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La science est I'dme de la prospérité des
peuples et la source vive de tout progres.

Louis Pasteur
En Journal du Jura (1876)

l. Introduccion

El 22 de diciembre de 2021 se cumplieron
dos siglos del nacimiento de Louis Pasteur
(1822-1895)" y muchas revistas cientificas
y de divulgacién, periédicos, sociedades
cientificas (entre ellas la SEM?) y otros orga-
nismos han conmemorado el bicentenario
e incluso se ha creado una web?y se ha
publicado un libro* con tal motivo. Ade-
mas, mucho se ha escrito de laviday obra
del cientifico desde su muerte en 1895.
Su biografia se ha recogido en enciclope-
dias, diccionarios, libros, monografias y
en otras muchas publicaciones, incluida la
divulgacion en la Wikipedia, recomendan-
dose la version en lengua francesa. (https:/
fr.wikipedia.org/wiki/Louis_Pasteur). Con el
presente articulo, no se pretende, pues,
insistir sobre la figura humana y la obra
de Pasteur. Sin embargo, dada la transcen-
dia que muchas investigaciones de Pasteur
han tenido en el desarrollo de la Cienciay
Tecnologia de los Alimentos, el grupo de

T Nacié el 27 de diciembre de 1822 en Dole,
una ciudad del departamento de Jura (regién
Bourgogne-Franche-Comté) de 9.647 habitan-
tes en 1821 (https://en.wikipedia.org/wiki/
Dole,_Jura (consultado el 05/02/2023).

2 Villalobo Polo, E. 2022. Pasteur, el padre de la
Microbiologia moderna. SEM@foro, 74, 8-12.

3 https://n9.cl/f9t2b (consultado el 22-01-2023)

4 Perrot, A. y Schwartz, M. 2022. Pasteur:
L'homme et le savant. Ed. Editions Tallandier.
Paris.

Microbiologia de los Alimentos (MicroAli)
no puede ser ajeno al bicentenario; seria
algo impropio e imperdonable. Por ello,
los autores de este articulo, aprovechan-
do el nimero extraordinario de SEM@foro
dedicado a nuestro grupo, han redactado
unas lineas narrando los trabajos del cien-
tifico que mas transcendencia han tenido
en materia alimentaria, con el objetivo de
rendir un homenaje al insigne cientifico en
su bicentenario.

Aunque el presente articulo se refiera
Unicamente al ambito alimentario, los
autores desean, ante todo, dejar testimo-
nio de los grandes avances que el gran
quimico y microbiélogo aporté al cono-
cimiento cientifico de la época en otras
ramas de la Ciencia; entre ellos, el destie-
rro definitivo de la teoria de la generacién
espontanea (recuérdese los experimentos
en los célebres matraces de cuello de cis-
ne), la resolucién del mal que sufrian los
gusanos de seda, pebrina (agente etiol6-
gico Nosema bombycis) que le condujo a
abordar trabajos sobre otras enfermeda-
des que afectaban a los animales y huma-
nos (célera aviar, carbunco, tuberculosis,
rabia, etc.) que culminaron con la emision
de la teorfa germinal de las enfermedades
infecciosas (la etiologfa de toda enferme-
dad infecciosa es un ente vivo microscé-
pico) y finalmente, no se puede dejar de
mencionar su trabajo en el desarrollo
de vacunas (p. ej. frente al célera aviar y
la rabia).
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Pasteur en 1885. Adaptacion del dleo de A.
Edelfelt (1854-1905). https://es.dreamstime.com/
louis-pasteur-un-retrato-de-dinero-clausura-
image264954267 (consultado el 16/02/2023).

Il. Descubrimiento
de la quilaridad

El primer trabajo que dio a conocer el
nombre de Pasteur estaba relacionado con
un producto alimentario, el vino. Estudio
los cristales del acido tartarico, un com-
ponente bien conocido desde hacia siglos
por los vitivinicultores, porque formaba un
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precipitado en los vinos. No obstante, su
caracterizacion quimica no comenzé hasta
1818, cuando el farmacéutico sueco Schee-
le (1742-1786)° aisl6 la forma libre del acido
a partir de unas lias de vino y Kestner, un
fabricante de acido tartérico, separd, en
1819, un compuesto de los precipitados
vinicos que creyé era acido oxalico®, pero
mas tarde se demostr6 que no lo era, sino
un compuesto que tenia la misma com-
posicion que el tartarico, pero no se com-
portaba de la misma manera. Gay-Lussac
(1778-1850)” le denomind en 1828 acido
racémico (del latin racemus, de “racimo”
de uvas)® y Berzelius (1779-1848) en 1830
llamo a ambos “isomeriska kropar” (cuerpos
isobmeros) al tener la misma composicion
quimica®. Biot (1774-1862) describié en
1838 la actividad Optica dextrégira del aci-
do tartarico en solucion, observando que,
por el contrario, el racémico (llamado tam-
bién paratartrato en aquella época), tam-
bién disuelto, era 6pticamente inactivo™.

En la década de 1840 el ilustre Dumas
(1800-1884), quien fuera mas tarde mentor
de Pasteur, ensefiaba Quimica en la pres-
tigiosa Ecole Normale Supérieure (ENS); sus
clases despertaron un gran interés en el
joven Pasteur que, entusiasmado, pasaba
las horas en la biblioteca y en el labora-
torio de Balard (1802-1876). Conoci6 alli a
Delafosse (1796-1879), alumno y antiguo
colaborador del que se le considera padre
de la cristalografia Hauy (1745-1822), quien
adoctriné al joven Pasteur de los preceptos
de su maestro acerca de la disposicion de
los atomos y su relacion con las formas
cristalinas. En aquellos afios, el distinguido
mineralogista aleman Mitscherlich (1794-
1863) envid una nota a la Académie des

5 Kauffman, G.B.y Myers, R.D. 1998. Pasteur’s
Resolution of Racemic Acid: A Sesquicenten-
nial Retrospect and a New Translation. The
Chemical Educator, 3, 1-4.

5 Viquipédia (en francés). https://ca.wikipedia.
org/wiki/%C3%80cid_rac%C3%A8mic (consul-
tado el 29-01-2023).

7 Sunombre estd grabado en la Torre Eiffel jun-
to a dos cientificos que se citan mas adelante:
Dumas y Hauy.

8 Racemic acid. 1854. Anénimo. Pharmaceutical
Journal. Pharmaceutical Society of G.B. XIII,
110-113.

9 Berzelius, J. J. 1830. Om sammansattningen...
egenskaper. Kongl. Svenska Vetensk. Akad. Han-
dl. 49, 49-80.

© Biot, J.B. 1838. Sur I'emploi de la lumiére po-
larisée pour maniféster les différences des
combinaisons isomériques. Annales de Chimie
et Physique, T 69, 22-32.
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Sciences (AdS), en la que exponia el enig-
ma asi: “El paratartrato y el tartrato de sodio
Yy amoniaco tienen la misma composicién
quimica, la misma forma cristalina con los
mismos dangulos, el mismo peso especifico,
la misma doble refraccidn y, por lo tanto, el
mismo dngulo de los ejes dpticos. Disueltos
en agua, su refraccion es la misma. Pero el
tartrato desvia el plano de la luz polarizada y
el paratartrato es (6pticamente) indiferente,
como Monsieur Biot ha observado en toda
la serie de estos dos tipos de sales; pero la
naturaleza y el nimero de los dtomos, su dis-
posicion y sus distancias, son los mismos en
los dos cuerpos que se comparan™.

Esta nota causé mucho asombro en Pas-
teur porque, basandose en los conocimien-
tos de cristalografia que habia adquirido de
los trabajos de Hauy y Delafosse, no alcan-
zaba a comprender cémo dos sustancias
idénticas podian tener efectos tan diferen-
tes sobre la luz. Decidié estudiar meticulo-
samente los cristales y sabia, refiriéndose
a la nota de Mitscherlich, que M. Biot habia
realizado el experimento del cientifico de
Berlin con una muestra de acido racémico
con los mismos resultados. Sin embargo, al
repetir Pasteur el trabajo del Mitscherlich
advirtioé un pequefio detalle que se les habia
escapado, tanto al quimico aleman como
a Biot. Después de un examen microsco-
pico de cristales, observé que superficies
faciales menores de los cristales de acido
tartarico y sus sales estaban orientadas en
el mismo sentido, hacia la derecha, y en
solucién desviaban la luz polarizada hacia
la derecha (dextrogiros). Pasteur pensé que
el &cido racémico (paratartrato), al no tener
accién sobre la luz, debia proporcionar cris-
tales simétricos. Se apresur6 a examinar
sus cristales y se llevd una gran sorpresa
al encontrar que el racémico 6pticamente
inactivo, preparado segun las indicaciones
de Mitscherlich, contenia dos tipos de cris-
tales, unos idénticos a los del acido activo
y otros que presentaban caras asimétricas
(disimétricas en los escritos de Pasteur) en
sentido opuesto. Pasteur separé manual
y escrupulosamente las dos variedades
de cristales para estudiar la acciéon de sus
soluciones sobre la luz polarizada, que ya
sospechaba que estaba relacionada con la
asimetria molecular observada en los cris-
tales. Las predicciones del joven cientifico
se cumplieron con claridad manifiesta. Una

" Mitscherlich, M. (note de). 1844. Comptes ren-
dus des séances de I'’Académie des Sciences (en
adelante CRsAS). T 19, pag. 720. (Traduccién
propia del original).
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solucién desviaba la luz polarizada hacia
la derecha y la otra en sentido contrario
y ambas con el mismo valor absoluto de
su rotacion especifica. En una disolucion
conjunta de ambos tipos, en cantidades
iguales, se anulaban los dos efectos. Habia
descubierto la quilaridad de las moléculas
organicas. Sus estudios sobre la disimetria
fueron anunciados en varias sesiones de la
AdS, y publicados en 18482

Sin embargo, su descubrimiento no fue
facilmente asimilado por los cientificos con-
temporaneos. Asi, Mitscherlich, a quien le
fue presentado Pasteur, le dijo: «Vous avez
été guidé par une idée préconcue™3. Biot fue
mas alla; le pidié a Pasteur que demostra-
ra su hallazgo entregdndole cristales de
paratartrato de sodio y amoniaco que él
mismo habia preparado y habia observado
gue eran épticamente inactivos, rogandole
que los separara, como ya lo habia hecho
anteriormente. Permitasenos que el propio
Pasteur narre el desenlace del suceso: “Biot
prepard las soluciones en las proporciones
adecuadas y, cuando llegé el momento de
observarlas en el aparato de polarizacién, me
invité a su despacho; primero colocé en el apa-
rato la solucién mds interesante, la que debia
desviarse hacia la izquierda. Sin ni siquiera
tomar una lectura, solo por el color de las dos
imdgenes del campo, vio que habia una fuerte
desviacién hacia la izquierda. Entonces, muy
visiblemente emocionado, el ilustre anciano
me cogid la mano y me dijo: “Mi querido joven-
cito, he amado tanto la ciencia en mivida que
esto me hace latir el corazén™*

Pasteur continué durante un tiempo
investigando la asimetria de un buen
numero de compuestos, observando que
la mayoria de las sustancias organicas eran
asimétricas, mientras que las del mundo
inorganico tenian una imagen superponi-
ble incluso, generalizando, dijo: “El universo
es un todo asimétrico. Me inclino a creer que
la vida, tal como se nos manifiesta, debe ser
funcién de la asimetria del universo, o de las
consecuencias de la misma™>

2. Pasteur M.L. 1848. Sur les relations qui
peuvent exister entre la forme cristalline, la
compostion chimique et le sens de la polarita-
tion rotatoire. Annales de Chimie et de Physique,
3% série, T 24. 442-454.

3 Cochin, D. 1884, Les travaux de M. Pasteur. Re-
vue des Deux Mondes 3er période, 66, 841-871.

4 Ibidem. (Traduccion propia del original).

> Marchal, E., D., 1897. Louis Pasteur 1822-
1895. Annales de la Societé Belgue de Micro-
cospie. T 21, 159-188. (Traduccién propia del
original).
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Figura 1. Atomo de carbono quiral. A B, D y E representan distintos dtomos o grupos funcionales ligados
al carbono C. Los tridngulos alargados indican enlaces quimicos que se proyectan hacia fuera del plano y
las lineas discontinuas son enlaces que se localizan en el plano de la pdgina o hacia abajo del mismo.

La relevancia de la quiralidad en el
ambito alimentario es de una importancia
extraordinaria porque todo compuesto
que contenga un atomo de carbono asi-
métrico (ACA) (Figura 1)'® presenta activi-
dad optica pudiendo tener, teéricamente,
2" estereoisémeros donde n es el niUmero
de ACAs. Por ejemplo, todos los aminoa-
cidos, excepto la glicina (no tiene ACA),
tienen un ACAy la treonina e isoleucina
poseen dos. Los aminoacidos de las pro-
teinas tienen conformacion L-. Similares
consideraciones pueden hacerse para los
azlcares. Por ejemplo, la glucosa tiene
4 ACAs y la fructosa 3. En la naturaleza, la
forma habitual de la glucosa es dextrorro-
tatoria mientras que la de la fructosa es
levorrotatoria. La isomeria tiene una gran
trascendencia en los procesos bioquimi-
cos porque muchas de las enzimas tienen
una actividad especifica muy rigida. Estos
comentarios pueden aplicarse también a
los microorganismos, incluidos los de inte-
rés tecnolégico. Por ejemplo, el isémero
del 4cido lactico producido por las bacte-
rias lacticas (BAL) depende de la natura-
leza de la lactato-deshidrogenasa (LDH)
presente en el microorganismo. A modo
de ejemplo se podria mencionar que se
ha propuesto'” la determinacion de acido

' Damodaran, S.y Parkin, K.L. 2019. Fennema
Quimica de los Alimentos 4 ed. Pag. 95. Ed.
Acribia. Zaragoza.

7" De Pablo, B., Asensio, M.A., Sanz, B., Ordoiiez,
J.A. 1989. The D(-)lactic acid and acetoin/diace-
tyl as potential indicators of the microbial qual-
ity of vacuum-packed pork and meat products.
Journal of Applied Bacteriology, 66, 185-190.

D(-)lactico enzimaticamente, usando D(-)
LDH, como indicador de la alteracién de
la carne y productos carnicos envasados
a vacio, en los que predominan las BAL
claramente por encima de los microorga-
nismos aerobios. Este método se basa en
que el enantiémero D(-)LDH no existe en la
carne fresca [si hay, en cambio, el isémero
(L-) derivado del metabolismo anaerdbico
post-mortem], y su tasa aumenta con el
tiempo de almacenamiento.

lll. Fermentaciones'®

> lIl.1. Fermentacion lactica

Siguiendo sus estudios sobre los com-
puestos quirales, Pasteur dejé olvidada
una solucion diluida de paratartrato amo-
nico con algunas sales; vio que se cubria de
mohos, en particular de Penicillium (género
descrito por JHP Link en 1809). Al mismo
tiempo, noté que la solucién, al principio
inactiva, desviaba cada vez mas la luz

'8 Los autores desean expresar su reconoci-
miento a los cientificos del siglo XIX que se
mencionan en este articulo, incluidos los
quimicos que criticaron los trabajos de Pas-
teur (Mitscherlich, Berzelius, Liebig, Wholer
entre otros). Las referencias a éstos se han
realizado solamente para manifestar la dis-
crepancia, a veces en términos agrios, de los
defensores de la corriente catalitica (oxida-
cién) frente a la fermentativa (agentes biolé-
gicos). Desgraciadamente, no hubo sinergia
entre quimicos y biélogos. Si hubiera existido,
se habria adelantado el nacimiento oficial de
la Bioquimica.
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polarizada hacia la izquierda. Con sagaci-
dad (recuérdese su célebre frase “dans les
champs de l'observation le hasard ne favorise
que les esprits préparés"®) concluy6 que el
hongo consumia la forma dextrégira del
acido, dejando inalterado el levégiro. Asi,
por primera vez, el principio de asimetria
molecular irrumpi6 en el campo biolégico.
Pasteur, al pensar c6mo un ser microsco-
pico, el moho, podia ejercer una accién tan
destacada sobre la disimetria molecular, le
hizo vislumbrar nuevos horizontes y derivé
su carrera cientifica al estudio de las fer-
mentaciones, cuyos fenémenos intrinsecos
estaban entonces muy oscuros. Se dijo a
si mismo que la accién de un ente infinita-
mente pequefio no podia ser un caso ais-
lado, Unico, y deberia ajustarse a alguna
ley general insospechada. Acorde con su
maéaxima “Si je ne sais pas quelque chose, je
vais enquéter” se puso a investigar el meca-
nismo intimo del fenémeno que de forma
espontanea o dirigida venia produciéndose
y aprovechandose desde el Paleolitico.

En aquella época dominaba la teoria cata-
litica de Liebig (1803-1873); parecia la Unica
que podia explicar las acciones ininteligi-
bles que se adjudicaban a los “fermentos™°
(descomposicion de cadaveres de anima-
les y vegetales, el agriado de la leche, el
burbujeo del zumo de uva en las cubas, la
panificacién). Para este cientifico el oxige-
no era la primera causa de descomposi-
cién de los materiales nitrogenados, cuya
modificacion molecular se transmitia des-
pués a la masa en fermentacién rindiendo
nuevos productos. Hacia 1836, Schwann
(1810-1882), convencido de que la gene-
racién espontanea era falsa, llevo a cabo
un experimento hirviendo caldo, y después
de alguin tiempo fue incapaz de detectar
microorganismos ni tampoco cambios
quimicos (alteracion) del caldo. También
observé que las levaduras que se deposi-
taban en el fondo de las cubas de vino se
multiplicaban por gemaciény bien podrian
intervenir en la descomposicion de los azu-

' Frase pronunciada en 1854 en el discurso de
la inauguracién de las Facultades de Letras
de Douaiy Ciencias de Lille.

2 La palabra “fermentacion” deriva del verbo
latino fervere (hervir, espumar) y del sufijo -
mentum (medio) mas el sufijo -cion (accién y
efecto). Aparece en francés en 1539 (https://
dicciomed.usal.es/palabra/fermentacion (con-
sultado el 09/02/2023). Se cree que se utilizé
por primera vez por los alquimista del siglo
XIV aunque no en sentido cientifico sino de
forma general (https://en.wikipedia.org/wiki/
Fermentation (consultado el 09/02/2023).
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cares, pero estas observaciones, limitadas
a un caso particular, no lograron socavar
las ideas reinantes?'. Fue el estudio de la
fermentacion lactica lo que le permitié a
Pasteur objetar la teoria catalitica de Liebig.
Pasteur habia observado en el codgulo de
leche el depdsito de un material grisdceo
y, bajo el microscopio, vio que contenia,
ademas de restos lacteos, innumerables
células dispuestas en cadenas??, mucho
mas pequefas que las levaduras de la cer-
veza. Cabe suponer que recordd su propia
frase “Si je ne sais pas quelque chose, je vais
enquéter”y decidio estudiar el fenémeno.
Para ello, formul6 un medio quimicamente
definido consistente en un extracto solu-
ble de levadura de cerveza que sometié a
ebulliciéon, luego le afiadié azucar y tiza?® y
lo sembré con una pizca del material gri-
saceo y al dia siguiente observé lo sucedi-
do. Asi comunicé su hallazgo a la AdS: “Al
dia siguiente, la fermentacion era vigorosa y
regular. El liquido netamente claro en origen
se tornd turbio, la tiza fue desapareciendo
poco a poco y, al mismo tiempo, se originé un
depdsito que fue creciendo continua y progre-
sivamente a medida que desaparecia la tiza.
Ademds, se observaron todas las caracteristi-
cas tipicas y todos los sucesos bien conocidos
de la fermentacién ldctica™*. No habia duda
alguna. Pasteur habia encontrado el agente
de acidificacion: el fermento lactico.

Sin embargo, los defensores de la teo-
ria catalitica seguian obcecados en que la
fermentacién se debia, no al depésito del
fermento vivo, sino a las células muertas
en vias de descomposicion o a la materia
nitrogenada surgida durante la ebullicién.
Para disipar dudas, Pasteur llev6 a cabo un
experimento concluyente: afiadié peque-
fias cantidades de fosfatos alcalino-te-
rreos y una sal amoniacal a una solucién
de azlcar desprovista de materia organica
nitrogenada y sembro6 este licor con una
alicuota de fermento lactico vivo. La fer-
mentacién se produjo de forma normal.
AlUn mas, rematé su teoria de forma no
menos concluyente al lograr una fermen-
tacién alcohdlica tipica inoculando una

2t Marchal, E., D., 1897. Louis Pasteur 1822-1895.
Annales de la Societé Belgue de Microcopie. T 21,
159-188.

2 Mas tarde se identificarian como bacterias
pertenecientes al género Lactobacillus.

2 Latiza era fuente de calcioy, al tiempo, se com-
portaba como agente amortiguador del pH.

24 Pasteur, L. 1857 Memoire sur la fermentation
appelée lactique. (1857) CRSAS T 45, pag. 914.
(Traduccién propia del original).
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porcién infima de levadura en una solu-
cién azucarada afiadida de sales nutriti-
vas®. La hipotesis de que la fermentacion
era un fendmeno catalitico quedd definiti-
vamente abandonada.

Nacioé asi una linea de investigacion sobre
las BAL. Microbiélogos, bioquimicos, higie-
nistas y tecnélogos de los alimentos desa-
rrollaron proyectos destinados al estudio
de estas bacterias. Seria un olvido no men-
cionar al microbiélogo sueco S. Orla-Jen-
sen (1870-1949), el primer cientifico que
las estudioé a fondo y puso orden en la cla-
sificacién; sus investigaciones culminaron
con la publicacién de libro “The Lactic Acid
Bacteria"?. Poco a poco fue descubriéndo-
se la naturaleza de estos microrganismosy
sus importantes funciones, bien deletéreas
(descomposicién de las plantas, “agriado”
de la leche, alteraciéon de vinos, alteracién
de alimentos proteicos envasados a vacio)
y bien tecnolégicas [fermentaciones tan-
to de productos de origen vegetal (p.ej.,
col acida, aceitunas, ensilado) como de
origen animal (leches fermentadas, que-
sos, embutidos, etc.)]. Desde Pasteur, se
ha publicado una infinidad de articulos
sobre las BAL donde se han ido anuncian-
do los avances de su estatus taxonémico,
habitat, genética, fisiologia, metabolismo,
aplicaciones, etc. Se recomienda el libro de
Vinderola y col. (2019)¥, un compendio
de 42 capitulos del estado actual de las
propiedades y funciones de las BAL.

2 lI.2. Fermentacion butirica

Durante los estudios de la fermentacién
lactica, Pasteur habia notado que cuando
en la leche, después de la acidificacién y
precipitacion de la caseina, se producia una
fermentacién butirica, aparecia un “vibrion”
muy “agil” redondeado en los extremos.
Decidi6 estudiar el suceso y el resultado
lo comunicé en 1861 a la AdS mediante un
informe? en el que, tras manifestar que se

% Marchal, E., D., 1897. Louis Pasteur 1822-
1895. Annales de la Société Belgue de Microco-
pie. T 21, 159-188.

% QOrla-Jensen, S. 1919. The Lactic Acid Bacteria.
Ed. Andr. Fred. Hast and Son, Copenhage.

27" Vinderola, G., Ouwehand, A., Salminen, S. y
von Wright, A. 2019. Lactic Acid Bacteria: Mi-
crobiological and Functional Aspects. 5" ed.
CRC Press. Boca Raton.

% Pasteur, L. 1861. Animalcules infusoires vivant
sans gaz oxygene libre et déterminant des fer-
mentations. CRSAS, T 52, 344-347. (El texto en
cursiva, traduccién propia del original).
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sabe bien que la fermentacién lactica con-
duce a la generacién de acido lactico, una
sustancia gomosa, manita [probablemente
se referia a la manosa, (epimero de la gluco-
sa en el C-2)], acido butirico, alcohol, acido
carbénico e hidrégeno y que, textualmen-
te, “el fermento que transforma el aztcar en
dcido ldctico es diferente al que determina la
formacién del material gomoso...”, hipoteti-
za "...que los diversos fermentos vegetales no
pueden en ningun caso, aun siendo puros,
generar dcido butirico. Por tanto, debe exis-
tir un fermento butirico propio..." Después,
notifica que ha realizado multiples expe-
rimentos llegando a la conclusiéon de que,
ciertamente, la transformacion del acido
lactico en butirico se debe a un verdadero
fermento butirico que lo identifica como un
“infusorio”. Mas tarde describe este agente:
“Son bastoncitos cilindricos redondeados en
sus extremos, generalmente rectos, aislados
o asociados en cadenas de dos, tres, cuatro
Y a veces mds unidades...", ofreciendo mas
datos del “animdlculo”, sus medidas, cémo
se multiplican, cdmo avanza con movimien-
tos ondulatorios, etc. y luego indica que “..
estos infusorios viven y pululan en miriadas
en medios absolutamente exentos de oxige-
no y no solamente viven sin aire, sino que el
aire les mata” Concluye el informe con las
siguientes propuestas:

“1° El fermento butirico es un infusorio”

“2° Este infusorio vive sin gas oxigeno
libre”

“Este es, creo, el primer ejemplo conoci-
do de fermentos animales, y también de
animales que viven sin gas oxigeno libre”

Dos afios més tarde, en 1863, Pasteur, en
una sesién de la AdS propuso “.. ces mots
nouveaux aérobies et anaérobies...” para
indicar la existencia de dos clases de entes
inferiores, unos incapaces de vivir sin la
presencia de oxigeno y los otros que pue-
den multiplicarse sin este gas. Al tiempo, a
los anaerobios “les llamé “zymiques (TOpN.
levain, ferment), c’est-a-dire des ferments'?.
Con ello, habia intuido la existencia de las
enzimas que, mas tarde, en 1878, el fisiélo-
go aleman Kihne usaria este término para
acufiar la palabra “enzima”. Los términos
aérobies y anaérobies se incluyeron en 1875
en el Dictionnaire de la langue frangaise de
Emile Littré (1801-1881).

Hoy se sabe que el “vibrién” descubierto
por Pasteur corresponde a la especie Clos-

2 Pasteur, L. 1863. Recherches sur la putréfac-
tion. CRsAS, T 56, 344-1189-1194.

29



30

ESPECIAL MICROBIOLOGIA DE LOS ALIMENTOS

tridium butyricum, una bacteria gram-posi-
tiva formadora de esporas que habita en
los suelos donde juega un papel esencial
en la descomposicion del material vegetal
y es muy comun en leches acidas y quesos,
fuentes que utilizé Pasteur para su aisla-
miento y estudio. En Asia, particularmen-
te en Japon, Corea y China se utiliza como
probidtico®.

> 11.3. Fermentacion
alcoholica

Los humanos vienen utilizando la fer-
mentacion alcohdlica desde tiempos inme-
moriales para producir vino y cerveza. Un
registro en Armenia de hace 5.500 afios
contiene restos de la primera bodega de la
historia®'y en el “Himno a Ninkasi” (~1500
a.e.c.) se describe cémo fabricar cerveza.
Obviamente, la produccién era artesa-
nal y hubo que esperar al desarrollo del
microscopio (Van Leeuwenhoek, 1674)y,
sobre todo, a los estudios preliminares de
Cagniard de Latour (1777-1859), Schwann
y Kitzing (1807-1892) y definitivos de Pas-
teur para comprender las fermentaciones.
Antes de que Pasteur iniciara sus inves-
tigaciones sobre las fermentaciones, los
tres cientificos anteriores indicaron en
1837, separada, pero simultdneamente,
que las levaduras eran organismos vivos,
de forma esférica, que se multiplicaban
por gemacion y podian observarse con el
microscopio, sugiriendo que podian ejer-
cer un importante papel en la fermenta-
cion alcohdlica. Schwann incluso las llamé
“hongo del azucar”y Kutzing apostillé que
la levadura no era un compuesto, sino un
ente organizado32. Estos resultados, con-
firmados por el botdnico francés Turpin
(1775-1840), deberian haber preparado el
escenario para que los quimicos se unie-
ran ala exploracion de la actividad celular
y unieran sus recursos con las aportacio-

30 Seki, H., Shiohara,M., Matsumura, T. Miyagawa,
N. Tanaka, M. Komiyama, A. Kurata, S. 2003.
Prevention of antibiotic associated diarrhea
in children by Clostridium butyricum MIYAIRI".
Pediatrics International. doi:10.1046/}.1442-
200x.2003.01671.x.

3 Owen,J. (2011). Earliest known winery found
in Armenian cave. National Geographic.
https://www.nationalgeographic.com/culture/
article/1101117-oldest-wine-pressmaking-
winery-armenia-science-ucla (consultado
12/03/2023).

32 Manchester, K.L. 1995. Louis Pasteur (1822-
1895) — Chance and the prepared mind.
Trends in Biotechnlogy, 13, 511-515.
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Figura 2. Estudios de Pasteur sobre el vino y la cerveza.

nes de los biélogos. Desafortunadamen-
te, se desaproveché esta oportunidad
e incluso fue obstaculizada por algunos
de los quimicos més destacados de la
época. Entre ellos, Berzelius, acufiador
del término “catalisis”. Este gigante de la
Quimica no aplic6 el nuevo concepto de
la fermentacion para explicar la actividad
delalevadura, y en 1839 censurdé tan dura
como injustamente los resultados de los
bidlogos celulares sin ofrecer ninguna
explicacién alternativa plausible al fend-
meno fermentador (ref.32). Del mismo
modo, Liebig (un lider de la Quimica Orga-
nica) y Wohler (1800-1882) (acreditado por
haber sintetizado la urea), se opusieron
frontalmente a los cuatro biélogos men-
cionados, expresandolo Schlenk de esta
forma “had no experimental evidence to
disprove the cellular basis of fermentation;
instead, they resorted to polemic mockery
of the worst kind" (ref. 33). Se recomienda
al lector la lectura del articulo de Schlenk
(ref. 33) donde percibira la obstinacion y
la agria critica de los quimicos opositores
a los bidlogos.

Pasteur entr6 en la disputa a partir de
1854y, tras demostrar el origen bacteriano
de la fermentacion lactica, puso de mani-
fiesto que la levadura tenfa la capacidad
de originar un proceso fermentativo en
un medio sintético, demostrando también
que la masa de levadura procedia mayo-
ritariamente de la deplecién de azlcar.
Estos hallazgos invalidaban la teoria de sus

33 Schlenk, F. 1985. Early research on fermenta-
tion — a story of missed opportunities. Trends
in Biochemical Sciences, 10, 252-254.
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competidores, quienes mantenian que los
productos de la fermentacion surgian por
la accién del oxigeno sobre las particulas
nitrogenadas del liquido fermentable. Pas-
teur comunicé en 1857 a la AdS el resul-
tado de sus investigaciones, ofreciendo
detalles pormenorizados de sus expe-
rimentos que rebatian la teoria de sus
adversarios quimicos, citando expresa-
mente a Liebig, y concluyendo al final de
la memoria lo siguiente: “El desdoblamiento
del azucar en alcohol y dcido carbdnico es
una accién correlativa de un fenémeno vital y
de una organizacion de glébulos (levaduras)
en la que el azucar participa directamente,
proporcionando una parte de los elementos
de la materia de dichos glébulos™. Tras esta
comunicacion a la AdS, fue sucesivamente
aportando nuevos datos sobre esta fer-
mentacién, como la presencia también de
acido succinico® y glicerol*® en el medio
fermentado. Igualmente comunicé que, al
contrario de la opinién de Liebig, no se for-
maba amoniaco durante la fermentacion,
sino que aparecia accidentalmente proce-
dente de los licores del medio y las peque-
flas porciones originadas desaparecian
durante el proceso¥, Los estudios sobre
la fermentacion alcohdlicay su correlacion
con el vino y cerveza los plasmoé Pasteur
en dos libros publicados en 1866 y1867,
respectivamente (figura 2).

34 Pasteur, L. 1857. Mémoire sur la fermentation
alcoolique. CRsAS, T 45, 1032-1035. (El texto en
cursiva, traduccién propia del original).

35 |bidem 1958. T 45, 179-181.

36 |bidem 1958. T 46, 857.

37 |bidem 1958. T 47,1011-1013.
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No se va a discutir la transcendencia de
los estudios de Pasteur sobre la fermenta-
cion alcohdlica, son obvios: la fabricacion
de cervezay vinoy otras bebidas alcohdli-
cas que se venia practicando desde el Neo-
litico pasé de la artesaniay el empirismo a
una fabricaciéon apoyada por la ciencia, con
el consiguiente impacto, sin precedentes,
en las industrias correspondientes.

> lll.4. Fermentacion
(oxidacion) acética

Parece obvio que el origen del vinagre
esté directamente relacionado con las
bebidas alcohdlicas, particularmente con
el vino, ya que el alcohol se oxida espon-
tdneamente en presencia de aire merced
a las bacterias acéticas que fortuitamente
alcanzan el producto. De hecho, los pri-
meros datos que se tienen del vinagre
proceden de los babilonios y de los egip-
cios, habiéndose utilizado como conser-
vante (acidificacién), en medicina (p. ej.,
limpiar/desinfectar heridas) y en cocina
(ingrediente culinario). Los primeros regis-
tros escritos que han llegado a nuestros
dias proceden de los romanos; Apicio (25
a.e.c.-37 d.e.c) ofrece una serie de recetas
con vinagre en su tratado De re coquina-
ria'y Columella (4 a.e.c-70 d.e.c) describe
en su obra Res Rustica los ingredientes y
el proceso para la preparacion de varios
tipos de vinagre. Durante siglos, sin ape-
nas mejoras, se fue fabricando vinagre al
albur de la naturaleza hasta finales del
siglo XVI, cuando se introdujeron diferen-
tes técnicas, todas empiricas, siendo el
procedimiento de Orléans el que alcanzé
mas fama, debido a la normalizacién de
los procesos de fermentacién y envejeci-
miento.

Los primeros avances cientificos se pro-
dujeron en la segunda mitad del siglo XVII
cuando el holandés Boerhaave (1669-1738)
descubrié la necesidad de la presencia de
aire para la fabricacién de vinagre e ided
la adicion de virutas de madera (madre del
vinagre o flor del vinagre) para ensanchar
la superficie de oxidacion®, el micélogo
sudafricano (afincado en Francia) Persoon
(1761-1836) acufié el nombre de Mycoder-
ma (myco: hongo; derma: piel) para afiadir
a la lista fungica de Linneo asumiendo que
la pelicula que se formaba en la superficie

3% Bourgeois, J.F. y Barja, F. 2009. The history of
vinegar and its acetification systems. Archives
des Sciences, 62, 147-160.
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Figura 3. Mycoderma de la “flor del vino” (izquierda) y de la “flor del vinagre” (derecha). Ref 42.
Obsérvese la diferencia del tamafio: levadura y bacteria, respectivamente.

del vinagre era un moho* y Débereiner
(1780-1849), quien, segln Pasteur, escri-
bi6 la ecuacién C,H.OH + O,= CH,COOH
+H,0%.

Pasteur, partiendo de estos conocimien-
tos, se dispuso a estudiar la “flor del vina-
gre”y en 1861 anuncié a la AdS que se
producia merced a la accién de un dimi-
nuto “vegetal” que pertenecia al grupo
Mycoderma, Explicé asi su investigacion
en la AdS* al referirse a los métodos qui-
micos existentes para fabricar vinagre “no
hay nada mds oscuro, nada mds misterioso,
que este antiguo proceso de elaboracién del
vinagre, que se deja enteramente en manos
del empirismo y la rutina”y a continuacién
hipotetiza que habia dos tipos de mico-
dermos, el de la “flor del vino” (Mycoderma
vini o cerevisiae) y el de la “flor del vina-
gre” (figura 3)* al que le puso el “apellido”
de aceti. Después, tras mencionar varios
experimentos con resultados inconsisten-
tes decia: “Al cultivar esta nueva especie,
pura y sin mezclar, en la superficie de diver-

39 Ibidem.

4 Ppasteur L. 1868. Etudes sur le vinaigre, sa fa-
brication, ses maladies, moyens de les préve-
nir; nouvelles observations sur la conservation
des vins par la chaleur, pag. 45. Gauthier-Vil-
lars & Victor Masson et fils, Paris.

41 Pasteur, 1862. Etudes sur les mycodermes.
Role de ces plantes dans la fermentation acé-
tique. CRsAS, 54, 265-270. (El texto en cursiva,
traduccion propia del original).

42 Ppasteur L. 1868. Etudes sur le vinaigre, sa
fabrication, ses maladies, moyens de les
prévenir; nouvelles observations sur la
conservation des vins par la chaleur, pags.
12y 17. Gauthier-Villars & Victor Masson et
fils, Paris.
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sos liquidos alcohdlicos, identifiqué, esta vez,
la presencia de la flor del vinagre...el alcohol
se acetificaba siempre, con la formacién de
pequefias cantidades de aldehido”. Luego,
para demostrar que eran especies distin-
tas decia: “...repitamos las pruebas prece-
dentes relativas a nuestros dos micodermos
en dos vasos cerrados donde podamos
depositar, ademds de liquido (liquido alco-
hélico) y la semilla de las plantas... un volu-
men determinado de aire...el mycoderma del
vinagre capta el oxigeno del aire y lo fija en
el alcohol para rendir dcido acético mientras
que el micoderma del vino toma igualmente
el oxigeno del aire y lo fija igualmente en el
alcohol pero para rendir vapor de agua y dci-
do carbdnico™ Anuncia también que la flor
del vinagre no actla si se sumerge, y nece-
sita ubicarse en la superficie del liquido.

Liebig seguia en sus treces y no aceptd,
como ocurrié con las otras fermentacio-
nes, los resultados de Pasteur, y en 1870
publicé una memoria sobre las fermenta-
ciones en los Annales de Chimie et de Physi-
que abundando en su teoria, criticando al
tiempo los estudios de Pasteur. A raiz de
dicho articulo, Pasteur se dirigié a la AdS
y después de relatar sus descubrimientos
intenté acabar con la polémica invitando
a Liebig a realizar un experimento bajo la
supervision de los miembros de la AdS que
él eligiera**. Liebig no se dign6 responder
y en un viaje de Pasteur a Munich, Liebig

4 Pasteur, 1862. Etudes sur les mycodermes.
Role de ces plantes dans la fermentation acé-
tique. CRsAS, 54, 265-270. (El texto en cursiva,
traduccion propia del original).

44 Pasteur, L. 1857. CRsAS Note sur une Mémoire
de M. Liebig, relatif aux fermentations CRSAS,,
T73,1419-1428.
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le recibié de pie, no le ofrecié asiento a su
visitante y se neg6 a cualquier discusion
alegando que no se encontraba bien.* En
cualquier caso, Pasteur lo dejé muy claro
en el apartado Il de la 22 parte de su libro
publicado en 1868 “Etudes sur le vinaigre”
que tituld “Pas de mycoderme, pas d'aceti-
fication”.

IV. Unas notas sobre
la Pasteurizacion

Aunque el calor se ha utilizado desde
los tiempos mas remotos para cocinar y
ampliar la vida util de los alimentos, fue
el clérigo italiano Spallanzani (1729-1799)
quien intencionadamente estudié en 1768
la accion letal del calor al someter a ebu-
llicién un caldo de carne durante 60 minu-
tosy sellar después el envase, observando
gue no se alteraba“. Unos afios después,
hacia 1796, el confitero francés Appert
(1749-1841) comenzo a ensayar la forma
de conservar los alimentos y tuvo éxito al
calentar en agua hirviendo durante varias
horas productos (sopas, hortalizas, mer-
meladas, lacteos, carnes, etc.) incluidos en
botellas de vidrio de boca ancha cerrados
herméticamente y publicé un libro descri-
biendo el proceso®.

Pasteur debidé conocer estos avances y
los aplico al vino, aunque a temperaturas
menos agresivas. La tercera parte de su
libro Etude sur le vin“, titulada “Nouveau
procedé de conservation des vins”, explica
su trabajo. Comienza diciendo que “/as
enfermedades del vino son correlativas de la
multiplicacion de vegetaciones pardsitas...y
que en su ausencia... el vino envejece sin
alteracion, si se somete lenta y progresiva-
mente a la accién del oxigeno del aire”. Tras
hacer luego un breve recorrido histérico
de la alteraciéon y mencionar los méto-
dos empiricos ideados para controlar la

4 Zarka, Y. Une fermentation en cache une
autre https://www.meer.com/fr/66089-une-
fermentation-en-cache-une-autre (consultado
14/03/2023).

4 Pasteurization. https://en.wikipedia.org/
wiki/Pasteurization#History (consultado
20/03/2023).

47 Appert, N. 1810. L'art de conserver, pendant
plusieurs années, toutes les substances ani-
males et végétales. Chez Patris et Cie. Paris.

4 Ppasteur, L. 1866, Etude sur le vin. Ses mala-
dies, causes que les provoquent. Procédés
nouveaux pour le conserver et pour le vieillie,
3? parte. Victor Masson et Fils. Paris. (El texto
en cursiva, traduccion propia del original).

alteracién y afirmar su falta de eficacia,
manifiesta “Todo el problema se reduce a
evitar el desarrollo de los pardsitos” Indica
que ha ensayado varias sustancias sin
mucho éxito y finalmente dice “Para des-
truir la vitalidad de los gérmenes del vino
basta con someterlo durante unos instantes
a la temperatura de 50 o 60 (grados) y he
observado, ademds, que el vino no se alte-
ra nunca aplicando esta operacién previa”.
La AdS organiz6 una comisién para com-
probar la eficacia del tratamiento térmico
que aplicaron a dos docenas de vinos a
temperaturas comprendidas entre 50 y
75 grados. La Comision concluyo: “... esta
operacion previene sobre todo las enferme-
dades que causan la alteracién de los vinos
e incluso pueden atajarla”. No obstante,
apunta alguna critica sobre las notas de
la degustacion. Finalmente, la AdS remato:
“(el método) parece prdctico para su aplica-
cién a vinos embotellados, ya que no es muy
costoso, y lo seria ain mds si se aplicara a
cantidades mayores”. Realmente, el método
no fue muy utilizado en la practica, proba-
blemente porque se aplicaria a vinos en
estado avanzado de alteracion o, quizas,
debido a la “nebulosa” y “secretismo” que
siempre ha existido en el entorno vitivini-
cola. Sin embargo, habia nacido lo que més
tarde, en honor a Pasteur, se denominé
“pasteurizacion”.

Este apartado quedaria incompleto si no
se hiciera alguna referencia al autoclave, ya
que su invencién corri6 a cargo de Cham-
berland (1851-1908), discipulo y colabora-
dor de Pasteur. Chamberland ingresé6 en la
ENS, como asistente de Pasteur pero con
el tiempo se convirtié en uno de sus mas
cercanos colaboradores. En 1879 defendi6
su tesis doctoral titulada “Recherches sur
l'origine et le développement des organismes
microscopiques”; esta investigacion fue el
punto de partida de sus trabajos sobre la
esterilizacién, que le llevaron a disefiar una
estufa a presion para esterilizar medios de
cultivo, el autoclave. Repdsese la importan-
cia del autoclave en laboratorios, clinicas,
hospitales etc. y en el sector alimentario en
la industria conservera.

IV. Corolario

Pasteur, el cientifico que de quimico
transmuté en microbidlogo. Dificilmente
pueden unos pocos parrafos relatar los
multiples avances que Pasteur aporté a la
Ciencia. Puede decirse que fue un cientifi-
co que estudié fendbmenos que se creia se
conocian perfectamente en su época, pero
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sus perspicaces investigaciones demos-
traron que eran erréneos. Asi, ademas
de descubrir la quiralidad de sustancias
quimicas, demostré que la fermentacion
es un fenédmeno quimico esencialmente
subordinado a unos entes microscépicos
vitales, en sus palabras “infusoires” y varias
especies de “mycodermas”. “Voila comment
le savant que s’est occupé de cristallographie,
de physique et de chimie entre dans le domai-
ne de la physiologie. Voild comment il abor-
de aujourd’hui la question si controversée de
générations spontanées avec le concours de
sciences mathématiques, physiques et chimi-
ques, et comment des expériences précises
Jettent déja une si vive lumiére sur différent
points de I'histoire des corps vivant.” Es asi
como se expresaba el portavoz Chvereul
(1786-1889) en su informe sobre Pasteur,
cuando ante los comisarios de la AdS le
otorgaron en 1861 el premio Jecker®

Sirvan estas pdaginas para honrar la
memoria de un Cientifico, con mayuscu-
la, quien, movido por su curiosidad, una
virtud que cualquier investigador deberia
cultivar con mimo, ponia en duda certezas
consuetudinarias, disefiaba experimentos
para demostrar sus hipotesis y, finalmen-
te, obtuvo resultados que sentaron las
bases de la microbiologia moderna. Gra-
cias, Pasteur.

4 Rapport sur le Prix Jecker, année 1861. La
Section de Chimie, a 'unanimité, décerne le
prix Jecker, pour 'année 1861, a M. Pasteur.
CRsAS, T 73, 1419-1428.
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