Los precurs()rés
en la Investigacién de los Antibiéticos (*)

PRIMERA NOTA
Sobre la actividad antibidtica del jugo del bulbo de 4/Zium cepa L.

por

F. BUSTINZA

Aunque he acudido al Instituto Pasteur de Paris.en diversas
ocasiones para entrevistarme con diferentes investigadores, y sen-
tia vivos deseos de visitar el museo de Pasteur, por circunstan-
cias especiales no tuve la oportunidad de hacerlo hasta el 30 de
junio de 1958, dia en que gracias a la amabilidad del Dr. Jacques
Tréfougl,” director del Instituto Pasteur, y acompafiado por la
sefiora Denise Wrotnowska —encargada de dicho museo—, gocé
de la emocién de contemplar alli reunidos la infinidad de recuer-
dos que reflejan los descubrimientos trascendentales que realizd
el genial e insigne investigador francés Luis PASTEUR.

Iba yo observando detenidamente los objetos expuestos en las
vitrinas del museo Pasteur y leyendo los carteles aclaratorios,
cuando me encontré en el «standy dedicado a la fermentacién Icti-
ca —1857— con una gran sorpresa: DBallon contenant du jus
& oignon brut(cru). La levire lactigue s’y développe et non la le-
viire alcooligue, y en las proximidades habia otro recipiente en
el que se habia puesto jugo hervido de cebolla y en el cual la le-
vadura alcoholigena se habia desarrollado rapidamente...

st

Entregado para su publicacién el 21 de junio de 1959,
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Consagrado desde 1942 al estudio de los antibiéticos y de los
fendmenos de antibiosis, aquellas experiencias de Pasteur en 1857
me llamaron mucho la atencién, y llegué a la conclusiéon de que
Pasteur en 1857 descubrid el efecto amiibidtico del jugo crudo de
la cebolla que selectivamente inhibia a la levadura alc0holigena,
pero mo al fermento ldctico.

Todos los que nos hemos ocupado de la historia de los anti-
bidticos hemos considerado a Pasteur como el primero en obser-
var fenémenos de antagonismo entre bacterias, y nos hemos re-
~ ferido a su trabajo con Joubert titulado Charbon et septicémie,
presentado a la Academia de Ciencias de Paris en la sesion del
16 de julio de 1877 y publicado en «C. R, Ac. Sc.», t. 85, pagi-
nas 101-115, y en el cual dieron cuenta de que si un cuftivo del
bacilo causante del carbunco es contaminado por un microbio
aerobio (par example un: des bactéries commumes —dicen Pas-
teur y Joubert), la bacteridia carbuncosa no se desarrolla, o lo
hace muy precariamente, y muere en plazo mas o menos largo.
También observaron que la introduccién en animales, susceptibles
al carbunco, de una suspensién de bacteridia carbuncosa a la cual
se adiciona una de esas bacterias comunes, no provoca el car-
bunco. Y sacaron de ello la siguiente deductién profética: Tous
_ces faits autorisent peul-éire les plus grandes espérances au point
de vue thérapeutique (1).

Pero las experiencias de Pasteur con el jugo de cebolla reve-
laban que habia que considerarle también como precursor en la
observacién de fenémenos de antibiosis selectiva frente a la leva-
dura alcoholigena producidos por determinadas sustancias y que
en el caso suyo se hallaban presente en el jugo crudo de la cebo-
lla, pero no en el jugo hervido.

Entonces decidi consultar los trabajos originales de Pasteur,
y acudi primero al indice de materias, y en la pagina 642 del
tomo VII de «Oeuvres de Pasteur réunies», par Pasteur Vallery
Radot (1939), en el apartado Terrgin vienen las siguientes frases:

«Si 'on séme des globules frais de leviire de biére dans le jus
d’oignon brut, jamais ces globules ne se développent, alors que
le fermente lactique se développen, II, 12.

(1) Pag. 107, en «C. R. Ac. Scar, t. 85
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«Au contraire, les globules de leviire se développent dans le
jus d’oignon bouillin, 12.

En efecto, en las piginas 12 y 18 del tomo II de las obras de.
Pasteur, reunidas por Pasteur Vallery Radot, estin las observa-
ciones sobre el efecto del jugo de la cebolla, las cudles las dié a
conocer Pasteur en su memoria sobre la fermentacién lactica el
dia 8 de agosto de 1857.

* * »

Enterado que la firma Chas Pfizer and Co. Inc. habia orga-
nizado en Nueva York un congreso cientifico destinado a conme-
morar la obra de Pasteur, con el titulo de The Pasteur Fermen-
tation Centennial 1857-1957, y con ocasién del primer centenario
de la publicacién de su histdrica comunicacién Mémoire swr la
fermentation appelée lactique, pensé que alguno de los asistentes
a dicho Symposium cientifico, que hubiera leido dicho trabajo,
aprovecharia la oportunidad para recordar las investigaciones del"
gran maestro sobre el jugo de la cebolla.

Por fin el dia 8 de junio del presenite afio. he recibido un
ejemplar del libro publicado en 1958 por Chas Pfizer and Co.
Inc., titulado The Pasteur Fermentation Ceniennial 1857-1957, y
mi suposicién se ha visto confirmada, ya que René Dubos, en su
conferencia-Pastewr and Modern Science, dijo (pig. 18) asi:

«There is also a hint, as it ‘were, an omen, of the selective
effect of antiseptics, «The esséntial oil of onion juice completely
inhibits the formation of the yeast of beer and appear equally
harmful to infusoria, It can arrest the development of these or-
ganisms without having any notable influence on the lactic fer-

ment.» Antiseptics, then, can be used for separating the different .
" ferments one from the other.»

Y mis adelante (pag. 24), dijo también Dubos lo siguiente:

«Surprisingly enough, it is never mentioned that his first rea-
lization that there exist in nature substances capable of exerting
selective antimicrobial effects antedates his anthrax work by
twenty years, It was in the course of his early studies on lactic
acid fermentation, as already mentioned, that he observed that
onion juice added to a sugar solution prevented the development
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of yeast and of infusoria while permitting the growth of the lac-
tic acid ferment.» ,

En el libro editado por Chas Pfizer and Co. Inc, se reprodu-
ce como introduccién la Mémoire sur la fermentation appelée lac-
tigue, de L. Pasteur, pero no es el trabajo original completo,
sino un extracto del mismo preparado por el propio Pasteur y
que fué publicado en «C. R. Ac. des Sc.», 30 noviembre 1857,
tomo 45, pags. 913-916, y en él no figuran las experiencias con
el jugo de cebolla. . :

. La comunicacién original, es decir, la primera en que Pasteur
di6 cuenta de la fermentacién lactica, si contiene las experiencias
con el jugo de cebolla y fué dada a conocer el 3 de agosto de
1857 y publicada en «Mémoires de la Société des Scienées, de
I’Agriculture et des Arts de Lille; séance du 3 aoit 1857, 2° sé-
rie, V, 1858, p. 13-26. Por el interés histérico que tienen_ dichas
experiencias con la cebolla, las reproduzco a continuacién:

«J’ai dit rechercher dés lors les circonstances les mieux appro-
priées 3 la production de la levire lactique seule, On a vu que
C’était la leviire ‘de bidre et les infusoires qui génaient le plus.

Il faut donc des conditions propres i en arréter le développe-
ment sans influer notablement sur celui de la leviire lactique.

J'espére y arriver par 'emploi du jus d’oignon brut comme
milieu albumineux.

L’huile essentielle de ce jus s’oppose complétement 3 la for-
mation de la leviire de biére; elle parait nuire également aux in-
fusoires. Je reviendrai donc dans un travail spécial, sur ’utilité
de ’emploi de ce jus naturel.

Lors méme que par ’emploi de ce jus d’oignon on n’arrive-
rait pas a résoudre complétement la difficulté, c’est-d-dire 3 dé-
terminer constamment et facilement la fermentation lactique san
complication de ferments ou d’infusoires étrangers aux phénomeé-
nes, tous les faits que j’ai recueillis me portent i croire que le
moyen le plus efficace pour atteindre ce résultat est de chercher
A nuire 3 la production des ferments parasites au foyen de subs-
tances particuliéres (2). Que 'on séme, par example, des globules

(2) Ou par le choix de la matiére azotée qui doit servir au développement
de I'espéce de¢ leviire que l'on a intérét de faire 3 Pexclusion d'autres
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frais de leviire de biére dans le jus d’oignon brut et jamais ces
globules ne se développent. Ils ne provoquent aucunement la fer-
mentation alcoolique. Au contraire, que 'on fasse préalablément
bouillir le jus d’oignon, ce quia pour effet de chasser l'huile es-
sentielle sulfurée, et peut-étre de modifier les principes albumi-
neux, la levire de biére se développera dans le liquide refroidi -
‘avec une efficacité remarguable\ et le sucre du jus ou celui que
on pourrait avoir ajouté se changera en alcool et en acxde car-
bonique,

Aussi jamais Ja fermentation alcoolique ne se déclare sponta-
nément dans le jus d’oignon brut naturel, bien que ce jus soit
acide a la maniére du jus de raisin, tandis qu'il éprouve toujours
la fermentation. lactique jointe ou non a diverses particularités,
sur lesquelles j’appellerai ulterieurment l’attention.»

* % %
Mis ensayos con “‘Allium cepa’ L..

Las experiencias de Pasteur a que me he referido me movie-
ron a realizar algunos ensayos in vitro sobre la actividad del jugo
de cebolla frente a diversas levaduras.

Las fotogtafias nameros 1 a 4 reflejan algunas de mis inves-
tigaciones realizadas en noviembre de 1958. .

Foto nimero 1.

El medio de cultivo es agar levadura preparado a base de ex-
tracto de levadura (Bacto Yeast Extract Difco), peptona gluco-
sa, agar y agua (pH, 6,5).

Se han sembrado con pipeta capilar hasta el mismo borde del
pocillo centrat suspensiones en agua destilada estéril de los cul-
tivos de cuarenta y ocho horas en medio agar-levadura de las es-
pecies siguientes: Saccharomyces cerevisise, Saccharomyces ellip-
soidews (3), Candida albicans (4) y Torula major (5).

(3) Estirpe nimero 158 de la coleccién del Dr. B, Ifligo, del Departamento
de Femmentaciones del Patronato «Juan de la Ciervay,

(4) Estirpe NRRL Y 477,

(5) Estirpe NRRL, Y 1084,
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En el pocillo central se ha colocado jugo de ceholla reciente-
mente obtenido, triturando primero una parte de hojas suculen-

tas del bulbo de cebolla (6) con tres partes de agua destilada es-
téril y exprimiendo después,

Foto 1.—El pocillo central s¢ ha llenado con jugo de cebolla
diluido (una parte de cebolla mds tres partes de agua destilada
estéril).

La foto ha sido tomada a las veinticuatro horas de incubacién
en estufa a 24° C.
La inhibicidn es bien patente frente a las cuatro especies en-

sayadas.

Foto nimero 2.

La misma experiencia de la foto 1, pero en el pocillo se ha

(6) Variedad de cebolla pequefia, llamada francesa ¢n ¢l mercado de Madrid
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colocado el jugo de cebolla diluido, pero.previamente hervido du-
rante ‘tres minutos,

No ha habido inhibicién, La sustancia activa o se ha destrui-
do por el calor o se ha volatilizado y ha sido arrastrada por el
vapor de agua desprendido,

Foto 2.—El pocillo central se ha llenado con jugo de cebolla
diluido (una parte de cebolla mis tres partes de agua destilada
estéril) previamente hervido durante tres minutos,

Foto ntumero 3.

El medic de cultivo es agar levadura. Se han sembrado
radialmente Sacchoromyces ellipsoideus, Saccharomyces ovifor-
mis (7), Candida albicans y Sacch. cerevisige.

() Estirpc ndmero 479 de 1a coleccién del Dr. B. Idigo.
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En el pocillo central se ha puesto jugo puro recientemente
obtenido de bulbo de cebolla grande variedad blanca (8).

La inhibicidn es bien patente,

2ach cerevisiae

4

Candida albicans

Foto 8.—El pocillo central se ha llenado con jugo puro de ce-
bolla, variedad blanca de tamafio grande.

Foto nimero 4.

Experiencia similar a la de la foto reflejada en la foto nime-
ro 3, pero en el pocillo central se ha puesto jugo puro (9) recien-
temente obtenido de cebolla de tamafio pequefio de la misma va-
riedad empleada en las experiencias reflejadas en las fotos ni-
meros 1 y 2,

La inhibicion es bien patente.

(8) El pH fué de 55.
(9) El pH fué de &
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Ensayos similares_me han revelado que el jugo de cebolla puro

o diluido con tres o cuatro partes de agua estéril manifiesta in

. vitro buena actividad frente a otras levaduras, tales como Kloec-
kera apiculata y Hansenula anomala.

En el libro Acerca de la materia medicinal y de los venenos
mortiferos, de Dioscorides, traduccion de Andrés Laguna, edi-

{

.‘:'i‘uu.ci\. ellipsoideus

Candida albicans

!

Sacdh, evfermt?

Foto 4.—El pocillo central se ha Jllenado con jugoe puro de ce-
bolla, variedad de tamafio pequefio,

cion 1563. Salamanca, se sefialan las virtudes medicinales de la
cebolla, y de la pagina 231 copio los siguientes datos:

Hace renacer el cabello que derribd la tifia...

Cocidas y aplicadas con pasas e higos en forma de emplasto
maduran y corrompen los tolondrones (10).

(10) En medicina popular se aplican cataplasmas de cebolls sobre abscesos
y diviesos y el jugo de cebolla se emplea también en gargarismos para el tra-
tamiento de las afecciones faringeas.
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La afirmacién de Dioscorides de que hace renacer el cabello
que derrib6 la tifia, me hizo pensar en si el jugo de la cebolla
tendria actividad in vitro frente a los Tricophyton, y para ello
realicé en marzo de 1959 algunos ensayos, uno de los cuales se
refleja en la foto nimero 5.

Foto 5.—La placa se ha sembrado con Tricophyton mentagro-
phytes y el pocillo central se ha llenado con jugo puro de ce-
bolla, variedad de tamafio pequefio.

El medio de cultivo es agar-levadura. Se ha sembrado. por
inundacién con suspensién de esporas de Tricophytom mentagro-
phytes (11) causante del pie del atleta y de otras dermatomicosis ;
en el pocillo central se ha puesto jugo puro recientemente obte-
nido de cebolla de la variedad pequefia. :

La foto ha sido tomada a los tres dias de incubacion en la es-
tufa a 24° C.

(11) Estirpe gue me fué facllitada por ¢l Dr. G. W. Irving,
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El efecto anti-Tricophyton del jugo de cebolla es bien pa-
tente (12). ' '

* * *

Tokin ha estudiado la accion del jugo de cebolla sobre bacte-
“rias y protozoos y ha observado que las sustancias volatiles que
se desprenden de la cebolla matan a los protoioos ain con mas
rapidez que a las bacterias, y Toroptsev y Filatova han emplea-
do las pastas de cebolla para el tratamiento de heridas infecta-
das (13). -

He realizado algunos ensayos sobre la actividad a\ntabactena-
na del jugo del bulbo de la cebolla utilizando como medlo de
cultivo caldo agar, y he observado que es activo in mtro frente
a diversas bacterias, tales como Staph_’ylotoccus aurens, Sarcma
Iutea; Chromobacterium violaceum y Bacillys subtilis.

RESUMEN

En 1837, en su memoria histérica sobre la fermentacit on Ié.ctzca,
Pasteur di¢ cuenta de que el jugo crude de cebella mhlbla ala

levadura de cerveza, y en cambio no interferia -el’ ‘deSarrollo del -
del fermento lé.cfico.

Inspirado en ese trabajo de Pasteur, he ensayado la actividad

del jugo del bulbo de Allium cepa y he observado que in vitro
inhibe a las siguientes levaduras:

(12) Walker, Link y colaboradores han demostrado que la resistencia de
determinadas variedades de cebollas (colored omions) a determinados hongos
Colletotrichum circinans, Botrytis allii y Botrytis byssoidea es debida princi-
palmente a sustancias téxicas hidrosolubles de naturaleza fenélica presentes en
las escamas $ecas que revisten a dichos bulbos. (Véase Amniibiotic substances in
onion in relation to discase resistance, por W. C. Hatfield, J. C. Walker and
J. H. Owen, en «Journal of Agricultural Researchs, vol, 77, niim. 4, pigs. 115-
135, agosto 15, 1948.

(13) No he leido directamente los trabajos de Tokin y de Toroptsev y Fi-
latova, pero he hallado referencia a los mismos en The chemical components
of onion wapors responsible for wound-healing qualities, por E. F, Kohman,
publicado en «Sciences, diciembre 28, 1947, pigs. 625-627.
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Saccharomyces cerevisiae, Saccharomyces ellipsoides, Saccharo-
myces oviformis, Candida albicans, Torule major, Kloeckera api-
culata y Hansenula anomala.

Dicho jugo es activo in vitro frente a Tricophyton mentagro-
phytes y frente a las bacterias Staphylococcus aureus, Sarcina lu-
tea, Chromobacterium violacewm y Bacillus subtilis, .

SuMMary

In 1857, in his historial paper onLactic Fermentation, Pas-
teur reported that fresh onion’s juice inhibited the growth of
beer’s yeast and did not affect the growth of the lactic ferment.

Inspired in the work of Pasteur, I have tested the activity of
of onion’s juice in vitro and have found that it is active against:
Saccharomyces cerevisiae, Sacch. ellipsoideus, Sacch. oviformis,
Candida albicans, Torula major, Kloeckera apiculata and Hamse-
nula anomala. -

The onion’s fresh juice is also active i vitro against: Trico-
phyton mentagrophytes and against the bacteria: Staphy'ococeus
aureus, Sarcing lutea, Chromobacterium wviolacewm and Bacillus
subtilis,



