estas tablas resumen muestran que los microorganismos “desconocidos” con 
patrones de difracción de referencia en las Bases de Datos permiten la identificación 



   
 

   
 

de al menos un microorganismo (dentro de las replicas y /o tréplicas hechas) de 
manera correcta, mientras que, aquellos “desconocidos” que no tienen patrones de 
referencia en las Bases de Datos, si bien el clasificador busca la manera de 
identificar y asociar a uno o varios patrones de difracción que se le asemeje, similar 
a lo que ocurre con la biblioteca de espectros FT-IR, no hay identificación.  
 
Y al comparar la totalidad de la identificación de aciertos entre las dos tablas 
resumen (tabla 11 y 12), se puede ver que no hay diferencias muy significativas 
entre ellas, es decir, que al usar tanto las bases de datos que tienen la diferenciación 
de las cepas de L. lactis, S. infantarius y L. plantarum (Base de datos 1, 2) como las 
que se une bajo un nombre a estos microorganismos (Base de datos 3, 4), las que 
se retira de éstas E. aerogenes (Base datos 5 y 7) y a las que se le incorporan otros 
microorganismos (Base de datos 9, 11), el error en la identificación no es muy 
significativo entre ellos. Sin embargo, en las bases de datos de 48 horas se logró 
tener mas identificaciones que en las bases de datos a 24 horas, posiblemente se 
deba a que en este tiempo de crecimiento existan más colonias a las cuales puedan 
medirse los patrones de difracción. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



   
 

   
 

Tabla 11. Recopilación de los resultados generados en la identificación de microorganismos 
“desconocidos” (caracterización binaria: 1=identificó, 0= no identificó) para las bases de datos 1, 2, 5 
y 9 como patrones de referencia. 
 

Base Datos 1 – 2 – 5 - 9  24 horas : 
1_BD_24h_16mo 

48 horas : 
2_BD_48h_16mo 

24 horas : 
5_BD_24h_16mo 

24 horas : 
9_BD_24h_16mo 

microorganismo 
original Predictor     

S. aureus 
No Paramétrica 1 4 1 0 
D. tree 0 7 0 0 

Total  1 11 1 0 

Rosada 
No Paramétrica 2 2 2 2 
D. tree 2 2 2 2 

Total  4 4 4 4 

B. cereus 
No Paramétrica 2 - 2 1 
D. tree 2 - 2 1 

Total  4 0 4 2 

W. eutropha 
No Paramétrica 0 0 0 0 
D. tree 0 0 0 0 

Total  0 0 0 0 

C1. P. 
fluorescens 

No Paramétrica 0 0 0 0 
D. tree 0 0 0 0 

Total  0 0 0 0 

P. oleovorans 
No Paramétrica 0 0 0 0 
D. tree 0 0 0 0 

Total  0 0 0 0 

S. cerevisiae 
No Paramétrica 0 0 0 0 
D. tree 0 2 0 0 

Total  0 2 0 0 

C3. 
Sinorhizobium 

No Paramétrica 0 0 0 0 
D. tree 0 0 0 0 

Total  0 0 0 0 

E. coli 
No Paramétrica 1 1 1 1 
D. tree 3 1 0 0 

Total  4 2 1 1 

E. aerogenes 
No Paramétrica 7 0 2 6 
D. tree 7 2 1 7 

Total  14 2 3 13 

L. lactis 34-3 
No Paramétrica - 4 - - 
D. tree - 6 - - 

Total  0 10 0 0 

C2 B. subtilitis 
No Paramétrica - 0 - - 
D. tree - 0 - - 

Total  0 0 0 0 

S. Infantarius 31-
2 

No Paramétrica - 2 - - 
D. tree - 2 - - 

Total  0 4 0 0 
Totales 27 35 13 20 

 
 
 
 
 



   
 

   
 

Tabla 12. Recopilación de los resultados generados en la identificación de microorganismos 
“desconocidos” (caracterización binaria: 1=identificó, 0= no identificó) para las bases de datos 3, 4, 7 
y 11 como patrones de referencia. 
 

Base Datos 3 – 4 – 7 - 11 24 horas : 
3_BD_24h_10m

o 

48 horas : 
4_BD_48h_16mo 

24 horas : 
7_BD_24h_16m

o 

24 horas : 
11_BD_24h_16m

o microorganism
o original Predictor 

S. aureus 
No Paramétrica 0 4 0 0 
D. tree 2 7 0 0 

Total  2 11 0 0 

Rosada 
No Paramétrica 2 2 2 2 
D. tree 2 2 2 2 

Total  4 4 4 4 

B. cereus 
No Paramétrica 2 - 2 1 
D. tree 2 - 2 1 

Total  4 0 4 2 

W. eutropha 
No Paramétrica 0 0 0 0 
D. tree 0 0 0 0 

Total  0 0 0 0 

C1. P. 
fluorescens 

No Paramétrica 0 0 0 0 
D. tree 0 0 0 0 

Total  0 0 0 0 

P. oleovorans 
No Paramétrica 0 0 0 0 
D. tree 0 0 0 0 

Total  0 0 0 0 

S. cerevisiae 
No Paramétrica 0 2 0 0 
D. tree 0 2 0 0 

Total  0 4 0 0 

C3. 
Sinorhizobium 

No Paramétrica 0 0 0 0 
D. tree 0 0 0 0 

Total  0 0 0 0 

E. coli 
No Paramétrica 1 1 1 0 
D. tree 3 0 0 0 

Total  4 1 1 0 

E. aerogenes 
No Paramétrica 7 0 0 6 
D. tree 7 1 0 7 

Total  14 1 0 13 

L. lactis 34-3 
No Paramétrica - 4 - - 
D. tree - 6 - - 

Total  0 10 0 0 

C2 B. subtilitis 
No Paramétrica - 0 - - 
D. tree - 0 - - 

Total  0 0 0 0 

S. Infantarius 
31-2 

No Paramétrica - 2 - - 
D. tree - 2 - - 

Total  0 4 0 0 
Totales 28 35 9 19 

 
 
 
 



   
 

   
 

Este método de identificación de colonias es rápido, simple sin la necesidad de uso 
de reactivos y sensible a cambios en el crecimiento de colonias que se forman en la 
superficie del agar; además soluciona aquellos problemas que se relacionan con la 
detección y diferenciación de bacterias vivas y muertas que le conciernen a los 
sistemas de identificación relacionados con el ADN y anticuerpos, al igual que con la 
reducción en tiempo (minutos comparado con horas) para la detección rápida 
(Banada et al., 2007). 
 
Como describió Buzalewicz y colaboradores (2011), la morfología de las colonias 
bacterianas que crecen a bajas temperaturas no son iguales en el caso de las 
colonias expuestas a condiciones de temperatura superiror, observándose cambios 
en las imágenes de difracción. Por tanto, la temperatura de incubación debe ser 
considerada en el análisis de los patrones de difracción de las colonias bacterianas y 
por tanto, debería ser un punto a estandarizar, al igual que el medio de cultivo, si 
estos patrones de difracción son usados para caracterizar o identificar especies 
bacterianas. De igual manera, las condiciones de cultivo pueden afectar las 
propiedades morfológicas de las colonias y sus consecuentes patrones de 
difracción. 
 
Conclusiones  
 
Aunque hay una amplia variedad de técnicas útiles que permiten identificar y 
caracterizar los microorganismos, hoy en día se buscan herramientas que sean 
fáciles, rápidas, no invasivas y sencillas de implementar en la identificación. Los 
nuevos enfoques fenotípicos basados en técnicas de espectroscopía de absorción 
infrarroja FT-IR (Maquelin et al., 2002) y de dispersion de la luz han sido usados 
para identificar microorganismos en distintos ámbitos de estudio como alternativas 
potenciales a los métodos convencionales. 
 
La espectroscopía FT-IR ha mostrado ser una herramienta exitosa y de gran aporte 
en la identificación y caracterizacion de microorganismos, diferenciar entre Gram 
negativos y Gram positivos, mostrando grandes ventajas cuando se compara con las 
técnicas convencionales y moleculares, ya que reduce el tiempo en la identificacion 
y en el material empleado, además de mostrar ser una buena técnica de  
identificación y alto potencial de discriminación con la creación de la biblioteca de 
espectros FT-IR, con el fin de identificar microorganismos ”desconocidos” siempre y 
cuando hayan suficientes espectros que permitan la diferenciacion e identificación.    
 
En cuanto a entender los espectros, de manera global no permiten ver la 
diferenciación entre microorganismos, por lo que al considerar las agrupaciones de 
bacterias -Gram positivos, Gram negativos- junto a levaduras se posibilita ver la 
diversidad entre ellos, si bien aquí se abarcaron distintos géneros de 
microorganismos, esas características individuales dieron información de la 
diferenciación a  nivel especie. 



   
 

   
 

 
El método de difracción ha mostrado ser una técnica rápida, confiable, no invasiva, 
sensible y especifica para diferenciar colonias de microorganismos y es aplicada a 
estudios de microorganismos en industria, ambiente y al área la clínica por ser 
altamente sencilla y sensible. Los resultados generados mostraron que esta técnica 
es una buena herramienta en identificación de microorganismos “desconocidos”, sin 
embargo, es importante que las bases de datos que se creen tengan mayor cantidad 
y diversidad de patrones de difracción que permitan diferenciar e identificar en un 
mayor rango a los microorganismos.   
 
Aunque ambas técnicas mostraron buenos resultados en la identificación de 
microorganismos “desconocidos”, la preparacion de las muestras para obtener 
colonias aisladas presentó mayores inconvenientes, además del cuidado del agar al 
momento de la siembra y generarse mayores contaminaciones, generando 
dificultades al momento de tomar los patrones de difraccion de las colonias.  
 
Entonces, es muy importante tener presente que, para el análisis de espectros FT-IR 
al igual que para la obtencion de los patrones de dispersión, la preparación de la 
muestra es un factor que influye en la variacion de los resultados. 
 
 
Perspectivas futuras y recomendaciones 
 
Las ventajas que ofrecen estas metodologías en la identificación de 
microorganismos hace necesaria la estandarización de ellas en cada una de las 
matrices ambientales, de donde se quiere identificar los microorganismos, lo cual, le 
aportaría mayor aplicabilidad a estas técnicas en los procesos de identificación y 
abriría el abanico de posibilidades de usos. Por lo anterior, deben mantenerse 
constantes los procedimientos de cultivo, preparación y registro estrictamente 
estandarizados (medio de cultivo, temperatura y tiempo de incubación, entre otros), 
para así permitir la alta reproducibilidad de las identificaciones de espectros y 
patrones de microorganismos “desconocidos” bajo las mismas condiciones y evitar 
las contaminaciones que afectan las mediciones en ambas técnicas. 
 
A partir de los resultados obtenidos en este proyecto, se hace necesario incluir 
nuevas y más mediciones para obtener mayor diversidad en los espectros 
vibracionales y en los patrones de difracción, con lo cual se podría, más adelante, 
construir estas bibliotecas de espectros FT-IR y bases de datos de patrones de 
difracción que permita diferenciar una variedad de  microorganismos. Tambien, para 
darle mayor aplicación de este trabajo y a esas bases de datos, se podría generar 
aplicaciones tecnológicas (dispositivos móbiles) que permitan una mayor facilidad y 
acceso a la información generada por estas bases de datos, que contibuyan 
finalmente en una identificación rápida de los microorganismos. 
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