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RESUMEN 

Los búlgaros están formados por la asociación simbiótica de bacterias y levaduras embebidas en 

una matriz de polisácarido, y se utilizan en nuestro país como cultivo iniciador para fermentar 

leche a nivel doméstico. 

En este trabajo se realizaron observaciones con estereomicroscopía, microscopía electrónica de 

barrido y electrónica de transmisión. Se determinó que los búlgaros tienen tres formas: laminar, 

enrollada y convoluta, y que los microorganismos que las constituyen presentan una disposición 

en estratos definida. La forma laminar presenta dos superficies: una lisa, colonizada por 

lactobacilos cortos, y otra rugosa, en la que predominan las levaduras; entre ambas, se encuentra 

una porción intermedia, donde existe una sustitución de bacilos cortos por levaduras. La forma 

convoluta presenta tres capas: la externa, con predominancia de lactobacilos cortos; la media, 

con lactobacilos largos rectos, lactobacilos largos curvos y algunas levaduras, y la interna, con 

lactobacilos cortos y abundantes levaduras embebidos en una matriz cavernosa. 

En el análisis microbiológico se aislaron e identificaron cuatro especies de levaduras: 

Saccharomyces cerevisiae, Candida kefir, Torulaspora delbrueckii y Pichia membranaefaciens; 

y 3 géneros de bacterias lácticas: Lactobacillus (horno y heterolácticos), Lactococcus y 

Leuconostoc. 

Por lo anterior, y de acuerdo con lo descrito por otros autores para los búlgaros y los granos de 

kefir, se puede decir que se trata de modalidades del mismo tipo de microbiogleas. Sin embargo, 

para poder afirmar que los búlgaros y los granos de kefir son iguales, es necesario conocer la 

composición química del polisacárido que constituye la matriz de los primeros, así como 

determinar los productos obtenidos durante la fermentación de la leche con su intervención. 
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INTRODUCCIÓN 

LOS ALIMENTOS FERMENTADOS 

Los alimentos y bebidas fermentados tradicionales se elaboran por la transformación 

microbiana de diversos productos vegetales o animales. 

Estos productos han sido de suma importancia en la historia del hombre. A pesar de que 

las fermentaciones han sido utilizadas por siglos en muchos países y de que su origen se pierde 

en los albores de las civilizaciones, no se sabe con precisión cuándo surgieron; se cree que 

aparecieron como resultado del crecimiento espontáneo de microorganismos bajo condiciones 

adecuadas para efectuar la fermentación, y así evitar la descomposición. El hombre acoge estos 

productos rápidamente, ya que debido al proceso fermentativo se aumenta su calidad nutricional, 

se mejora su digestibilidad y cualidades organolépticas, se incrementa el tiempo de conservación 

y se evita la transmisión de enfermedades por alimentos. Uno de los alimentos fermentados más 

antiguos (que data de hace 6000 o 7000 años) es el chu, originario de China, que consistía de 

granos enmohecidos que se utilizaban como inóculo para elaborar una bebida (Wang, l 986). 

CLASIFICACIÓN DE LOS ALIMENTOS FERMENTADOS 

Se pueden clasificar siguiendo diversos criterios, como el tipo de sustrato, tipo de 

fermentación (que puede ser ácido láctica, ácido acética, alcohólica y/o mixta), tipo y 

predominancia de los microorganismos que intervienen, y del producto que se obtenga. 

Los alimentos fermentados pueden clasificarse de acuerdo a el o los productos finales de 

la fermentación en cuatro categorías (U!loa, l 993; Steinkraus, l 995): 

l. Tempe de Indonesia y fermentaciones relacionadas; alimentos enriquecidos de proteínas 

vegetales, que se consumen como sustitutos de carne. Son fermentaciones de productos sólidos 



como soya, pulpa de coco y pasta de cacahuate transformados por Rhizopus o Neurospora, para 

preparar respectivamente el tempe (tempeh) kedele, el tempe bongkrek y el oncom. 

ll. Alimentos fermentados que involucran una fermentación ácida, en la que el producto 

final es el ácido láctico, con la participación de distintas especies de Leuconostoc, Pediococcus 

y lactobacillus. Entre éstos se pueden mencionar el sauerkraut (col agria), el kimichi coreano 

(mezcla fermentada de verduras, pescado y mariscos en solución salina), el hum choy y las 

salmueras malayas; también dentro de esta categoría se encuentran los panes y tortas preparados 

con masa fermentada de cereales, como el idli (que se prepara con la mezcla de harinas de arroz 

y de una leguminosa que es fermentada por bacterias lácticas heterofermentativas), el dosa, 

dhokla o kahaman de la India, el enjera de Sri Lanka, el puto de Filipinas y el pan de masa agria 

tradicional del Reino Unido. También pertenecen a este grupo los atoles agrios de cereales, 

como el ogi nigeriano, el oji keniano, el mahewu sudafricano y el pozol mexicano, entre otros, 

así como diversos tipos de leches fermentadas y cereales, como el dahi de la India, el !aban 

rayeb, y otros productos egipcios; el yogurt o !aban zabad de Turquía, las leches fermentadas 

de Irak, Libia y Malasia, la leche búlgara de Bulgaria; el koumiss y el kefir que se consume 

ampliamente en la exURSS. 

111. Alimentos en los que el etanol es un producto principal. Los sustratos que se 

fermentan son los azúcares contenidos en mieles, savias de diversas planeas y jugos o pulpas de 

frucas, o los azúcares obtenidos del desdoblamiento o malteado de almidones o polisacáridos 

contenidos en cereales. Al primer grupo pertenecen los vinos de miel, el.pulque, la tuba, los 

vinos de coco, el tepache y el colonche, por nombrar algunos; y al segundo, la cerveza 

elaborada en forma tradicional (como tesgüino, merissa, bouza, chicha) o industrial. 
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IV. Salsas y pastas fermentadas con sabor a carne (aminoácido/peptídicas). Existe una 

diversidad de salsas y pastas fermentadas por hongos, levaduras y bacterias, que son en su 

mayoría tradicionales del Oriente: fue ahí donde se descubrió cómo producir sabores a carne a 

partir de proteínas y lípidos vegetales, como son el ·shoyu, el miso y el natto de Japón. 

Alimentos fermentados en !\!léxico 

Hay que destacar que los métodos tradicionales de elaboración de estos alimentos son 

sencillos, baratos, y emplean materias primas disponibles de bajo precio. Owens (1993) resalta 

que es de suma importancia el estudio de los alimentos fermentados mexicanos, puesto que sus 

tecnologías tradicionales son un potencial para una explotación más amplia, y así extender el 

consumo de los productos a un bajo costo. 

LA LECHE Y SUS DERIVADOS 

La leche es un producto secretado exclusivamente por las hembras de los mamíferos y 

tiene la función de alimentar a las crías en la primera etapa de vida. La leche de vaca está 

constituida de: agua 90.5 %, grasa 3.5 %, proteínas 3.4 %, lactosa 4.9 % y minerales 0.9 %. 

Esta leche es la que utiliza el hombre preferentemente para su alimentación (Alais, 1981). 

La leche puede ser consumida directamente o en alguno de sus derivados o subproductos, 

los que generalmente se clasifican en: 

a) Sólidos, como los quesos y las mantequillas; dentro de éstos se consideran también a 

los semisólidos, como las cremas ácidas. 

b) Líquidos, como el caso de las leches fermentadas (leches ácidas, yogurt y kefir, entre 

otras). 

La leche es un alimento muy completo, que fácilmente se contamina y/o descompone: 
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su fermentación permite conservarla por más tiempo, además de aumentar su calidad nutritiva 

y organoléptica. Los productos lácteos fermentados se definen como productos lácteos 

modificados por la actividad enzimática o fermentos lácticos, que resultan del crecimiento y 

metabolismo microbiano en condiciones propicias. Su historia puede remontarse a la época en 

la que el hombre realizó la domesticación de animales para su beneficio: en Irán. frak y Turquía 

se han encontrado restos de cerdos, borregos, cabras y perros, con una antigüedad de 7 500-6 

750 años antes de Cristo. Se mencionan diversos productos lácteos fermentados en libros 

sagrados, como el Antiguo Testamento de la Biblia (s. X a. C.) y en los Vedas (s. IX a. C.) 

(Steinkrauss. 1995). Kosikowski (1977) propone que dichos productos tuvieron su origen en el 

Cercano Oriente antes de la era fenicia y que su elaboración se extendió posteriormente a Europa 

Central y Oriental. 

Del total de la producción de los alimentos fermentados actuales, un 20 % corresponden 

a leches fermentadas, los que se producen a gran escala en Europa, Medio Oriente, 

Norteamérica, Noráfrica y Oceanía. En Europa la elaboración de los productos lácteos ha 

evolucionado a partir de recetas tradicionales hasta llegar a procedimientos sofisticados. que 

requieren del aislamiento y propagación de cultivos microbianos especializados llamados 

iniciadores. El valor económico de estas actividades es muy elevado, ya que en la década de los 

80 representó el 27 % de un total de 431.7 millones de litros de leche. Esto nos da una vista 

panorámica del por qué es importante conocer. manejar y conservar los alimentos y bebidas 

tradicionales para el bien de la humanidad. 
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CLASIFICACIÓN DE LAS LECHES FERMENTADAS 

Rueda Manzano (1980) divide a las leches fermentadas en leches fermentadas ácidas (tipo 

yogurt) y leches fermentadas ácido-alcohólicas (tipo kefir). Por otra parte, Marshall ( 1986 apud 

García-Garibay et al., 1993) las clasifica tomando como criterio más importante el tipo y la 

predominancia de la microbiota, y que García-Garibay et al. (l 993) modifica como se muestra 

en la tabla l. 

Todas las leches fermentadas se caracterizan por las presencia de ácido láctico. Las 

leches kefir y koumiss son transformadas adicionalmente por levaduras fermentadoras de lactosa, 

las que producen alcohol etílico y dióxido de carbono (Kosikowski, 1977). 

El kefir y los búlgaros están clasificados en el grupo IV de la tabla 1; son productos que 

se obtienen empleando cultivos mixtos que se encuentran asociados en los granos utilizados como 

inóculo, y su fermentación es ácido-alcohólica. La diferencia del kefir y de los búlgaros con las 

otras leches fermentadas radica en que su microbiota no está dispersa en la leche, sino que está 

restringida casi en su mayoría en los granos. Los granos de kefir y los búlgaros son 

microbiogleas (del gr. mikrós, pequeño; bfos, vida, y gloíos, glutinoso, viscoso, Ulloa, 1991) 

constituidas por bacterias y levaduras en simbiosis embebidas en una matriz de polisacárido. 

Puesto que en los granos de kefir la asepsia no se mantiene durante el proceso de elaboración, 

no·se evita la incorporación de otros microorganismos; sin embargo, parte de la composición 

microbiana permanece específica y constante. 

Con el nombre de búlgaros se conocen en México un tipo de microbiogleas que se 

emplean como cultivo iniciador para la obtención de leche fermentada ácida, que es elaborada 

a nivel doméstico y se consume como alimento cotidiano. Los búlgaros son conglomerados de 
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bacterias lácticas y levaduras en una asociación simbiótica y estable, embebidas en una matriz 

de polisacáridos. Son de diversos tamaños (de 5 mm a 2.Scm) y formas (laminares, enrolladas 

o cerebriformes), de consistencia elástica y de color blanco a blanco-amarillento (Ulloa y Lappe, 

1993). 
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Tabla l. Clasificación de las leches fermentadas según la microbiota predominante, 

características de la bebida y el nombre del producto que se obtiene (según García- Garibay et 

al., 1993) 

Grupo Microbiota Características Productos 

1 Lactococcus spp. y acidez baja o moderada jocoque, butter-milk, 

Leuconostoc spp. leches escandinavas 

(mesófilos) 

11 Lactobacitlus spp. acidez moderada leche búlgara, leche 

o alta acidófila, yakult 

m Lactobacitlus spp. y acidez moderada yogurt, dahi, 

Streptococcus spp. o alta labneh, bio-ghut, 

(termófilos) prosto-kvasha,brano, 

gioddu 

IV Bacterias lácticas y acidez y alcohol kefir, koumiss, 

levaduras "búlgaros" 
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Se desconoce cuál es el origen, la antigüedad y la manera en que se introdujeron los 

búlgaros en nuestro país, ya que por generaciones han sido transferidos de una persona a otra. 

Ulloa y Lappe (1993) mencionan que probablemente estén relacionados con los llamados granos 

de kefir, los cuales se originaron en la región del ·cáucaso (Molska· et al .. 1980). y que se 

utilizan en la ex URSS, Canadá y Estados Unidos para elaborar el kefir. Ésta es una bebida 

viva, espumosa, denominada kiaphu, képu, kehapu y champaña del Cáucaso. Su sinónimo es de 

bienestar; en su lugar de origen se prepara con leche de cabra. Según Rueda Manzano ( L 980). 

su origen es muy remoto y se dice que los tártaros recibieron el fermento, "el mijo del profeta". 

de Mahoma, quien a su vez lo recibió de Alá; este fermento fue transmitido de una generación 

a otra, guardando el secreto de su fabricación por miedo a que perdiera su eficacia si caía en 

manos de los infieles (Rueda Manzano, 1980). 

Tipos de ketlr 

Existen dos tipos: la leche kefir y el kefir espumoso. La primera es el producto de la 

fermentación después de 24 h de haber sido inoculada, la cual tiene una consistencia líquida. Por 

otro lado, el kefir espumoso es el que se ha sometido a un proceso de maduración consistente 

en una segunda fermentación, que da lugar a una bebida efervescente con mayor cantidad de 

C02 y alcohol, y con una consistencia viscosa y aroma afrutado agradable (Steinkraus, l 995). 

Según Kosikowski (1977), para la obtención de una leche fermentada se requiere: leche 

de buen sabor, baja en concentración de bacterias y pasteurizada; inóculo activo y adecuado, y 

un proceso y enfriamento rápidos. Estas características son en esencia las mismas para el kefir 

y los búlgaros. 

8 



Elaboración del kefir 

Para obtener la leche kefir se colocan de 25 a 30 g de granos kefir en 500 mi de leche 

de vaca fresca. pasteurizada (85 ºC por 30 min) y fría. en una botella o un recipiente abierto 

de vidrio; la incubación se realiza a una temperatura de 18 a 25 ºC durante 24 a 48 h. Es 

conveniente agitar 2 o 3 veces la botella con objeto de que la leche se corte y que en la 

superficie del líquido no se desarrollen hongos filamentosos (particularmente Geotn'cl111m 

candidum); la botella se cubre con manta de cielo o con una tapa (Diagrama 1). 

Posteriormente, el kefir se cuela para recuperar los granos y así utilizarlos para una 

nueva fermentación. Si se desea obtener kefir espumoso. el kefir colado mejora en sabor y 

efervescencia por medio de una segunda fermentación de 24 h. ya sea a temperatura ambiente 

o de preferencia en refrigeración (8ºC). ya que a esta temperatura se puede guardar por lo 

menos una semana. El sabor, la viscosidad y la efervescencia dependen del tamaño del inóculo. 

de la temperatura, de la duración de la incubación y del tiempo de almacenamiento; la 

efervescencia se puede incrementar con una tapa a presión (Steinkrauss, 1995). La manera de 

elaborar la leche fermentada con los búlgaros es similar a la empleada en la preparación de la 

leche kefir. 

Importancia nutricional y sanitaria de las leches fermentadas 

Las personas con baja o nula actividad de lactasa (ll-galactosidasa) presentan trastornos 

intestinales al ingerir la lactosa. Debido a que la hidrólisis no se efectúa, la lactosa pasa intacta 

al intestino grueso donde las bacterias ahí presentes la degradan generando gases y ácidos 

orgánicos. produciendo flatulencia, diarrea, dolores intestinales. etc. La cantidad de lactosa que 

puede ser ingerida, así como la severidad de los síntomas depende de cada individuo. A este tipo 
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Elaboración de kef ir 
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Diagrama 1. Proceso de elaboración de las leches fermentadas con granos kefir y con 

búlgaros (Rueda Manzano, 1980; Steinkraus, 1995). 

10 



de intolerancia se le denomina primaria y es irreversible. Cuando la intolerancia es debida a 

otras causas. como sucede con los bebés prematuros, las personas que acaban de sufrir un 

padecimiento gastrointestinal, o de desnutrición u otras afecciones que involucran las mucosas 

intestinales, se le denomina intolerancia secundaria, y por lo general es pasajera. 

Los pediatras del mundo occidental recomiendan el consumo de leches fermentadas con 

la finalidad de restablecer la microbiota intestinal. Sugieren suministrar yogurt en la primeras 

etapas de vida y posteriormente el kefir. 

La principal función de los microorganismos que constituyen los granos de kefir es 

realizar la hidrólisis de la lactosa y por tanto la producción de ácido láctico ; también lo es la 

producción de peróxidos, antibióticos y bactericidas, lo que permite a los granos de kefir 

retardar considerablemente el desarrollo de microorganismos patógenos (Earnshaw, 1993). Ésta 

es una evidencia de que el kefir puede restablecer la microbiota intestinal normal después de 

haber sido afectada por enfermedad o por tratamiento con antibióticos (Rehm, 1983 apud Angulo 

et al .• 1993). El efecto antibiótico de los granos se debe a los productos de la fermentación, que 

incluyen ácidos orgánicos, cambios en el potencial de oxidación y bacteriocinas. entre otros 

(Fernandes et al .• 1993). 

Existen varios trabajos sobre los granos de kefir que abordan aspectos microbiológicos, 

químicos (de la composición de su matriz). morfológicos y ultraestructurales (La Riviere, 1963, 

1967; Molska et al .• 1980; Bottazzi y Bianchi, 1980; Marshall et al., 1984a,b; Angulo et al .. 

1993). 

Rueda Manzano (1980) realizó su trabajo de cesis profesional sobre la elaboración del 

kefir en México a diferentes niveles, desde el casero hasta la producción en planta piloto, con 
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objeto de dar a conocer un método de conservación de la leche al fermentarla utilizando como 

inóculo los granos de kefir traídos de la exURSS, con la intención de aplicarlo en medios rurales 

de nuestro país, en lugares donde se tengan excedentes de leche y se carezca de medios 

modernos de conservación, como la pasteurización, la refrigeración y la deshidratación; además, 

el consumo de este producto podría contribuir al mejoramiento del régimen alimenticio y 

nutritivo de los consumidores. Él afirma que al inicio de la década de los 80, en nuestro país 

se empezó a consumir leche fermentada de tipo yogurt, y que el kefir no se conocía; sin 

embargo, Ulloa y Lappe (1993) mencionan que los búlgaros se han venido cultivando y 

consumiendo desde principios de siglo. 

Mucho tiempo antes de la realización de este estudio, en México se ha utilizado una 

tecnología tradicional de la fermentación de la leche, empleando los búlgaros como cultivo 

iniciador, que pueden recuperarse por filtración y usarse infinitamente, siempre y cuando se 

observen algunas medidas minimas de higiene. 

Como se puede apreciar la investigación sobre estas microbiogleas en nuestro país inició 

recientemente y han sido poco estudiadas, por lo que es necesario profundizar en los aspectos 

relacionados con su microbiología y su estructura. De esta manera será posible determinar que 

similitud existe entre el kefir y estas microbiogleas. 

OBJETIVOS DE LA INVESTIGACIÓN SOBRE LOS BÚLGAROS 

1. Estudiar su morfología macroscópica con estereomicroscopía. 

2. Estudiar su ultraestructura mediante microscopía electrónica de barrido y de 

transmisión. 

3. Establecer la disposición de las bacterias y levaduras embebidas en estas 
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microbiogleas. 

4. Identificar los microorganismos que las componen. 

5. Comparar estos aspectos considerados para los búlgaros con los de los granos de kefir. 

13 



MA TERL\LES Y MÉTODOS 

Microbiota 

Procedencia de la muestra de búlgaros. 

Los búlgaros fueron donados por Carmen García. secretaria del Departamento de 

Botánica, quien tenía 3 años de mantenerlos en cultivos sucesivos para la elaboración de la leche 

fermentada; las microbiogleas se propagaron en el laboratorio de Micología. lBUNAM. 

siguiendo el procedimiento del diagrama l, hasta obtener la biomasa necesaria para el estudio. 

Microscopía electrónica de barrido 

Los búlgaros se separaron de la leche por medio de una coladera y se enjuagaron varias 

veces con agua destilada. Una parte de la muestra se analizó a simple vista y con el microscopio 

estereoscópico; se detectaron tres tipos de formas: laminares, enrolladas y convolutas. De estos 

tres tipos se realizaron cortes de l mm de grosor, los que se fijaron en una solución de 

glutaraldehído al 4 % (p/v), con amortiguador de fosfatos 0.1 M (pH 7) durante 4 h. Enseguida 

se efectuaron varios cambios de amortiguador cada uno de 30 min (Ulloa y Lappe, 1993). 

Los cortes se volvieron a fijar, ahora en una solución 1 % (p/v) de tetraóxido de osmio, 

con el mismo amortiguador. en refrigeración durante l h. Posteriormente, los cortes fueron 

deshidratados en soluciones graduales de alcohol al 30. 50, y 70 % • durante lO minen cada uno 

de ellos. Los cortes en alcohol al 70 % se mantuvieron en refrigeración por 24 h. El proceso 

de deshidratación se cont}nuó con los alcoholes de 80 y 95 % • por un períi:ido de 15 min en cada 

uno. Después, se transfirieron a alcohol absoluto ( 1 h). a acetona (2 a 4 h) y por último se 

llevaron a punto crítico. Los cortes ya deshidratados se adherieron a la platina de aluminio de 
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los portamuestras y se recubrieron con oro. Dichas muestras se observaron y fotografiaron con 

un microscopio Jeol JSM-35, operado y acelerado a 20 Kv, según los parámetros y técnicas 

utilizados por Bottazi y Bianchi (1980) y Marshall et al. (l 984b). 

~licroscopía electrónica de transmisión 

Las muestras se rebanaron en fragmentos de 1 mm de grosor y se fijaron en una solución 

de glutaraldehído al 3 % (p/v), con un amortiguador de cacodilatos 0.2 M durante 1.5 h. y se 

lavaron tres veces con amortiguador de cacodilatos. 

Para la postfijación, los cortes se sumergieron por 1 h en una solución con 1 % (p/v) de 

tetraóxido de osmio y cacodilatos al 0.1 M, que además contenía 0.15 % (p/v) de rojo de 

rutenio. Posteriormente se lavaron con agua destilada y enseguida se continuó la deshidratación 

durante 10 min en soluciones graduales de etanol al 30, 50, y 70 % . En el alcohol al 70 % los 

cortes se taparon con parafilm y se refrigeraron 24 h. Después se continuó la deshidratación con 

los alcoholes al 85 y 95 % (15 min en cada uno), hasta llegar al alcohol etílico absoluto en el 

que se realizaron 3 cambios de éste (con una duración de 20 min en cada cambio); enseguida 

se sumergiron en una mezcla de la resina Epon y óxido de propileno (50:50), y nuevamente se 

refrigeraron por 48 h, para después incluir los cortes en la misma resina. aunque al 100 3. Con 

un microtomo Sorvall MT2-B, se hicieron cortes ultrafinos (90 nm), los que se contrastaron con 

citrato de plomo y se examinaron y fotografiaron con un microscopio de transmisión M 10 Zeiss 

(Diagrama 2). 

15 



MICROSCOPÍA ELECTRÓNICA 

r-------, 
1 MEB 1 FIJACIÓN 
L ••••••• J 

ENJUAGUE 

DESHIDRATACIÓN 

el-OH al JO, 50, 70, OO. 9:JZ 
15 mln C•CI• uno 

El·OH llbSOIUlO 

3 c:amtllos de 21 mln e/u 

DESECACIÓN 1 
PC 

. 
RECUBRIMIENTO 

1 
OBSERVACIÓN 

y 
, 

FOTOGRAFIA 

r-------, 
MET 1 

L ••••••• J 

INCLUSIÓN 

. 
CONTRASTE 

y 

CORTE 

1 -

Diagrama 2. Resumen de las técnicas utilizadas en los dos tipo de microscopía electrónica 

utilizadas en este trabajo: Microscopía electrónica de barrido (MEB) y microscopía electrónica 

de transmisión (MEn (Bottazzi y Bianchi, 1984: Marshall et al., 1984b). 
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Al observar los cortes al microscopio electrónico se tuvo cuidado de que, en las 

preparaciones, las membranas intra y extracelulares fueran continuas y sin ningún accidente o 

rugosidad, y que no existieran espacios. También se procuró que el material biológico estuviera 

bien conservado, para lo cual se sometió a una fijación que evitara el colapso de la organización 

celular y molecular de la muestra, y así conservar indefinidamente su ultraestructura (González

Santander, 1969}. 

Aislamiento de la microbiota presente en los búlgaros. 

Para aislar la microbiota, se molieron 10 g de muestra en 90 mi de una solución de agua 

peptonada al O. l % (Avilés et al., l 983}. Se hicieron diluciones en serie de la muestra hasta 109
; 

de la diluciones l:l07 a 1:109 se sembraron alícuotas de 0.1 mi por triplicado en varios medios 

de cultivo selectivos: MRSA (Man-Rogosa-Sharpe Agar} para bacterias lácticas, Ml7A para 

estreptococos lácticos, medio de Garvie para Leuconostoc (Garvie, 1960 apud Harrigan y Me 

Canee, 1976), y RBDCA (rosa de bengala dicloran-cloranfenicol-agar) para levaduras y; :os. 

Las placas se incubaron a 30 y 37ºC para las bacterias lácticas y a 27ºC para las levaduras y 

los mohos. 

Las bacterias lácticas se purificaron en los medios indicados anteriormente, las levaduras 

en medio de GELPA (glucosa extracto de levadura peptona agar) acidificado a pH 3.7 (Lachance 

et al., 1988), y los mohos en PDA (papa dextrosa agar). Los cultivos puros de levaduras y el 

moho se mantuvieron en medios de cultivos inclinados: las levaduras en GELPA y el moho en 

PDA; las bacterias lácticas se mantuvieron en medio APT semisólido (caldo APT, Difco medio 

de crecimiento especial para lactobacillus viridescens). Los cultivos axénicos se guardaron a 

4ºC para su posterior identificación. 
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Identificación de las bacterias lácticas. 

Para la identificación de las bacterias lácticas se siguieron las metodologías propuestas 

por Nuraida ([988), Harrigan y McCance (1976). Sneath etal. (1984) y Me Faddin (1990). Las 

pruebas realizadas fueron: tinción de Gram y prueba de catalasa (en estas pruebas se revisaron 

las características morfológicas y la pureza), producción de C02 a partir de glucosa, producción 

de amoníaco a partir de arginina, producción de dextrana a partir de sacarosa y lactosa, y 

crecimiento en 6.5 % de NaCI. 

Preparación del inóculo. Cada una de las cepas problema puras se inocularon en APT y se 

incubaron durante 48 h a 30 ºC. 

Producción de C02 a partir de glucosa. La prueba fue usada para distinguir bacterias lácticas 

heterofermentativas. En el medio semisólido de Gibson, se adicionaron 100 mi de jugo de 

tomate, de acuerdo con Harrigan y McCance (1976). A este medio se le agregaron 0.5 mi del 

inóculo y se selló con 2 tapones del medio AA (agua agar, estéril y enfriado a 45 ºC) de 2 cm 

de profundidad cada uno, para producir anaerobiosis. Los cultivos se incubaron a 30ºC por 5 

días. Las bacterias heterofermentativas se manifiestaron por la ruptura del sello de agar y la 

formación de burbujas de gas. 

Producción de NH3 a partir de arginina. Para la identificación del género lactobacillus. se 

utilizó el caldo MRS-arginina preparado de acuerdo con Sharpe ( l 962, apud Harrigan y Me 

Canee, 1976). 

Para la determinación del género lactococcus se utilizó el caldo arginina (triptona 5 g, 

ext. lev. 2.5 g, O-glucosa 0.5 g, K2HP04 2.0 g, monoclorhidrato de arginina 3 g, H20 1000 

mi). El pH se ajustó a 7.0. A este medio se añadió una asada del inóculo y se incubó a 30ºC 
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durante 5 días. Posteriormente 2 mi del cultivo se pipetearon en un tubo de ensayo con la misma 

cantidad de reactivo de Nessler (Harrigan y McCance. 1976). El cambio de color anaranjado a 

café indicó la presencia de amoníaco. 

Producción de polisacárido a partir de sacarosa y de lactosa. Placas de medio de Garvie 

(1960 apud Harrigan y Me Canee. 1976) y de medio de Garvie modificado, sustituyendo la 

sacarosa por lactosa, se inocularon por estría con una asada del inóculo. Las placas se incubaron 

de l a 4 días a 30 ºC. La producción de dextranas se detectó por el desarrollo de colonias 

mucoides en placas que contenían 5 % de sacarosa y de lactosa. utilizando como control el 

medio que contenía O. l % de sacarosa y de lactosa, respectivamente. 

Crecimiento en 6.5 % de NaCI. A tubos con caldo APT con 6.5 % de NaCI se les agregró una 

asada del inóculo en estudio y se incubaron a 30 ºC por 5 días, examinándose la turbidez 

diariamente. 

Mantenimiento y conservación de los cultivos. Para las bacterias lácticas se utilizaron dos 

métodos: el de conservación a corto plazo (1-2 meses) en el medio de APT semisólido con trazas 

de carbonato de calcio a una temperatura de 5 ºC. y el de almacenamiento a -76 ºC (a largo 

plazo), utilizando los parámetros y métodos descritos por Feltham et al. (1977), y que se 

resumen a continuación. Los cultivos puros se inocularon en tubos de centrífuga con 20 mi de 

caldo APT y se incubaron a 30 ºC de 2 a 4 días. Posteriormente se centrifugaron (a 5 000 

rpm/10 min), se decantó el sobrenadante y el paquete celular se lavó agitando con agua destilada 

estéril ( 10 mi) repitiendo el proceso 2 veces más. El paquete de bacteri~ se resuspendió en agua 

destilada estéril y se pasó a los viales criogénicos de 2 mi de capacidad, que contenían entre 20 

y 30 cuentas de vidrio, con 1.5 mi de caldo nutritivo y 15 % de glicerol (v/v), los cuales ya 
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se habían esterilizado previamente. Los concentrados de bacterias se agitaron, se retiró el medio 

con glicerol, se anotaron los datos respectivos y se guardaron en una ultracongeladora a -70 ºC. 

Caracterización e identificación de las levaduras 

La identificación de las cepas de levaduras aisladas se hizo siguiendo los criterios y la 

metodología de van der Walt y Yarrow (1984) que se desciben en el cuadro 1, y las claves 

taxónomicas de Kreger-van Rij (1984). 

Conservación de levaduras. Se realizó empleando dos métodos, el de conservación en tubos 

inclinados de GELPA y el de conservación en una suspensión del cultivo en agua destilada; en 

ambos casos los tubos se guardaron a una temperatura de 4 ºC. 
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Cuadro 1. Características morfológicas, fisiológicas y bioquúnicas consideradas para el 

estudio de las levaduras aisladas de los búlgaros (van der Walt y Yarrow, 1984) 

l. Carac1eristicas morfológicas 

A. Macromorfologia o caractcristicas culturales Je los aisJamiemos 

B. Micromorfofogia 

l. Caractcristicas de las células vegetativas 

a) Morfología en medio sólido 

b) Formación Je scudomicelio y de micelio verdadero 

.:?. Carac1cris1icas de la reproducción asexual o vegetativa 

J. Carac1cris1icas de la reproducción sexual 

a) Proceso de la formación de ascas y ascosporas 

b) Caractcristicas de las ascas y ascosporas 

11. Caractcristicas fisiológicas y bioquímicas 

l. UtiJización de compueSlos de carbono 

a) Fennenlación de 6 carbohidratos 

b) Asimilación de 19 compuestos de carbono 

2. Utilización de compuestos de n.ilrógcno 

a) Asimilación de KNO, 

b) Asimilación de NaN02 

e) Asimilación de cadaverina 

d) Asimilación de ttidrocloruro de etilamina 

J. Requerimientos de vitaminas para el crecimiento 

a) Crecimiento en medio libre de vitaminas 

4. Resistencia al anlibiótico cic:lohcximida 

100 ppm y 1000 ppm 

S. Crecimiento en medios de alta presión osmótica 

a) Tolerancia a SO % de ¡luc:osa 

b) Tolerancia a 10 % de NaCI y S % de glucosa 

6. Crecimiento a 37 ºC 

7. Reacción al colorante DBB 
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Caracterización e identificación del moho 

El moho se identificó según los criterios de Domsch et al. (1980) y Carrnichael ( 1957). 

Conservación del moho. Se conservó en tubos inclinados en PDA a una temperatura de 4 

ºC. 
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RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

Morfología y estructura. Al observar los búlgaros con un estereomicroscopio se 

distinguieron formas laminares, enrolladas y convolutas, lo cual concuerda con lo descrito por 

Ulloa y Lappe (1993) para los búlgaros y por Marshall et al. (1984b) para los granos de kefir. 

Con el MEB la estructura laminar presentó 3 capas: la externa o lisa (Figs. l-3), 

compuesta principalmente por bacilos cortos rectos (lcr) (Figs. 3-5); la intermedia (Fig. 2), con 

bacilos largos algo curvos (lle), bacilos largos (bl) tanto individuales como en cadenas, y algunas 

levaduras (Fig. 6); y la interna o rugosa (Fig. 7) con abundantes levaduras entremezcladas con 

bacilos cortos y que presenta una matriz cavernosa y reticular. La forma convoluta (Fig. 8) 

presentó también tres estratos [externo (e), medio (m) e interno (i)). en los que se observaron 

diferentes microorganismos (Fig. 9): lactobacilos cortos y rectos (lrc) (Fig. 10) en el estrato 

externo; lactobacilos cortos, curvos y gruesos escasos (lccg), lactobacilos largos y curvos (lle) 

y algunas levaduras (lv) (Figs. 11-13) en el estrato medio; y predominancia de levaduras (lv) 

embebidas en la matriz cavernosa (me) en el estrato interno (Figs. 14, 15). En esta capa se 

observaron aglutinaciones (ag) de bacilos semejantes a las que Molska ( 1980) denominó 

"microcolonias" (Fig. 14). Ulloa y Lappe (1993) observaron la misma distribución de los 

microorganismos en las dos formas estudiadas, con la única diferencia de que en el estrato medio 

de la microbioglea convoluta encontraron abundantes lactobacilos cortos, curvos y gruesos. Fue 

evidente el remplazo paulatino de los diferentes microorganismos en cada una de las capas de 

los búlgaros laminares y convolutos, llegándose al predominio de un grupo microbiano en cada 

estrato. 

Por medio de MEB Molska (1980) describió concentraciones de bacilos y levaduras, a 
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Imágenes de MEB 
Figuras 1-7. Forma laminar 
l. Corte de 1 mm de grosor de una microbioglea laminar visto por su cara lisa con el MEB. 
2. Corte de una microbioglea laminar en la que se distigue la capa lisa (a) con lactobacilos 
cortos y rectos (lcr), la capa intermedia (b) con bacilos largos algo curvos (llc)y levaduras (lv), 
y la capa externa o rugosa (c) donde predominan las lev:iduras. 
Las capas señaladas como a, b y c están amplificadas en las fotografías correspondientes (3-7) 
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Figuras 8-11. Forma convoluta. 
8. Fragmento de una microbioglea convoluta de 3 mm de diámetro. 
9. Corte de 1 mm de grosor de una microbioglea convoluta, en la que se distinguen la porción 
externa (e) y la porción media (m), y cuyos detalles se muestran en las figs 10 y 11. 
10. Capa externa con lactobacilos cortos rectos (lcr). 
11. Capa media con lactobacilos largos rectos (llr), lactobacilos largos algo curvos (lle) y 
levaduras (lv). 
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Figuras 12-15. Detalles de los estratos medio (m) e interno (i) que constituyen la microbioglea 
convoluta de la siguiente manera: el primero con lactobacilos cortos (lcr), lactobacilos largos 
curvos y algunas levaduras; y el segundo con levaduras principalmente. 
12 y 13. Porción media con lactobacilos largos rectos (llr) lactobacilos largos algo curvos (lle) 
lactobacilos cortos rectos (lcr) levaduras (lv) en la matriz cavernosa. 
14 y 15. Porción interna con lactobacilos largos algo curvos (lle) en la matriz cavernosa y 
levaduras (lv). 
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las que consideró como microcolonias que daban origen a nuevos granos; con este tipo de 

microscopía se reveló que en una porción de los granos de kefir las bacterias eran dominates y 

en la otra Jo eran las levaduras. Los estudios realizados por Bottazzi y Bianchi (1980) con MEB 

en los granos de kefir destacaron que en la porción periférica predominaban bacilos cortos, y 

en la media observaron una sustitución progresiva de los bacilos por levaduras, hasta alcanzar 

el predominio de éstas, en la porción interna. La distribución espacial de los microorganismos 

en ninguna de las capas mostró un patrón definido. Marshall et al. (l 984b) al estudiar un grano 

de kefir de estructura laminar con MEB encontraron que la parte lisa estaba densamente poblada 

de bacilos cortos, que la porción media presentaba una microbiota constituida en su mayoría por 

bacilos largos y curvos; mientras que la porción áspera se encontraba colonizada por lactobacilos 

largos curvos y levaduras. Estos mismos autores demostraron también la presencia de una matriz 

fibrilar en la que estaban embebidos los microrganismos, y que es esencial para la integridad y 

crecimiento de la microbioglea. 

En este estudio, con MET se observó con más detalle la estructura y la disposición tanto 

de los microorganismos como del polisacárido que constituyen estas microbiogleas. En la 

periferia de un búlgaro laminar se detectaron levaduras (lv) asociadas con cocos (ce) y 

diplococos (de) (Figs. 16-18); en la parte media se observaron lactobacilos largos (11) embebidos 

en la matriz fibrilar (Figs. 19,20) la cual puede formar paquetes que ocupan los espacios entre 

las bacterias (Fig. 20), y en la parte interna se observaron algunas levaduras. Todo esto 

concuerda con lo descrito por Marshall et al. (1984b) quienes además mostraron que los 

lactobacilos largos de la capa media presentaban Ja pared típica de las bacterias gram positivas. 

Los resultados que obtuvieron Marshall et al. (1984b) y Bottazzi y Bianchi (1980), con 
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lmagénes de MET 
Figuras 16-20. Cortes de una microbioglea. 
16. Capa externa áspera (rugosa) de un búlgaro laminar, en al que se observamos una levadura, 
cocos aislados y diplococos. 
17. Detalle amplificado de la figura 16. 
18. Corte de la porción central de una microbioglea convoluta, en la que se observa corte 
transversales de las células de levadura y lactobacilos embebidos en la matriz fibrilar. 
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lmagénes en MET 
19. Corte longitudinal de la parte media de un búlgaro, en el que se observan lactobacilos largos 
curvos y una levadura. 
20. Amplificación del corte longitudinal de un lactobacilo largo embebido en la matriz fibrilar. 
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respeeto a la observación de la estructura y distribución de la microbiota de los granos de kefir 

utilizando el MEB y el MET, son semejantes a los obtenidos en este trabajo. 

Microbiología. La tabla 2 indica los microorganismos aislados de los búlgaros en los medios 

de cultivo específicos empleados. 

Tabla 2. Microorganismos aislados a partir de los búlgaros (ufc/g). 

Medio de cultivo Temperatura de Microorganismos 

incubación ufc/g 

MRSA 30ºC bacterias lácticas 

5.9 X 108 

MRSA 37ºC bacterias lácticas 

4.6 X 107 

RBDCA 30ºC levaduras 

1.4 X 107 

Los 69 aislamientos de bacterias fueron identificados a nivel de género tentativo (ver 

Apéndice 1), siendo éstos: Lactobacillus (27 heterofermentativos y 26 homofermentativos), 

Lactococcus (9) y Leuconostoc (7). Ulloa y Lappe (1993) únicamente determinaron el género 

Streptococcus. 

Con relación a las levaduras, se obtuvieron 9 aislamientos que correspondieron a 

Saccharomyces cerevisiae [5] (Figs. 21, 22), Candida kefir [2] (Figs. 23, 24), Torulaspora 

delbrueckii [1] (Figs. 25, 26) y Pichia membranaefaciens [1] (Figs. 27, 28). El único moho 
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Figs. 21 y 22. Saccharomyces cerevisiae. 21: Colonia gigante, de un mes de edad en GELPA. 
22: Células vegetativas en GELPA. 
Figs 23 y 24. Gandida kefir. 23: Colonia gigante, de un mes de edad en GELPA. 24: 
Seudomicelio en placa de Dalmau, en harina de maíz agar (HMA). 
Figs 25-26. Torulaspora de/brueckii. 25: Colonia gigante, de un mes de edad en GELPA. 26: 
Seudomicelio en placa de Dalmau, en HMA. 
Figs 27 y 28. Pichia membranaejasciens. 27: Colonia gigante, de un mes de edad en GELPA. 
28: Células vegetativas, aisladas y en cadenas cortas, ascas (as) con ascosporas hemicirculares 
y fragmentos de la pared (p) de un asca dehiscente, en GELPA. 
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aislado fue Geotrichum candidum. De estas especies, Ulloa y Lappe (1993) encontraron S. 

cerevisiae, C. kefir y P. membranaefaciens, además de Kluyveromyces mandanus var. marxianus 

y Candida valida. 

Saccharomyces cerevisiae y T. delbrueckii se caracterizan por su incapacidad de 

fermentar lactosa, por lo que dependen de las bacterias lácticas y de C. kefir para hidrolizar este 

disacárido. Actualmente a C. kefir se le utiliza en la producción a gran escala de la lactasa (B

galactosidasa). 

Entre los más revelantes estudios microbiológicos de kefir se encuentran los realizados 

por La Riviere et al. (1967), quienes proponen como microbiota predominante a Saccharomyces 

delbrueckii (actualmente sinónimo de T. delbruckiz), Lactobacillus brevis y Geotrichum 

candidum. Kosikowski (1977) encontró Saccharomyces kefir (sin. de C. kefir), Torula kefir (sin. 

de C. kefir), Lactobacillus caucasicus (sin. de L. brevis), Leuconostoc, Streptococcus y G. 

candidum. Rueda Manzano reportó Saccharomyces fragilis (sin. de C. kefir), Torula kefir (sin. 

de C. kefir), Streptococcus lactis, S. cremoris, Leuconostoc citrovorum, L. dextranicum, 

Betabacterium sp. y Str:eptobacterium caucasicum; Bacterium casei es sinónimo de Lactobacillus 

helveticus. Iwasawa (1982) reportó Torulopsis holmii (sin. de C. holmiz), L. brevis y L. 

buchneri. Marshall et al. (1984a, b) aislaron T. delbrueckii, S. cerevisiae, S. exiguus, C. kefir, 

C. pseudotropicalis y Lactobacillus desidiosus (actualmente considerado como L. kefir). 

En 1993, Angulo et al. estudiaron 8 muestras de granos de kefir de la región de Galicia, 

que habían sido empleados durante 5 años para elaborar kefir. Identificaron 8 especies de 

levaduras: T. delbruec-kii, S. cerevisiae, S. unisporus, C. kefir, C. holmii, C. friedn"chii (sin. de 

Kluyveromyces marxianus var. lactis) y Pichia fermentans. De estas especies solamente T. 
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delbrueckii, S. cerevisiae y C. kefir se enontraron en la muestra de búlgaros estudiada en el 

presente trabajo. En lo que a las bacterias se refiere, Angulo et al. determinaron 12 especies: 

L. brevis, L. viridescens, L. kefir, L. fermentum, L. casei subsp. rhamnosus, L. casei subsp. 

tolerans, L. casei subsp. pseudoplantarum, L. acidofillus, L. gasseri, Lactococcus lactis subsp. 

lactis, Leuconostoc spp. Streptococcus salivarius subsp. termophilus, lo que concuerda con los 

géneros de bacterias encontrados en este trabajo, con excepción de Septococcus. 

Steinkraus (1995) propone como microorganismos dominantes del kefir a T. holmii (sin. 

de C. holmil) y S. delbrueckii (sin. de T. delbrueckii), y considera a L. kefir como sinónimo de 

L. brevis. De las bactrias !áticas aisladas 4 produjeron polímero a partir de lactosa, que es el 

azúcar que se encuentra en la leche. El género tentativo de estos 4 es Lactobacillus. Esto indica 

que las bacterias de este género son las responsables de la síntesis de la matriz de los búlgaros. 

Esto constituye una similitud más de los búlgaros con el kefir, ya que La Riviere et al. (1967) 

reportó una especie de este género responsable de la producción de kefirana en los granos de 

kefir. 

Por lo expuesto anteriormente se puede indicar que las especies predominantes para los 

granos de kefir son T. delbrueckii, S. cerevisiae, C. kefir y L. brevis, mientras que para los 

búlgaros, según lo reportado por Ulloa y Lappe (1993) y lo encontrado en la presente 

investigación, son S. cerevisiae, C. kefir y P. membranaefaciens; sin embargo, para poder 

aseverarlo es necesario estudiar un número mayor de muestras de búlgaros. 

Al comparar las levaduras encontradas en los granos de kefir y en los búlgaros se puede 

decir que ambas comparten los mismos géneros pero sólo algunas especies. Esto posiblemente 

se debe a la procedencia de la muestras, así como a su manipulación y condiciones de cultivo. 
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CONCLUSIONES 

l. Los estudios de estereomicroscopía revelaron 3 tipos de formas en los búlgaros: laminares, 

enrolladas y convolutas. 

2. Con microscopía electrónica de barrido y electrónica de transmisión se logró establecer la 

disposición, estratificación y sustitución de los microorganismos presentes en las formas laminar 

y convoluta, lo que coincide con los estudios realizados por otros autores en los granos de kefir. 

3. La microbiota de los búlgaros es muy similar a lo que se ha reportado para esos granos. 

Probablemente los granos de kefir y los búlgaros representan modalidades del mismo tipo de 

microbiogleas. 

RECOMENDACIONES 

Aunque es clara la semejanza estructural y microbiana de los búlgaros de México con los granos· 

de kefir, aún queda por estudiarse la composición química de la matriz de los búlgaros, conocer 

la función que desempeña cada uno de los microorganismos en la fermentación de la leche y los 

productos de esta fermentación. 

COMENTARIOS. Sería conveniente consumir y utilizar la leche fermentada por los búlgaros 

de igual manera como el yogurt; Berman y Katz (1983) proponen 100 formas de usarlos en su 

libro "El yogurt alimento milagroso". 

En zonas rurales de nuestro país donde hay excedentes de leche y se carece de medios de . 

conservación (pasteurización, refrigeración o deshidratación), esta tecnología de fermentación, 

sencilla y económica, se podría utilizar para conservar este producto perecedero; además, el 

consumo de la leche fermentada podría contribuir al mejoramiento del régimen alimenticio de 

los pobladores de estas regiones. 
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Apéndice 1: 

CARACTERÍSTICAS GENERALES DE LOS GÉNEROS TENTATIVOS DE LAS BACTERIAS 

LÁCTICAS AISLADAS DE BÚLGAROS (Harrigan y McCance, 1974; Wood y Holzapfel, 1995) 

Lactobacil/us 

Bacilos cortos, crecimiento variable en NaCI 6.5 % 

Homofermentativos: 

Aislados en medio MI7: 1,7,9,10,13,14,16,17,19,21,22,25,26. 

Aislados en medio G: 5, 10 

Aislados en medio MRS: 3,5,7,8,9,12,15,18,20,21,24, 

Heterofermentativos (producción de NH3 positiva). 

Lactococcus 

Aislados en medio Ml7: 3,4,5,6,8,12,23. 

Aislados en medio G: 2,4,7,11,15. 

Aislados en medio MRS: 1,2,4,6,10,11,l3,14,16,17,19,22,23,25,26. 

Cocos homofermentativos, producción de NH3 de arginina positiva o negativa, 

crecimiento en 6.5 % NaCI negativa. 

Leuconostoc 

Aislados en medio Ml7: 2,11,15,18,20,24,3',3" 

Aislados en medio G: 9 

Cocos heterofermentativos, producción de NH3 ge arginina negativa, producción 

de dextrana a partir de sacarosa, crecimiento en 6.5 3 NaCI variable 

Aislados en medio G: 1,3,6,8, 12, 13, 14 
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Tabla 3. Resultados de las pruebas bioquímicas efectuadas a cepas 
de bacterias lácticas aisladas de los búlgaros en agar Ml7 (17); 
mepio Gravie (Gl y agar MRS (RS). 

Medio Morf Prod. de Prod. NH, Prod. Prod. Cree 
gas de a partir Polisac. Polisac. 6.5% 
glucosa de a partir a partir NaCl 

arginina de sac. de lac. 

17.l be - - - - -
17.2 e - - - - -

17.3 be + + - - + 

17.4 be + + - - -+ 

17.S be + + - - -+ 

17.6 be + + - - + 

17.7 be - - - - -+ 

17.B be + + - - + 

17.9 be - - - - -+ 

17.10 be - - - - -+ 

17.ll e - + - - -

17.12 be + + - + -+ 

17 .13 be - - - - -+ 

17.14 be - - - - -+ 

17.15 e - - - - -

17.16 be - - - - -+ 
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Continuación Tabla 3. 

Medio Morf Prod. de Prod. NH, 
gas de a partir 
glucosa de 

arginina 

17.17 be - -

17.18 e - + 

17.19 be - -

17.20 e - -

17.21 be - -

17.22 be - -

17.23 be + + 

17.24 e - -

17.25 be - -

17.26 be - -

l 7. 3, e - -
17. 3" e - -

G l e + -

G 2 be + + 

G 3 e + -

G 4 be + + 

G 5 be - -

G 6 e + -
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Continuación Tabla 3. 

Medio Morf Prod. de Prod. NH, Prod. Prod. Cree 
gas de a partir Polisac. Polisac. 6.5% 
glucosa de a partir a partir NaCl 

arginina de sac. de lac. 

G 7 be + + - - -+ 

G 8 e + - -+ - -+ 

G 9 e - +- - - -+ 

G 10 be - - - - -

G 11 be + + - - -+ 

G 12 e + - -+ - -+ 

G 13 e + - -+ - + 

G 14 e + - -+ - -+ 

G 15 be + + - - -

RS.1 be + + - -+ -

RS.2 be + + - -+ -

RS.3 be - - - - -+ 

RS.4 be + + - - -

RS.5 be - - - - -+ 

RS.6 be + + - - -+ 

RS.7 be - - - - -+ 

RS.8 be - - - - -+ 
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Concinuación Tabla 3. 

Medio Morf Prod. de Prod. NH 3 Prod. Prod. Cree 
gas de a partir Polisac. Polisac. 6.5% 
glucosa de a partir a partir NaCl 

arginina de sac. de lac. 

RS.9 be - - - - -

RS.10 be + + - - -+ 

RS.11 be + + - -+ -+ 
. 

.. ···• •. ,~·;;I:f'. 
.. ·-·ce· 

RS.12 be - :}; - -+ 

--'•.' .. 
RS .13 be + .-2~;;:;~t1f.;·~r 1 :.t:•c - - - + 

)\ " 
;" RS.14 be + .. >'.-t??:Si( - - -+ 

RS.15 be - -- -;.]1np2 · - - -
. '(;:, . "' ··:;'.,.··: -

'' RS.16 be + - -
;,e'', y -+ 

RS.17 be + 
·, 

+ - - + 

RS.18 be - - - - + 

RS.19 be + + - - -+ 

RS.20 be - - - - -

RS.21 be - - - - -

RS.22 be + + - - - + 

RS.23 be + + - - -+ 

RS.24 be - - - - -+ 

RS.25 be + + - - - + 

RS.26 be + + - - + 

be = bacilo + - reaccion positiva +- - reaccion deoil 
e coco reacción negativa 
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Tabla 4. Características fisiológicas y bioquímicas consideradas 
para la identificación de las levaduras aisladas de los búlgaros 
(van der Walt y Yarrow, J.984 ), 

l. Utilización de com-
puestos de carbono Se Ck Tb Pm 

a) Fermentación 
o-glucosa + + + 
Galactosa + + d 
Maltosa 
a-metil-0-glucósido 
Sacarosa + 
Trehalosa 
Melibiosa 
Lactosa + 
Celobiosa 
Melecitosa 
Rafinosa 
Inulina + 

b) Asimilación 
O-galactosa + + 
L-sorbosa 
0-ribosa 
O-xi losa + + 
L-arabinosa + 
0-arabinosa 
L-ramnosa 
Sacarosa + + 
Maltosa 
Celobiosa + 
Salicina + 
Melibiosa 
Lactosa + 
Rafinosa + 
Melecitosa 
Inulina 
Almidón soluble 
Glicerol + 
Eritritol 
Ribitol 
Galactitol 
0-manitol + + 
o-glucitol + 
Inositol 
Ácido OL-láctico + 
Ácido succínico d + + d 
Ácido cítrico + d 
HCl-Oglucosamina 
a-metil-0-glucósido 

d 

0-gluconato de K 

52· 



Continuación tabla 4 
Se Ck Tb Pm 

el Desdoblamiento de 
arbutina + 

2. Utlización de com-
puestos de nitrógeno 
al Asimilación de KN03 

b) Asimilación de NaN02 

e) Asimilación de HCl 
de etilamina 

3. a) Crecimiento en 
medio libre de 
vitaminas + 

4. Resistencia al 
antibiótico 
cicloheximida 
al 0.01 % 

s. Crecimiento en medios 
de alta presión 

osmótica 
al Tolerancia a 50 % 

de glucosa 
e) Tolerancia a 10 % 

NaCl y 5 % de + 
glucosa 

+ d 
7. Crecimiento a 37 c 

Reacción DBB 

Se Saccharomyces cerevisiae reacc ón negativa 
Ck Candi da kefir + rea ce ón positiva 
Tb Torulaspora delbrueckii d rea ce ón débil 
l?m Pi chia membranaefaciens 
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