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INTRODUCCIÓN

La microbiología de alimentos ha tendido a dividir en
partes la investigación de los microorganismos, enfocándo-
se en el estudio o la detección de ciertos grupos de micro-
organismos. Por ejemplo, se estudia la sobrevivencia de un
cierto microorganismo patógeno o de un determinado gru-
po de microorganismos de descomposición o la actividad
de algún microorganismo fermentador. Recientemente, sin
embargo, se ha visto la necesidad de tomar en cuenta el
ecosistema completo, ya que el crecimiento, la sobreviven-
cia y la actividad de cualquier especie, pueden estar deter-
minados por la presencia de otras especies.

Para entender la presencia y el crecimiento de los micro-
organismos en los alimentos se reconoce en la actualidad la
importancia de su estudio con un enfoque ecológico. Los
conceptos ecológicos constituyen las bases tanto para el
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RESUMEN. Para entender la presencia y el crecimiento de los mi-
croorganismos en los alimentos se reconoce en la actualidad la im-
portancia de su estudio con un enfoque ecológico. La producción de
alimentos fermentados en condiciones controladas y su calidad de-
penden del conocimiento y control de la microbiota presente. Los
alimentos fermentados tradicionales se obtienen mediante fermenta-
ciones naturales (en las que no se añaden inóculos) y están constitui-
dos por microbiotas complejas, que son difíciles de describir me-
diante el uso de métodos convencionales. Existen diferentes alterna-
tivas para la determinación de la estructura microbiana de estos
alimentos. Una de ellas consiste en aislar microorganismos y tipifi-
carlos mediante técnicas basadas en el DNA, como el RFLP, la ribo-
tipificación, el AFLP, el ARDRA y el RAPD. Para incluir la detec-
ción de microorganismos no cultivables o aún no cultivados se utili-
zan métodos en los que se extraen ácidos nucleicos directamente del
alimento y a partir de éstos se determina la diversidad microbiana.
La construcción de bibliotecas de clonas de rDNA 16S, la obtención
de “huellas digitales” mediante DGGE o TGGE son ejemplos de es-
tas técnicas. Se presentan avances recientes de la aplicación de estos
métodos para el estudio de alimentos fermentados.

Palabras clave: Alimentos fermentados, comunidades microbianas,
diversidad microbiana, ecología microbiana molecular, ecosistemas
alimenticios.

ABSTRACT. The importance of ecological concepts to understand
the presence and growth of microorganisms in foods is presently
recognized. The production of fermented foods under controlled
conditions and its safety assurance depend on the knowledge and
control of their microbiota. Traditional fermented foods are obtained
by natural fermentations (in which no inoculum is added) and con-
tain complex microbiotas, which are difficult to describe through the
use of traditional microbiological methods. The microbial structure
of these foods can be studied with different approaches. One of them
consists on the typification of isolated microorganisms with meth-
ods based on DNA as RFLP, ribotyping, AFLP, ARDRA and RAPD.
In order to detect non-culturable or not yet cultured microorganisms,
nucleic acids are directly extracted from foods and the microbial di-
versity is determined from them. Examples of these techniques are
the construction of 16S rDNA clone libraries and fingerprinting
techniques, such as DGGE and TGGE. Recent advances on the ap-
plication of these techniques on the study of fermented foods are
presented.

Key words: Fermented foods, microbial communities, microbial di-
versity, molecular microbial ecology, food ecosystems.

control de microorganismos indeseables como para el uso
racional de microorganismos en la producción de alimentos
y bebidas fermentadas y para su uso como probióticos. 13,14

Durante el último siglo se ha dependido del aislamiento y
cultivo de los microorganismos para su identificación. Éstos
han sido caracterizados tradicionalmente por su fenotipo, el
conjunto de propiedades celulares observables, como su
morfología, propiedades fisiológicas y por la estructura de
sus componentes celulares. La necesidad de cultivar los mi-
croorganismos para identificarlos ha limitado la compren-
sión de la diversidad microbiana, ya que ahora se sabe que
más del 90% de los microorganismos en los ambientes natu-
rales no pueden ser cultivados usando las técnicas tradicio-
nales.2 No es posible obtener cultivos puros de ciertos mi-
croorganismos porque dependen de las actividades de otros
microorganismos o porque no se conocen las condiciones
para su cultivo. En otros casos los microorganismos pierden
la capacidad de reproducirse, pero retienen su actividad me-
tabólica. No se conocen todavía los mecanismos molecula-
res relacionados con este fenómeno, se ha propuesto que no
es posible cultivar estas células debido a su deterioro y se les
podría considerar como moribundas. Otra teoría sugiere que
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las células se programan genéticamente para adaptarse a las
condiciones adversas (como agotamiento de nutrientes, tem-
peratura baja u otros tipos de estrés) y generar formas de la-
tencia.24 La consecuencia de esto es que se tiene una visión
deformada de la diversidad microbiana en el ambiente.

En los últimos años se ha incrementado el conocimiento
de la diversidad microbiana en comunidades complejas de-
bido al uso de métodos moleculares que no requieren el
cultivo de microorganismos y al de herramientas usadas en
estudios filogenéticos para identificarlos.

Las relaciones evolutivas entre los organismos (que por
lo general no es posible obtener mediante el análisis de las
características fenotípicas) constituye una base más natural
para clasificarlos.15,26 Estas relaciones podrían ser estable-
cidas idealmente comparando las secuencias nucleotídicas
de sus genomas; sin embargo el análisis a esta escala sería
impráctico, pero pueden ser inferidas mediante la compara-
ción de secuencias de genes individuales. Se utilizan en-
tonces ciertas macromoléculas que funcionan como cronó-
metros evolutivos (indicadores de cambios evolutivos). Se
puede medir la distancia evolutiva entre dos organismos
por diferencias en la secuencia de nucleótidos o de aminoá-
cidos de macromoléculas homólogas aisladas de ellos. Esta
molécula debe estar distribuida universalmente en el grupo
que se desea estudiar y debe ser funcionalmente homóloga
en cada organismo. Para comparar secuencias es necesario
alinear las moléculas, por lo que deben contener regiones
con similitud significativa además de las que difieren en
sus secuencias y éstas deben cambiar a una velocidad pro-
porcional a la de la distancia evolutiva medida. Se han uti-
lizado proteínas como las ATPasas y RecA (proteína re-
querida para recombinación genética), pero los genes que
codifican para el RNA ribosomal son los más utilizados.
Esto se debe a que estas moléculas son funcionalmente
constantes, se encuentran distribuidas universalmente y sus
secuencias son moderadamente conservadas en la mayoría
de los organismos. En el caso de los procariotes, el rDNA
16S (que contiene aproximadamente 1,500 nucleótidos) es
el más utilizado.20

En los últimos años las técnicas moleculares, incluyen-
do las basadas en las secuencias mencionadas anteriormen-
te, han cambiado nuestra perspectiva de la diversidad mi-
crobiana y permitirán describir, monitorear y controlar co-
munidades microbianas para que lleven a cabo las
actividades requeridas. En el caso específico de los alimen-
tos, es esencial contar con la información que se menciona
a continuación,13 que es posible obtener mediante el uso de
métodos moleculares.

• Datos confiables sobre la diversidad y la identificación
taxonómica de los microorganismos que colonizan el
alimento en cada etapa de su producción.

• Datos cuantitativos que describan cambios en las pobla-
ciones durante la producción y la cadena de distribución.

• Información sobre la distribución espacial de los micro-
organismos en el producto.

• Impacto de los factores intrínsecos (propiedades de los
alimentos), extrínsecos (factores ambientales), de pro-
cesamiento e implícitos (propiedades de los microorga-
nismos) en el crecimiento, sobrevivencia y actividad
bioquímica de los microorganismos.

• Correlaciones entre el crecimiento y la actividad de los
organismos individuales y la calidad y seguridad del
producto.

Los alimentos fermentados contienen generalmente micro-
biotas complejas, que son difíciles de describir y de estudiar
experimentalmente. Los microorganismos aparecieron en la
tierra mucho antes que el hombre, de manera que éste ha evo-
lucionado en un ambiente microbiano. Se piensa que cuando
el hombre dejó de ser recolector para convertirse en productor
de alimentos y que debía almacenarlos, se enfrentó a los pro-
blemas de descomposición y de enfermedades causadas por
microorganismos. Debe haber sido también la época en la que
surgieron los alimentos fermentados y es posible que el hom-
bre antiguo haya aprendido a producirlos por el método de
prueba y error: si el sabor y la apariencia eran desagradables o
si les causaban enfermedades, no los consumían; sin embargo
si después de haberlos almacenado en ciertas condiciones
eran apetecibles y no tóxicos, continuaban produciéndolos de
esa forma. Los alimentos contenían una microbiota natural y
tanto las características de los alimentos como las condiciones
de almacenamiento determinaban el predominio de algunos
de sus miembros. Para producirlos en condiciones controladas
y asegurar su calidad, es importante conocer y controlar los
puntos mencionados anteriormente.

Se presentarán avances recientes de la aplicación de al-
gunos de estos métodos para el estudio de alimentos fer-
mentados.

DETERMINACIÓN DE LA ESTRUCTURA DE
COMUNIDADES MICROBIANAS

Los alimentos fermentados, especialmente los que se
producen de forma tradicional, se obtienen mediante fer-
mentaciones naturales, es decir, no se añaden inóculos sino
que actúan los microorganismos naturalmente presentes en
el alimento. El uso de los métodos convencionales para la
identificación de cada uno de sus miembros resulta insufi-
ciente. Una alternativa para la determinación de la estructu-
ra microbiana de estos alimentos es aislar microorganis-
mos y tipificarlos; otra es utilizar métodos que no depen-
den del cultivo, en los que se extraen ácidos nucleicos
directamente del alimento (Fig. 1).
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Tipificación de microorganismos aislados

Existen técnicas de clasificación de microorganismos
basadas en el DNA con las que es posible distinguir micro-
organismos a nivel de especie y de cepa. El RFLP (poli-
morfismo de longitud de fragmentos de restricción) fue la
primera en ser utilizada. Se extrae el DNA (el genoma
completo) de cada cepa, se digiere con enzimas de restric-
ción y los fragmentos obtenidos se separan y visualizan
por electroforesis en geles de agarosa (Fig. 2). Se obtienen
patrones de bandas con buena reproducibilidad pero por lo
general son muy complejos. La forma como más se ha uti-
lizado el RFLP es estudiando el polimorfismo de regiones
particulares. Para hacer una ribotipificación se transfieren
los fragmentos a una membrana, se hibridan con una sonda
de rRNA marcada y se visualizan únicamente los fragmen-
tos hibridados, que se pueden comparar con cepas de refe-
rencia (Fig. 2).

Otras técnicas se basan en el PCR y se caracterizan por
su simplicidad y rapidez. El RAPD (análisis de DNA poli-
mórfico amplificado al azar), conocido también como AP-

PCR (PCR cebado arbitrariamente) consiste en amplificar
al azar regiones del DNA extraído de los microorganismos.
Los cebadores se escogen al azar, por lo que no es necesa-
rio contar con información sobre secuencias específicas del
microorganismo a tipificar. Se utilizan temperaturas de ali-
neamiento bajas, de manera que se obtengan productos de
PCR que permitan el alineamiento de los cebadores a pesar
de que existan una o dos bases que no coincidan. Después
de su separación mediante electroforesis en geles de agaro-
sa se obtienen patrones simples de fragmentos de DNA de
diferentes tamaños (Fig. 3). El problema de esta técnica es
su sensibilidad a las condiciones de reacción, por lo que es
difícil en ocasiones obtener una reproducibilidad inter-la-
boratorios adecuada.

El AFLP (polimorfismo de longitud de fragmentos am-
plificados) es una combinación de PCR y el uso de enzi-
mas de restricción. Se basa en la amplificación por PCR de
fragmentos de restricción de DNA genómico. Se realiza en
tres etapas: a) Restricción del DNA y ligamiento de los
adaptadores. Se realiza la restricción con dos enzimas que
producen fragmentos de DNA con dos tipos diferentes de

Figura 1. Evaluación de comunidades
microbianas en alimentos fermentados.
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extremos pegajosos. A éstos se ligan adaptadores, que son
oligonucleótidos cortos que funcionarán como los sitios de
alineamiento de los cebadores. b) Amplificación selectiva
de algunos de los fragmentos de restricción. Se usan dos
cebadores diferentes conteniendo la misma secuencia que
los adaptadores más varias bases contiguas al sitio de res-
tricción. Se utilizan condiciones estrictas, de manera que se
amplifican únicamente los fragmentos en los que las exten-
siones del cebador (las bases que se añaden) coinciden
exactamente con los nucleótidos adyacentes al sitio de res-
tricción. c) Separación de fragmentos por electroforesis en
geles desnaturalizantes de poliacrilamida (geles de secuen-
ciación). Generalmente se obtienen patrones de 50 a 100
fragmentos, con mucha reproducibilidad, debido a las con-
diciones estrictas del alineamiento.36 Ésta y otras técnicas
basadas en el PCR han sido automatizadas mediante el uso
de cebadores marcados con fluorescencia.14

Otros métodos se basan en la comparación de DNA ri-
bosomal (rDNA). El análisis de restricción de DNA riboso-
mal amplificado (ARDRA) se basa en la obtención de rD-
NAs mediante amplificación por PCR usando cebadores

universales, el producto se digiere con enzimas de restric-
ción y los fragmentos se analizan en geles de agarosa.18

Con todas estas metodologías se obtienen patrones de
bandas o “huellas digitales” de cada microorganismo. Se
determinan, utilizando diferentes tipos de software, las di-
ferencias entre éstos (de acuerdo con la presencia o ausen-
cia de bandas) y se construyen dendrogramas. Para identi-
ficar los microorganismos clasificados es común incluir en
el análisis cepas de referencia19 o identificar cepas repre-
sentativas de cada grupo mediante la comparación de se-
cuencias del gen ribosomal 16S.21 Generalmente se utili-
zan enfoques de taxonomía polifásica, incluyendo además
de éstos, otros métodos de clasificación y de identificación.

El RAPD es la técnica que más se ha utilizado para el aná-
lisis de colecciones microbianas aisladas de alimentos fer-
mentados. Cocconcelli y cols.7 analizaron la dinámica de la
población de la microbiota natural de un cultivo de suero uti-
lizado para la producción del queso parmigiano reggiano. El
análisis de los patrones de RAPD reveló la presencia de 4 bio-
tipos, que fueron identificados mediante el análisis de secuen-
cias de rDNA 16S como Lactococcus helveticus y Lactococ-

Figura 2. Clasificación de microorganis-
mos aislados de alimentos fermentados
mediante el RFLP y la ribotipificación.
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cus delbrueckii ssp. lactis. El análisis de “huellas digitales” de
RAPD de microorganismos aislados durante la fermentación
tradicional de queso mozzarella reveló la presencia de 25 bio-
tipos diferentes, incluyendo diversas especies de bacterias lác-
ticas y de bacterias del género Staphylococcus.22 Asimismo,
se identificaron mediante RAPD y pruebas fisiológicas lacto-
bacilos y estafilococos coagulasa negativos como los grupos
responsables de la fermentación de salchichas secas italia-
nas.28 Mediante esta misma técnica fue posible confirmar la
relevancia de otorgar la denominación de origen, ya que se
demostró que el queso camembert de Normandía contenía ce-
pas de lactococos típicas de los lugares donde se producen.10

En un estudio sobre la diversidad de bacterias en la super-
ficie de quesos madurados, Brennan y cols.5 aislaron 400 ce-
pas de quesos inoculados con Brevibacterium linens (que pro-
duce un carotenoide rojo) y no inoculados. La mayoría de las
cepas eran corynebacterias, pero fue imposible identificarlas
mediante pruebas bioquímicas, por lo que utilizaron un enfo-
que polifásico que incluyó métodos fenotípicos, quimiotaxo-
nomía, RAPD, PFGE (electroforesis de campos pulsados) y
comparación de secuencias de rDNA 16S. En ambos tipos de
quesos la mayoría de las cepas pertenecieron a las especies

Corynebacterium casei, Corynebacterium mooreparkense y
Mycobacterium gubbeenense, que fueron identificadas como
especies nuevas. Contrariamente a lo que se ha pensado, B. li-
nens no se detectó en los quesos inoculados con esta bacteria,
debido a que fue inhibido por la mayoría de los miembros de
la microbiota natural.

Kunene y cols.17 utilizaron métodos fisiológicos y mo-
leculares para caracterizar la microbiota láctica de un ali-
mento de destete a base de sorgo fermentado. Determina-
ron el origen de las cepas predominantes mediante el
análisis de los resultados de AFLP, encontrando que Lac-
tobacillus plantarum provenía del polvo de sorgo usado
como ingrediente y como las cepas de Leuconostoc mesen-
teroides no mostraban un origen común, se presumió que
provenían de las casas donde se preparó el alimento.

Estas metodologías son muy convenientes para clasifi-
car e identificar rápidamente colecciones de microorganis-
mos, sin embargo requieren del aislamiento y cultivo de
los microorganismos.

Figura 3. Análisis de colecciones microbianas aisladas de alimentos
fermentados mediante el método RAPD.

Microorganismo aislado

Extracción de DNA

Amplificación del DNA por PCR
(cebadores no específicos)

Separación de los fragmentos
de DNA por electroforesis

Análisis de patrones de bandas

Dendrogramas

Figura 4. Obtención de “huellas digitales” de comunidades microbianas
en alimentos fermentados por el método DGGE.

Extracción de DNA

Alimento

T G T A A

A C A T TA

T

C

T C C A T

A G G T AC

G

B

C G G G C

G C C C GG

C

A

C

B

A

A T C G
G
T
C
A
C
G
A
T

Amplificación por PCR de segmentos
del gene rRNA 16S

Mezcla de productos de PCR (mismo tamaño,diferente secuencia

Separación de fragmentos por gradiente desnaturalizante

D
es

na
tu

ra
liz

an
te

Secuenciación de bandas
individuales

Identificación de los miembros de la comunidad

Base de datos
de secuencias



Díaz et al Métodos para el estudio de comunidades microbianas en alimentos fermentados

MG Rev Latinoam Microbiol 2003; 45 (1-2): 30-40
35

edigraphic.com

Análisis de comunidades complejas mediante métodos
que no requieren cultivo

Debido a que se recupera un porcentaje bajo de bacte-
rias cultivables mediante las técnicas tradicionales de dife-
rentes ambientes naturales,1 ha sido necesaria la búsqueda
de metodologías que no dependan del cultivo de los micro-
organismos. Éstas han permitido explorar la diversidad mi-
crobiana, analizar la estructura de comunidades microbia-
nas y han revelado que la diversidad microbiana es mucho
mayor de lo que se había considerado.

El primer paso es la extracción y purificación del DNA
de las muestras. Ésta puede ser directa (extracción del
DNA total de la muestra) o indirecta (extracción de micro-
organismos de la muestra, seguida de la extracción de
DNA de éstos). Posteriormente se amplifican, mediante
PCR, ciertas regiones del gen ribosomal 16S. Dependiendo
del grupo de microorganismos que se desee estudiar, se
usan desde cebadores muy generales hasta muy específicos
(Fig. 1).

Para la separación de los fragmentos de rDNA 16S am-
plificados, es necesario construir bibliotecas de clonas de
rDNA 16S, cuya posterior secuencia y análisis permite de-
terminar la diversidad microbiana. Es posible identificar o
determinar cuáles son los microorganismos conocidos más
cercanos a los miembros de la comunidad mediante la
comparación de las secuencias de los fragmentos de rDNA
16S con las bases de datos, como RDP (Ribosomal Data-
base Project) o Genbank. Escalante y cols.12 emplearon
esta estrategia para determinar la diversidad de bacterias
Gram positivas del pozol, un alimento fermentado indígena
de maíz. La mayoría de las secuencias se identificaron
como bacterias lácticas, que ya se había reportado como el
grupo predominante durante la fermentación de este ali-
mento, pero además se detectaron especies que no habían
sido aisladas mediante técnicas tradicionales de cultivo.

La obtención de “huellas digitales”, que constituyen un
patrón o un perfil de la diversidad genética de una comuni-
dad microbiana, son las más utilizadas en la actualidad. En
este caso se separan electroforéticamente los fragmentos
de rDNA amplificados. La aplicación de electroforesis en
geles con gradientes desnaturalizantes, como el DGGE
(electroforesis en gel con gradiente desnaturalizante) y
TGGE (electroforesis en gel con gradiente de temperatura)
permiten separar fragmentos de la misma longitud pero
con diferentes secuencias, que son las características de los
obtenidos mediante la amplificación de regiones de los ge-
nes ribosomales del DNA de una comunidad microbiana.
De hecho es posible separar fragmentos que difieren en
una sola base. Los agentes desnaturalizantes (una mezcla
de urea y formamida en el caso del DGGE y la temperatura
en el del TGGE) provocan la separación de las cadenas do-

bles de DNA. Éstas contienen dominios con temperaturas
de fusión (Tm) característicos, de manera que cuando se
alcanza una determinada temperatura o concentración de
desnaturalizante, la molécula se funde total o parcialmente
y disminuye su velocidad de migración en el gel. Las tem-
peraturas de fusión de esos dominios dependen de varia-
ciones en sus secuencias de bases, por lo que los fragmen-
tos correspondientes a microorganismos diferentes tendrán
diferentes posiciones en el gel. Para evitar la separación
completa de las dos cadenas, se une una secuencia rica en
GC (que requiere condiciones más drásticas de desnaturali-
zación), llamada grapa-GC, en el extremo 5´ de uno de los
cebadores, que se coamplifica con el segmento de DNA.
Las bandas se visualizan generalmente tiñendo con bromu-
ro de etidio25 (Fig. 4).

Es necesario determinar cuál de las regiones variables
de los genes ribosomales permiten separar los microorga-
nismos presentes, así como optimizar el gradiente y la du-
ración de la electroforesis para obtener la mejor separación
de las bandas. Se realizan geles con gradientes perpendicu-
lares (el gradiente es perpendicular a la dirección de la
electroforesis) para conocer el mejor intervalo de tempera-
turas o concentraciones de desnaturalizante. Se obtiene una
curva con forma sigmoidea, en la que a baja temperatura o
concentración de desnaturalizante los fragmentos migran
como cadenas dobles y a concentraciones altas como cade-
nas sencillas. Las condiciones útiles son las intermedias, en
las que las moléculas se funden parcialmente. El tiempo
óptimo, que se determina en electroforesis con gradientes
paralelos, es el que permite la máxima resolución entre los
fragmentos de DNA.25

Ampe y cols.3 investigaron la distribución espacial de la
microbiota de una bola de pozol. Utilizaron un enfoque po-
lifásico que incluyó la obtención de huellas digitales por
DGGE de fragmentos de DNA obtenidos al amplificar la
región V3 de los genes de RNA 16S del DNA extraído de
la masa, con cebadores específicos para eubacterias. De-
mostraron que bacterias del género Streptococcus, que no
habían sido detectadas utilizando los métodos tradicionales
de cultivo, predominan durante la fermentación. Lactoba-
cillus plantarum y Lactobacillus fermentum constituyeron
otro grupo predominante y también se encontraron lactoco-
cos y miembros del grupo Leuconostoc-Weissella. Demos-
traron la presencia de gradientes de poblaciones microbia-
nas, siendo mayor la diversidad microbiana en la periferia
que en el centro de la bola de masa. En otro estudio, Ben
Omar y Ampe4 utilizaron el mismo enfoque para estudiar
la dinámica de la población microbiana durante la fermen-
tación de este alimento, encontrando que la diversidad mi-
crobiana se mantiene durante la fermentación.

Durante la fermentación del vino se desarrolla una evo-
lución compleja de levaduras y bacterias. Se han estudiado
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los microorganismos participantes utilizando principal-
mente métodos clásicos de microbiología; sin embargo és-
tos son tediosos, largos y limitados, debido a la dificultad o
imposibilidad de caracterizar microorganismos difíciles de
cultivar. Cocolin y cols.8 desarrollaron un método para ob-
tener el perfil de la dinámica de crecimiento de levaduras
mediante la separación por DGGE de fragmentos del gen
de rDNA 185 amplificados por PCR. Fue posible detectar
diferencias sutiles en el desarrollo y la persistencia de leva-
duras en dos fermentaciones.

Röling y cols.29 estudiaron la ecología microbiana du-
rante el proceso tradicional del curado de la vainilla. La
vainilla natural se obtiene de las frutas de la orquídea Vani-
lla planifolia. El sabor a vainilla se obtiene durante su be-
neficio, que consiste de un escaldado de las vainas, poste-
riormente se almacenan en una caja durante 24 horas y lue-
go se exponen a ciclos de asoleados y sudados (exposición
al sol durante el día y empacado en cajas durante la noche)
durante los que se desarrolla la mayor parte del sabor. Fi-
nalmente se secan y se empacan en bolsas de plástico para
completar el desarrollo del sabor. Se piensa que las activi-
dades microbianas, junto con los procesos térmicos y reac-
ciones enzimáticas de la planta, son importantes en la ge-
neración del sabor. Como un primer paso para determinar
la contribución de los microorganismos, los autores hicie-
ron uso de la técnica DGGE de rDNA 16S/18S junto con
métodos tradicionales de microbiología como parte de un
enfoque polifásico para determinar la presencia y cambios
de las comunidades microbianas durante el proceso del be-
neficio. Los mohos y levaduras desaparecieron durante el
escaldado de las vainas y se detectaron números considera-
bles de bacterias termofílicas y termotolerantes del género
Bacillus durante el curado posterior, predominando B. sub-
tilis y B. licheniformis. El análisis de DGGE reveló que no
se pudieron detectar mediante los métodos tradicionales
una gran parte de los microorganismos que se desarrolla-
ron durante la etapa de asoleado y sudado, por lo que sugi-
rieron que el establecimiento de sus posiciones filogenéti-
cas ayudaría a diseñar medios de aislamiento para estos
microorganismos.

Es indeseable la presencia de bacterias lácticas en gran-
des números al principio de la fermentación de mosto para
la obtención de whisky, ya que pueden competir con las le-
vaduras por los nutrientes y reducir el rendimiento de eta-
nol; sin embargo, se piensa que la fermentación láctica tar-
día tiene efectos benéficos en el sabor final de la bebida.
Van Beek y Priest34 determinaron la composición de la co-
munidad microbiana durante la fermentación de whisky de
malta mediante PCR-DGGE. Detectaron 3 fases: la prime-
ra se caracteriza por el crecimiento de la levadura y la su-
presión del crecimiento bacteriano; durante la segunda el
crecimiento bacteriano, a expensas de las células muertas

de levaduras, es exponencial y en la tercera ya no crecen
las bacterias pero se acumula ácido láctico. Al principio
predominaron cocos (Streptococcus thermophilus o Sac-
charococcus thermophilus) y al final lactobacilos relacio-
nados con Lactobacillus acidophilus o Lactobacillus cris-
patus que no crecen en medios de cultivo convencionales.
La producción de ácidos y de otros metabolitos por estas
bacterias puede afectar el sabor de la bebida, por lo que
proponen que es posible controlarlo mediante la atención
cuidadosa del balance entre varias bacterias presentes.

DETECCIÓN Y CUANTIFICACIÓN DE
ACTIVIDAD MICROBIANA

Además de determinar la estructura y diversidad de las
comunidades microbianas, es importante saber si éstas son
activas. Debido a que los microorganismos metabólica-
mente activos tienen mayores números de ribosomas que
las células muertas, es posible evaluar esto mediante el
análisis del RNA extraído de la muestra.

Uso de sondas filogenéticas. La hibridación cuantitati-
va del RNA extraído con sondas de oligonucleótidos para
rRNA 16S permite determinar la actividad de los diferen-
tes grupos microbianos presentes. Éstas, que se conocen
como sondas filogenéticas, son fragmentos cortos (15-25
nucleótidos) de DNA de cadena sencilla, sintetizadas quí-
micamente y con alguna marca detectable, como la fluores-
cencia. Todas las células vivas contienen ribosomas, la ma-
yoría en números grandes, por lo cual la sensibilidad es ex-
celente. Las regiones más conservadas de las moléculas de
RNA se conocen como “secuencias firma” y son caracte-
rísticas para entidades taxonómicas definidas, como espe-
cies, géneros, familias, órdenes o hasta para cada uno de
los 3 dominios existentes (bacteria, eucaria o arquea). Se
realiza una transferencia del RNA usando sondas “anida-
das” que se aplican de forma ordenada, desde las específi-
cas para dominio hasta las de género o especie (en algunos
casos hasta subespecie). Se cuantifica la cantidad de sonda
unida al RNA extraído de la muestra por densitometría y se
determina su proporción con respecto a la señal obtenida
con una sonda universal.1 Así, Ampe y cols.3 encontraron
que las bacterias lácticas constituían del 90 al 97% de la
microbiota activa total de una muestra de pozol después de
5 días de fermentación. Dentro de éstas, Lactobacillus y
Weissella representaban probablemente el 50% de las bac-
terias lácticas activas y otro género con actividad conside-
rable fue Streptococcus. La desventaja de esta técnica es
que solamente se evalúan los microorganismos para los
cuales existen sondas disponibles y no es posible detectar
microorganismos que no han sido descritos.

Obtención de “huellas digitales” de comunidades. De
la misma manera como se amplifican por PCR los genes de
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rRNA 16S para posteriormente separarlos por DGGE, se
amplifican los mismos usando como templado el cDNA
(DNA copia) obtenido mediante transcriptasa inversa a
partir del RNA extraído. Se detectan los microorganismos
activos y las intensidades de las bandas indican sus activi-
dades relativas.

La fermentación de salchichas es otro caso en el que
participa una microbiota compleja. Cocolin y cols.9 reali-
zaron un estudio para describir la diversidad bacteriana du-
rante la fermentación natural de salchichas italianas me-
diante PCR-DGGE. Optimizaron el método utilizando cul-
tivos de cepas de bacterias lácticas, Staphylococcus y
Kocuria obtenidos de colecciones internacionales. Obtu-
vieron perfiles de DGGE a partir de DNA y de RNA de
muestras tomadas a diferentes tiempos durante la fermen-
tación. Se demostró la fuerte actividad de las bacterias lác-
ticas durante la fermentación, con mayor diversidad duran-
te las primeras horas y el predominio de Lactobacillus sake
y Lactobacillus curvatus, presentes tanto en los geles obte-
nidos a partir de DNA como de RNA, a las que se atribuye-
ron los cambios físicos y sensoriales del sustrato. La prin-
cipal diferencia entre los geles de DNA y de RNA fue la
detección de L. plantarum únicamente en los primeros,
cuyo producto de PCR se generó posiblemente a partir de
células muertas. La técnica resultó muy conveniente, ya
que permite monitorear el estado de la fermentación y ob-
tener resultados en un tiempo corto, lo cual hace posible
realizar ajustes tecnológicos inmediatos.

El ragusano es un queso artesanal de Sicilia, Italia, re-
gistrado con denominación de origen. Esto implica que sus
características sensoriales son únicas y son el resultado de
las condiciones ambientales locales relacionadas con su
producción. Randazzo y cols.27 estudiaron la evolución de
los cambios microbianos durante la elaboración y la madu-
ración de este queso utilizando técnicas microbiológicas
clásicas y técnicas moleculares independientes del cultivo.
Éstos incluyeron: PCR, RT-PCR y DGGE de genes de
RNA 16S obtenidos al usar cebadores tanto de bacteria
como específicos para el grupo Lactobacillus (que incluye
también Leuconostoc y Pediococcus). En la leche utilizada
como sustrato detectaron especies de bacterias lácticas
mesófilas de Leuconostoc y Lactococcus lactis, no muy ac-
tivas metabólicamente, cuyas bandas desaparecieron des-
pués de la cocción de la cuajada y también Macrococcus
caseolyticus metabólicamente activo tanto en la leche
como en la cuajada cocida. Streptococcus thermophilus y
Lactobacillus delbrueckii predominaron durante la madu-
ración y fueron las más activas en esta etapa, por lo que
consideraron que están relacionadas con el desarrollo del
sabor y el aroma del producto y que deben estar bien adap-
tadas a las condiciones ambientales durante la maduración
de este queso. Obtuvieron perfiles semejantes a partir de

quesos obtenidos en otros dos establecimientos, lo que re-
fuerza la idea anterior. L. delbrueckii, identificada como
bacteria importante en los tres quesos estudiados, no fue
aislada en medios selectivos. Esto demuestra la importan-
cia de incluir métodos independientes del cultivo para estu-
diar microbiotas complejas, como la que participa en la fer-
mentación de este queso.

ESTUDIO DE LAS COMUNIDADES IN SITU

Para el estudio de la ecología de comunidades micro-
bianas complejas en alimentos sólidos, como son muchos
de los fermentados, se requieren estudios sobre la activi-
dad y la distribución de los microorganismos directamen-
te en muestras intactas. Para realizar el recuento o detec-
ción de microorganismos, tanto por las técnicas tradicio-
nales de cultivo como por las más modernas que se
mencionaron anteriormente, los alimentos sólidos se ma-
ceran u homogenizan. Este procedimiento destruye la in-
tegridad estructural de los alimentos y como consecuen-
cia, se pierde la información espacial. El análisis de los
alimentos in situ, además de proveer esta información,
evita los problemas relacionados con la extracción de los
microorganismos del sustrato sólido, que no siempre se
logra con buena eficiencia.

Los alimentos están constituidos por mezclas heterogé-
neas de diferentes compuestos y el crecimiento microbiano
en cada uno de ellos difiere debido a que sus propiedades
varían. Además, el crecimiento de un microorganismo en
un determinado punto de un medio sólido dependerá de la
difusión de nutrientes hacia él y de metabolitos tóxicos ha-
cia el exterior. Debido a la estructura propia del alimento,
existen gradientes de la concentración de nutrientes, de
sustancias antimicrobianas, de pH, humedad, actividad
acuosa, concentración de oxígeno, etc. Como existen mi-
croambientes con diferentes características, es erróneo su-
poner que las condiciones son uniformes y considerar valo-
res promedio.31

La mayoría de los estudios para la identificación in situ
y localización de microorganismos se basan en el enfoque
del RNA ribosomal, debido a la disponibilidad de sondas y
al alto contenido celular de ribosomas, lo que facilita la de-
tección a nivel celular.2 Para la hibridación fluorescente
in situ (FISH), se utilizan sondas filogenéticas, como las
descritas anteriormente, pero en este caso se detectan di-
rectamente en las células. Para esto se fijan con alcoholes o
aldehídos y se permeabilizan. Este procedimiento debe
permitir la entrada de la sonda a la célula, sin modificar su
integridad morfológica. Si se usan sondas marcadas con
fluorocromos diferentes, es posible la identificación simul-
tánea de varios microorganismos y su distribución tridi-
mensional. Se debe tomar en cuenta que pueden existir



Díaz et al Métodos para el estudio de comunidades microbianas en alimentos fermentados

Rev Latinoam Microbiol 2003; 45 (1-2): 30-40 MG
38

edigraphic.com

problemas de accesibilidad a ciertas regiones del RNA,
causados por proteínas ribosomales.1 Se pueden cuantificar
las señales emitidas con una cámara sensible a la luz co-
nectada a un analizador de imágenes digital.

Kollöffel y cols.16 evaluaron el uso de la técnica de hibri-
dación in situ para el análisis de comunidades bacterianas en
la superficie de quesos Gruyère. La cuenta en agar Coryne-
bacterium representó del 10 al 15% de la obtenida cuando
las células se tiñeron con DAPI (4’6-diamidino-2-fenilindol,
que tiñe el DNA de las células independientemente de su es-
tado fisiológico). Mostraron con esto que una parte pequeña
de las células es cultivable. Detectaron la mayor parte de las
bacterias con una sonda para eubacterias y utilizando sondas
específicas encontraron que la mayor proporción de éstas
pertenece a Actinobacteria, mientras que las brevibacterias
constituyen una proporción pequeña. Entonces si se usa un
cultivo iniciador conteniendo únicamente Brevibacterium li-
nens, éste constituirá una proporción muy pequeña de la mi-
crobiota superficial del queso madurado.

El crio-seccionamiento (seccionamiento de una mues-
tra después de su congelamiento en nitrógeno líquido), se-
guido de una tinción, permite examinar microscópicamen-
te muestras de alimentos sólidos con un mínimo de distor-
sión. Así, Dodd y Waites11 detectaron microorganismos in
situ en varios alimentos, como carne fermentada, yogurt,
queso y pan usando azul de toluidina, que no permite dis-
tinguir entre diferentes microorganismos. Una alternativa a
las sondas filogenéticas para la tinción específica de micro-
organismos es el uso de anticuerpos marcados. Además
de detectar las células, se pueden obtener anticuerpos para
detectar productos microbianos o componentes del alimen-
to. Stringer y cols.31 mediante una combinación de crio-
seccionamiento, sondas unidas a antibióticos y tinción di-
ferencial, determinaron a nivel microscópico la inefectivi-
dad de una cepa de Lactococcus lactis para evitar la
germinación de esporas de Bacillus cereus, debido a que
las concentraciones altas de nisina solamente se encontra-
ban alrededor de las colonias de L. lactis y no se extendían
hasta donde se encontraban las esporas de B. cereus.

LIMITACIONES DE LAS TÉCNICAS

Se debe tomar en cuenta, sin embargo, que estos méto-
dos novedosos tienen limitaciones. Los métodos de extrac-
ción de ácidos nucleicos de las muestras no aseguran la li-
sis de todos los microorganismos presentes y la recupera-
ción de los ácidos nucleicos intactos. Es importante
purificar los ácidos nucleicos obtenidos para eliminar sus-
tancias que puedan inhibir la reacción de PCR o la acción
de enzimas de restricción.37

La reacción de PCR puede introducir errores, ya que pue-
den ocurrir amplificaciones preferenciales (debido a la

reasociación del DNA que se usa como templado y que evi-
ta la unión de los cebadores y que puede ser reducida aña-
diendo acetamida, glicerol o dimetilsulfóxido a la reacción
de PCR) o a la formación de moléculas quiméricas (molécu-
las de rDNA híbridas que se forman cuando una molécula de
DNA parcialmente elongada sirve como cebador en el si-
guiente ciclo de PCR), aunque éstas pueden ser detectadas,
por ejemplo con el programa CHECK_CHIMERA del RDP.
La formación de moléculas heteroduplex (asociación de ca-
denas sencillas de moléculas diferentes de DNA) durante la
amplificación dificulta la interpretación de patrones de
DGGE o TGGE. Ésta puede ser reducida utilizando en la re-
acción de PCR mayor fuerza iónica, concentraciones de ce-
badores mayores, menores temperaturas de asociación y dis-
minuyendo el número de ciclos de amplificación.25

Sólo pueden separarse por DGGE o TGGE fragmentos
pequeños, de hasta 500 pares de bases y esto limita las in-
ferencias filogenéticas. Aunque existen reportes sobre la
posibilidad de separar secuencias que difieren en una sola
base, también se ha reportado la dificultad de separar frag-
mentos que difieren en 2 ó 3 bases.33 Otra limitación de es-
tas técnicas es el número máximo de bandas de DNA que
puedan separarse, aunque se ha reportado la detección de
poblaciones que constituyen el 1% de la comunidad por
PCR-DGGE.23 Es posible que ocurra la co-migración de
fragmentos de DNA, que provocaría la subestimación de la
diversidad microbiana y la dificultad para extraer secuen-
cias para su identificación o la sobreestimación de la diver-
sidad debido a la microheterogeneidad en las secuencias de
algunos genes, que puede ser detectada por el DGGE o
TGGE.25

En cuanto a los métodos in situ, puede no detectarse un
microorganismo debido a una permeabilización insuficien-
te o a la falta de acceso de las sondas a las regiones a las
que se unen.1

CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS

Muchos alimentos fermentados se producen con la par-
ticipación de una microbiota compleja. Para producirlos en
condiciones más controladas que aseguren su calidad e
inocuidad es importante profundizar en el estudio de su
microbiología. Esto permitirá la selección adecuada de cul-
tivos iniciadores, en los casos que se considere convenien-
te, así como el monitoreo y control de la fermentación. Los
avances recientes en los métodos para el análisis de comu-
nidades microbianas hacen posible complementar a los mé-
todos tradicionales para obtener información sobre aspec-
tos importantes de la ecología microbiana de alimentos fer-
mentados: diversidad, estructura y función. Es posible
responder las preguntas ¿Qué microorganismos se encuen-
tran en el alimento? ¿Cuáles presentan actividad o mayor
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actividad? ¿Cómo cambian las poblaciones microbianas
durante la fermentación o al variar factores ambientales?
¿Cómo interactúan los microorganismos entre sí y con el
ambiente? ¿Dónde se encuentran los microorganismos? Es
particularmente relevante la posibilidad de detectar micro-
organismos que no se recuperan en medios de cultivo y la
de obtener, mediante el uso de técnicas menos laboriosas,
resultados en tiempos más cortos que con los métodos clá-
sicos de microbiología.

El siguiente paso para obtener una idea más detallada de
la organización y el funcionamiento de comunidades mi-
crobianas en alimentos fermentados, será la detección de
su actividad. Esto se ha logrado, sobre todo en el área de la
microbiología ambiental, mediante el análisis de genes
funcionales. Mientras la detección de rRNA mediante
FISH o hibridación dot blot o DGGE/TGGE da una idea de
la actividad microbiana (debido a que concentraciones
grandes de ribosomas indican potencial de síntesis de pro-
teínas), para la detección y/o localización de actividades
específicas, sería necesario cuantificar los mRNAs particu-
lares. La tecnología de los microarreglos, que constituye
un avance de los métodos de hibridación in situ o de dot
blot, permitiría comprender la expresión de genes específi-
cos. Se unen arreglos ordenados de oligonucleótidos a una
matriz sólida usando métodos automatizados de síntesis y
para evaluar la expresión de los genes se realizan hibrida-
ciones competitivas (o métodos más precisos6) con dife-
rentes poblaciones de mRNA expresado ante diferentes
condiciones de cultivo. Esto se lleva a cabo con equipos
automatizados, de forma que se realiza el análisis simultá-
neo de una gran cantidad de genes. La detección de los ge-
nes y de sus niveles de expresión se obtienen mediante el
análisis de las señales fluorescentes usando una cámara
CCD y un analizador de imágenes.30,32 Una de las ventajas
del uso de los microarreglos es la rapidez con la que es po-
sible obtener una gran cantidad de datos; sin embargo, se
han reportado diferencias significativas en los resultados
obtenidos por investigadores diferentes que usan los mis-
mos diseños experimentales. Esto se ha atribuido a diferen-
cias pequeñas en las condiciones experimentales.35

Por otra parte, el uso de microelectrodos2 cuyas puntas tie-
nen diámetros menores de l µm, permitiría cuantificar gra-
dientes de temperatura, de pH y de compuestos químicos (nu-
trientes, metabolitos). Esto permitiría un mejor conocimiento
del hábitat y de los procesos metabólicos que se llevan a cabo.

Todos estos avances tecnológicos permitirán la caracte-
rización detallada in situ de las poblaciones microbianas en
los alimentos fermentados, tanto al nivel de la composición
poblacional como al de los cambios bioquímicos. El mejor
conocimiento sobre la vida microbiana en estos alimentos
permitirá no sólo diseñar cultivos iniciadores adecuados,
sino monitorear y controlar el desarrollo y la actividad de

las poblaciones microbianas complejas que se requiere ac-
túen en ciertos alimentos fermentados.
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