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Resumen 

El café es un cultivo que genera una cantidad importante de divisas, sin embargo esta actividad, presenta 

riesgos en caso de que el café no sea procesado adecuadamente y sufra contaminaciones por hongos 

filamentosos. En este trabajo se estudiaron, los mecanismos de interacción entre las bacterias ácido lácticas 

(BAL) del género Lactobacillus, para limitar el desarrollo de hongos como Aspergillus carbonarius y la 

producción de ocratoxina A en cerezas de café. Se estudió la interacción entre ambos microorganismos 

mediante microscopía electrónica de barrido y se encontró que las bacterias se adhieren sobre la superficie 

de las esporas con la consecuente inhibición de su germinación. Por lo que es necesario determinar los 

mecanismos responsables en este fenómeno adhesivo, para lo cual haciendo uso de microscopia de fuerzas 

atómicas (MFA) se determinó la rugosidad superficial (Ra = 0.097±0.031 µm) de esporas de Aspergillus 

carbonarius, como propiedad fisicoquímica que podría estar relacionada en la adhesión. Sin embargo, 

este fenómeno de adhesión también puede ser explicado mediante la interacción con moléculas específicas 

(adhesinas), por lo que se realizó un estudio de caracterización química superficial mediante 

espectroscopia infrarroja, al estar en contacto ambos microorganismos para determinar las biomoléculas 

que participan en la adhesión. Entre las cuales encontramos proteínas, polisacáridos y lípidos 

principalmente. Los resultados obtenidos en el presente trabajo aportan información para explicar en parte 

lo que sucede entre la interacción bacteria-espora, sin perder de vista que la adhesión está en función de 

distintos factores. 

 

 

 

Introducción 

El café es una importante fuente de divisas, aporta un aproximado de 25 000 millones de dólares 

a nivel mundial. Más del 90% de la producción de café tiene lugar en países en vías de desarrollo, en su 

mayoría de América del Sur [1], por lo que el café es considerado un producto de gran importancia 

económica. En los últimos 50 años se han detectado la presencia de micotoxinas producidas por hongos 

del género Aspergillus, que contaminan diversos alimentos, no solo el café. La presencia de ocratoxina A 

(OTA) en el café se agrava en el procesamiento por vía seca o natural [2]. Las micotoxinas, como la OTA, 

están, asociadas a diversos trastornos de tipo neurotóxico, genotóxico, teratogénico, nefrotóxico, entre 

otras [3], por lo que, es considerado un problema con varias aristas de carácter económico, social y de 

salud pública. Con este antecedente, se propuso el uso de bacterias del género Lactobacillus como 

microorganismos antagónicos ya que tiene la capacidad de producir biomoléculas como ácidos orgánicos, 

péptidos, exopolisacáridos, entre otros mecanismos, capaces de limitar el desarrollo del hongo 

micotoxigénico y la producción de la OTA [4]. Recientemente ha crecido la atención sobre el uso de BAL 

como microrganismos de control de patógenos, debido a que han sido incluidas en la lista QPS (Presunción 

de seguridad calificada) para uso en la cadena de alimentos y piensos dentro de la Unión Europea (EFSA). 

Además, en los E.U. se les reconoce como microorganismos GRAS (Generally Recognized As Safe). Lo 

cual ha llevado a que las BAL sean una alternativa para el control de patógenos en sistemas alimenticios. 
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Cualquiera que sea el entorno en el que se encuentren las bacterias y los hongos, estos presentan 

interacciones muy diversas que pueden ir desde el antagonismo hasta el mutualismo. Estas interacciones 

comienzan a tomar relevancia para diseñar estrategias de control biológico [5,6]. En la actualidad se han 

descrito varios mecanismos para controlar el desarrollo de patógenos, los principales y más comunes son 

antibiosis (antagonismo mixto), competencia por nutrientes o espacio, interacciones directas (antagonismo 

directo) con el patógeno (parasitismo y acción de enzimas líticas). 

Las bacterias lácticas han demostrado la capacidad de llevar a cabo mecanismos antagónicos de 

tipo directo y mixto. Sin embargo, es de interés particular estudiar los mecanismos antagónicos directos 

en contra del hongo micotoxigénico A. carbonarius. Se ha reportado que el contacto célula-célula entre 

hongos y bacterias puede resultar en cambios importantes en su fisiología e interacciones, incluso en la 

patogenicidad de los hongos [7]. Comprender el modo de acción de L. plantarum y la influencia de los 

factores fisicoquímicos en la adhesión bacteria-espora generará alternativas biotecnológicas que permitan 

hacer recomendaciones para prevenir, controlar o eliminar la ocratoxina A de las plantaciones de café. 

El objetivo de este trabajo fue estudiar factores fisicoquímicos como las características 

superficiales, rugosidad, topografía, composición química de la espora del hongo, implicados en la 

adhesión entre ambos microorganismos y su asociación con el biocontrol de A. carbonarius.  

 

Metodología  

Preparación de cultivos microbianos.  

Las BAL se cultivaron en medio MRS (Man, Rogosa y Sharpe) BD Difco™ durante 24h a 30°C, 

se realizó una activación y 3 resiembras en las condiciones indicadas utilizando 10% v/v de inóculo en 

cada cultivo. Los hongos se cultivaron en medio PDA (Potato Dextrose Agar) BD Bioxon™ durante 7 

días a 30°C. Posteriormente resuspendieron las esporas en Tween 80 al 0.1% y se resembraron en las 

condiciones mencionadas, al cabo de la incubación, las esporas fueron utilizadas para cada ensayo. Para 

el co-cultivo BAL-Hongo se colocó 90% v/v de suspensión de esporas [1x106 esp/mL] y 10% v/v de BAL, 

en tubos Ependorfs de 2mL y se dejaron en contacto ambos microorganismos durante 8h, para su posterior 

análisis. 

Tratamiento de muestras. 

Para el estudio en microscopia electrónica de barrido (SEM) y el estudio de rugosidad en 

microscopia de fuerzas atómicas (AFM) se utilizó una suspensión del co-cultivo BAL-Hongo descrito 

anteriormente y esporas de A. carbonarius (1x106 esp/mL) respectivamente para cada técnica.  

Las suspensiones microbianas fueron fijadas con glutaraldehído durante 24 h y se lavaron con 

amortiguador de fosfatos 0.1 M pH 7.4. Posteriormente se adicionó tetraóxido de osmio como último 

fijador y se realizó una deshidratación con concentraciones crecientes de etanol (30-100%). Las células 

deshidratadas se colocaron en cápsulas de celulosa, para ser secadas con CO2 al punto crítico (Tousimis 

modelo Samdri780B). Una vez secas las muestras fueron adheridas con ayuda de cinta doble carbón a un 

porta muestras de 25 mm tipo PIN y se recubrió con oro 60s x 4 tiempos (Dentron Vacum Desk III). 

Métodos analíticos 

Para el estudio en microscopía electrónica de barraido (MEB), se utilizó un microscopio JEOL 

JSM-5900LV a 15 kV. Utilizando un cañón electrónico tipo termoiónico a alto vacío. La imágenes se 

obtuvieron  bajo detectores para imágenes de electrones secundarios (SE) y electrones retrodispersados 

(BSE). Para el estudio de MFA se utilizó un equipo Alpha300 RA combinación Raman-AFM. Modo 

tapping; las muestras se analizaron con el software Witec proyect FOUR 4.0. 

 Para el análisis de las muestras por espectroscopia infrarroja de transformada de Fourier (FTIR). 

Se preparó un co-cultivo de BAL (1x107 cel/ml) y esporas de A. carbonarius (1x107 esp/ml) como ya se 

mencionó, se lavó con solución isotónica estéril. Se agregó 0.5-1ml del co-cultivo en portaobjetos de 25.4 
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x 76.2mm, se dejó secar el líquido a temperatura ambiente durante 24h, posteriormente se realizó el 

análisis en infrarrojo a longitud de onda media (1500-4000 cm-1). 

 

Resultados y discusión 

En la Figura 1, se muestra la adhesión de las BAL a las esporas fúngicas determinado por MEB. 

 

  
Figura 1. Adhesión de bacterias lácticas sobre la superficie de esporas fúngicas, como mecanismo de 

biocontrol.  
Se determinó mediante MEB que la principal interacción bacteria-espora se fundamenta en el 

fenómeno de adhesión, el cual es considerado como "antagonismo directo" cuyo término es utilizado para 

describir casos en los cuales el contacto celula-celula del antagonista con el organismo inhibido es esencial 

para lograr biocontrol [8]. Cabe mencionar que estudios previos realizados en este grupo de trabajo han 

demostrado que la adhesión de la bacteria láctica estudiada sobre el hongo A. carbonarius, están asociados 

a altos grados de biocontrol del hongo micotoxigénico. Las micrografías A, B, mostradas en la Figura 2 

representan la reconstrucción tridimensional topográfica de la superficie de las esporas fúngicas obtenido 

en MFA.  

 

 

 

   
Figura 2. Micrografía A, reconstrucción tridimensional topográfica de la superficie de 

esporas fúngicas.   Micrografía B, selección de área rectangular a escanear en modo 

tapping AFM; Micrografías C,D, resultado de escaneo modo tapping AFM y su 

reconstrucción topográfica respectiva a profundidad y altura de valles en µm. 

A  B  

C  D  
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Las micrografías C y D representan el área topográfica estudiada mediante MFA modo tapping, 

de las cuales se realizó la cuantificación de rugosidad utilizando el método basado en el registro de perfiles 

de alturas. 

La Tabla 1, muestra los parámetros de rugosidad estimados sobre la superficie de las esporas fúngicas. 

Ra= promedio aritmético de los valores absolutos de las alturas y Rrms = promedio de las desviaciones 

cuadráticas respecto a la altura media  

 
Tabla 1. Rugosidad superficial de esporas de 

Aspergillus carbonarius 

Rugosidad    A. carbonarius   f(x)= 4µm 2 

Rrms µm 0.136± 0.041 

Ra µm 0.097±0.031 

x=distancia de escaneo superficial 

 
Respecto a la rugosidad superficial de las esporas se estimó el parámetro Ra= 0.097±0.031 µm. De acuerdo 

a la norma DIN 4769 la rugosidad encontrada en esporas fúngicas se puede clasificar como grado N3/N12, 

estos grados de rugosidad se crearon en la norma para una mayor facilidad de especificación y control en 

los materiales, y está en función del valor de Ra en µm por ser el parámetro utilizado mayoritariamente 

en el mundo. Este valor de rugosidad de las superficie de esporas se considera bajo-medio (Ra=0.1-0.2 

µm), es decir 25-33% rugoso comparado con el material que es considerado en la norma como valor 

máximo, por lo que se plantea que la rugosidad presentada sobre la superficie de las esporas puede llegar 

a influir la adhesión bacteriana ya que las superficies que presentan algún grado de rugosidad exhiben 

condiciones como depresiones o valles superficiales, que pueden proporcionar sitios favorables para la 

colonización bacteriana. Sin embargo, por considerarse una rugosidad baja, podría no ser un factor que 

afecte en gran medida la capacidad bacteriana para adherirse sobre la superficie de las esporas fúngicas. 

Sin embargo, las propiedades de la célula bacteriana también juegan un papel fundamental en la adhesión 

y de ellas depende que el anclaje sea reversible o irreversible y esto es de suma importancia ya que de esto 

depende el biocontrol. La Figura 3 muestra el espectrograma característico de la composición química 

superficial de bacterias, lácticas, esporas fúngicas y la interacción bacteria-espora, analizadas en la región 

media del espectro infrarrojo.  
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El análisis de los espectros infrarrojo (Figura 3) demuestran cambios en los enlaces químicos respectivos 

a la interacción bacteria-espora, presentes en el número de onda entre 2960 a 2850 (cm-1), cuyos estados 

vibracionales corresponden a los enlaces ʋa CH3, ʋa CH2, ʋ CH terciario, ʋs CH3, ʋs CH2 , que podrían ser 

aportados por lípidos y ácidos grasos [9,10].  De igual manera la región en la cual se aprecia mayores 

cambios se encuentran en la región de1600-1555 cm-1 (enlaces amida II,  N-H unido a ʋ C-N, amida I, ʋ C=O 

unido a  N-H), 1400-1300 cm-1 (C-O-H,  sCH3, CH, torsión CH2, torsión, CH2 , Amida III (ʋC-N unido a N-H) y 1100-

800 cm-1 (ʋ C-O, n C-C,  C-O-H,  CO-C, ʋs C-OH) que pueden ser aportados por carbohidratos (polisacáridos), 

y proteínas [9,10] 

La Figura 4, presenta el análisis de componentes principales de los espectros infrarrojos estudiados.  

 

 
Figura 4. Análisis de componentes principales (PCA) de 

espectrogramas IR 
 

Se logró demostrar mediante PCA (Figura 4) que los enlaces químicos presentes en la interacción bacteria-

espora difieren de la composición química de los microorganismos por separado, esto implica que durante 

la interacción o adhesión bacteriana se generan nuevos enlaces químicos  o incluso la composición 

química normal de los microorganismos de manera separada se ve modificada o alterada por la adhesión 

entre superficies, demostrándose como se describió anteriormente, que los principales grupos funcionales 

que presentaron cambios en el espectro infrarrojo, corresponden a carbohidratos (polisacáridos) y 

proteínas, por lo que es probable que estas moléculas estén implicadas en la adhesión bacteriana.  

Conclusiones 

 
Figura 3. Espectrograma IR de esporas espículadas, bacterias lácticas, y 

bacterias adheridas sobre esporas espículadas 
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Los resultados obtenidos en MEB, permitieron determinar el contacto físico entre ambos 

microorganismos, por lo que se determinó que las BAL pueden presentar antagonismo tipo directo en 

contra del desarrollo de A. carbonarius. Por otra parte los factores superficiales como topografía y 

rugosidad superficial de esporas de A. carbonarius pueden influir en la adhesión bacteriana, sin embargo 

con ayuda de espectroscopia infrarroja se pudo detectar cambios en enlaces químicos relativos a proteínas 

superficiales, polisacáridos y ácidos grasos cuando las bacterias están adheridas sobre la superficie de la 

espora fúngica, por lo que se concluye que de manera concomitante los factores superficiales y las 

biomoléculas membranales están involucradas en los mecanismos de adhesión célula-célula. 
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