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EXCELENTISIMO SENOR,

SENORES ACADEMICOS, SERORAS Y SENORES:

_ Es costumbre, plenamente justificada, que los académicos elec-
tos, en el acto solemne de su recepcién, inicien sus discursos con pa-
labras de gratitud a la Academia que les honré al otorgaries una de
sus preciadas medallas. En este caso, la costumbre es grata e inex-
cusable obligacién vy desearia que mis palabras de gratitud fueran
pocas, pero que, sin artificios oratorios, os hicieran conocer la in-
tima sinceridad de mis sentimientos.

Ni siquiera en la época de juventud, en la que toda noble am-
hicién es plausible, me permiti forjarme la ilusién de que mis ta-
reas cientificas llegarian algin dia a merecer ser premiadas con el
maximo honor de figurar como académico de numero entre vos-
otros. Mucho menos podia pensar en ello ahora, cuando los aiios
v las penas han trabajado mit caracter, logrando que, en las €osas
terrenas, mire mas hacia el pasado que hacia el porvenir y conozca
el escaso valor de lo conseguido en mi labor investigadora, en re-
lacidén con lo que me propuse v con lo que emprendi. Vocacién de-
finida para los estudios bioquimicos v microbiolégicos v perseve-
rancia en esta vocacién: he ahi los Unicos méritos que, sin necia
vanidad ni falsa modestia, puedo reconocerme,

FEscasos méritos, ciertamente, v aun mas si se considera que
mi vocacion hallé apovo al encontrar temas de aplicaciéon a mis
astividades profesionales, satisfaccidn en la acuciante aspiracién
de buscear la verdad, en la medida en que cs posible a los humanos,



. . - 6 —

y confirmacién diaria a mi fe, al proporcionarme ocasién de me-
ditar en la complejidad de la vida de los mas pequeiios seres vivos,
en la que se refleja el orden y la grandiosidad de la obra divina con
evidencia sélo comparable a la que nos ofrece la inmensidad de los
espacios estelares.

Es i6gico que, como compensacion a la escasez de mis méritos
cientificos, ofrezca a esta Real Academia la voluntad de proseguir
con renovado afdn mi modesta labor.

Acrecen la responsabilidad que hoy contraigo y, al mismo tiem-
po, hacen mas estimable el alto honor recibido, el hecho de suceder
en la medalla ndmero 2 al R. P. Luis Maria Unamuno e Irigo-
ven, O. S. A. (g. s. g. h.), v el recuerdo de otro académico falle-
cido, compaiiero v maestro del que os habla, el ingeniero agréne-
mo D, Mariano Ferndndez Cortés, inolvidable para mi por tantos
motivos cientificos y afectivos.

La labor del R, P. U'namuno fué ingente v ejemplar. Labor ca-
llada, eficaz, alejada de vanidosas exhibiciones, plena de seriedad
v de honradez cientifica, comenzada gracias a una voluntad y a una
vocacién decididas y continuada sin desmavos, en orientacién rec-
tilinea. E1 P. Unamuno consagré su vida al servicio de Dios v de
ispana, v su actividad intelectual, al conocimiento de la Micro-
flora micoldogica espaiiola, desde el primer. trabajo que conocemos,
«Contribucién al estudio de la Flora micolégica de la provincia de
Oviedo» —Congreso de la Asociacién para ¢l Progreso de las Cien-
cias, Bilbao, 1919—, hasta los muy numerosos que vieron la luz
cn fos afios 1940 al 43.

L.as dos obhras del P. Unamuno, premiadas por esta Real \cao-
demia de Cicncias Exactas, Fisicas v Naturales, tituladas, «Enu-
meracién v distribucion geografica de los esferopsidales de la Pen-
insula Thérica e Islas Baleares.—Familia esferioiddceos» (1933) v
«Enumeracién v distribucidn geogrifica de los ascomicetos de la
Peninsula Thérica e Islas Balearesy (1941), son los trabajos mas co-
nocidos por los no especialistas, por tratarse de obras de conjunto;
pero son también valiosisimos los muv numerosos articulos publi-
cados en el Boletin de la Real Socicdad Espaiiola de Historia Na-
tural v en otras revistas cientificas, integrando una magnifica apor-
tacidn, continuadora de la del ilnstre micélogo Dr. Gonzédlez Fra-
onco, que fud ol que supo transmitir al P. Unamuno Ia entusiast)
aficién al estudio de los hongos.

Recientemente han sido publicados eshozas biogrificos del Pa-

dr- Unamuna, enn notas hiblipgrificas de su lahor cientificn v
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no es ésta la ocasion de hacer un detenido examen critico de esta
labor, tarea, por otra parte, que excede en mucho a mi compe-
tencia en la sistemdtica micoldgica; pero no puedo dejar de recor-
dar, como notas caracteristicas de la vida de mi sabio antecesor en
Ia medalla nimero 2 de esta Real Academia, las modalidades de
su formacidn cientifica en el campo de la investigacién, simulta-
neando con sacrificio la inicjacién de sus trabajos de investigacion
con sus deberes. religiosos y con las tareas de ensefianza en los Co-
legios Agustinos de Tapia y Llanes, la sencillez de su trato y el
don de transmitir sus conocimientos a cuantos, honrandonos con
su amistad, le consultdbamos con frecuencia.

Dccatdo en sus fuerzas fisicas por las penalidades sufridas du-
rante los afios de la dominacién roja en Madrid, pero en plena in-
tegridad de voluntad vy posibilidades, reanudé el P. Unamuno su
labor en el afio 1939, y nunca fué mas fructifero su trabajo. Tra-
bajando le encontré la muerte, que seguramente no le sorprendid,
porque no suele sorprender a los hombres de vida tan ejemplar
como la suva.

* Kk ¥
Antes de entrar en ¢l tema de mi disertacion —«la fermenta
cién citrican— creo preciso explicar brevemente las razones que me

llevaron a preferirlo a otros mas amplios. que, por ello, pudieran
parecer mas adecuados para una sesion solemne y plenaria. El tema
elegido ¢s continuacién del que desarrollé magistralmente el Re-
verendn P, Unamuno en el acto de =u recepcion en esta Real Aca-
demia; desglosa, para detallarla, una de las actividades bioquimi-~
cas de los hongos microscdpicos susceptibles de aplicacién practi-
2 a la industria, v esta aplicacién puede redundar en servicio de
la economia espanola. La fermentacién citrica es, todavia, una de
las mas imperfectamente conocidas en su mecanismo intimo, no
nhstante los numerosisimos trabajos de que ha sido vy es pbjeto;
ninguna de las hipotesis con que se pretende explicar la transfor-
macion de los azicares en 4cido citrico ha logrado plena confirma-
cidén experimental; no se ha podido provocar esta fermeintacion cn
segura ausencia de células vivas, v las variaciones de rendimiento
<on enormes, no sélo en razén de la influencia de factores conoci-
ifos, relativos a la composicién quimica v constitucion fisicoquimi-
ca delos medios de cultivo, sino también como consecuencia de
variantes de raza o estirpe de los hongos v de las condiciones ¢n



(ue anteriormente prosperaron. Asi, la fermentacion citrica es un
maravilloso ejemplo de facultad sélo en parte hereditaria, y, al pa-
recer, no adquirible por habituaciéon directa, sino por paso por me-
dios de cultivo, cuyo modo de accidn sobre las conidias, para ac-
tivar la acumulacién de 4cido citrico por los micelios que de ellas
proceden, es hasta hov desconocido.

No son pocos los autores que opinan que las dificultades para la
interpretacion quimica de los frnémenos que dan origen al 4cido ci-
trico, por via micoldgica, derivan del hecho de que el citado acido no
par.ce 5.t un producto normal de las actividades de ciertos hongos,
“ino, mas bien, de la detormacién de las mismas por ciertos estimulos
desfavorables (escasez de nitrégeno, valores pequedios de pH, etc.).
La hipétesis es verosimil, pero precisamente esa desviacién de la nor-
mal fisiologia celular aumenta el interés de su estudio, porque la rup-
tura, provocadua, de la armonia de los fendmenos bioldgicos, constitu-
ye una magnifica técnica para intentar desentrafiar la complicadisima
trama de éstas.

Por altimo, el conocimiento profundo de la fermentacién citri-
ca tendrd como consecuencia ¢l mas perfecto de la bioquimica de
ciertas funciones fisioldgicas de los seres superiores, porque sabe-
mos que el 4cido citrico es producido por células de tejidos anima-
‘les v vegetales de muy alta complejidad estructural, El hecho tiene
precedentes : la fermentacién alcohdlica, de la que son agentes cau-
sales hongos unicelulares (las levaduras), ha servido de¢ base para
edificar buena parte de la Bioquimica, no s6lo en lo que a fermen-
‘taciones se refiere, sino también en campos muy alejados de la M-
crobiologia.

El tema que me atrevo a abordar ofrece, por tanto, un interés mas
general de 1o que a primera vista pudiera creerse,

* ¥ ¥

FEn 1893, Wehmer publica los primeros trabajos acerca de la
produccién de 4cido citrico (a partir de los azicares) por algunos
hongos filamentosos, muy andlogos a los Penicillium, a los que,
por «sta propiedad, incluve en un género diferente, Citromyees,
aunque poco mas tarde la reconoce también en Penicillizm luteum
v Mucor piriformis, cuva actividad fermentativa citrica es muy
débil.

El mismo Wehmer, en el clisico «Handbuch der Technische
\liknlogie, de Lafar, inciste en estimar, como caracteristien fua-
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Jdamental y distintiva de los hongos pertenecientes al género Ci-
tromyces, la de producir cantidades notables de acido citrico. Al-
gunas especies de otros géneros producirian sélo trazas, y el s-
pergillus niger seria tipico agente de una fermentacién oxdlica. Esta
definicién bioquimica del género Citromyces perdura a través de
los trabajos de Mazé y Perrier, de Buchner y Wustenfeld, en 1909,
y en los de la misma época y posteriores dei propio Wehmer, has-
ta que, en 1913, Zahorski halla mucho Acido citrico en cultivos de
Aspergillus niger y, mas tarde, Thom y Currie publican trabajos
que confirman plenamente la gran actividad de muchas razas de
edte udltimo hongo para la fermentacién citrica.

Sucesivamente, Buktewischs, Falck y Van Beyma, Tamiya e
Hida, Schaposchnikov y Manteufel, Sumiki y otros, demuestran
las posibilidades de produccién de citrico por otras especies de As-
pergillus y por ciertos Penicillium; pero se reconoce al grupo del
Aspergillus niger como el que posee las razas en las que es posible
encontrar los mas enérgicos agentes de la produccién del citado
4cido. Pronto se dan cuenta los investigadores de que la fermen-
tacién citrica no es propiedad fisioldgica ligada a la especie, sino,
dentro de ella, a la estirpe o raza, y que descendencias muy empa-
rentadas botdnicamente manifiestan grandes diferencias ~n esta ac-
tividad bioquimica, sin que tales diferencias se acusen con ceTieza
en la intensidad de la coloracién de las conidias, ni sean siempre
estrictamente correlativas con otras caracteristicas fisioldgicas, ta-
les como la tolerancia a las mas altas acideces reales de los medios
de cultivo, principales sefiales indiciarias propuestas para la elec-
cién de las especies v razas de Aspergillus maq activos en la fer-
mentacion citrica.

Muy pronto también, en los trabajos de Wehmer publicados
en 1906, aparece Ja nocién de la variabilidad del poder fermenta-
tivo en la descendencia de una raza de hongo, alguna vez unida
a sintomas de degeneracién morfoldgica, pero otras veces sin va-
riantes acusadas ni en el micelio ni en las hifas fértiles. «Degene-
raciones fisioldgicas», origen de grandes dificultades para la expe-
rimentacién comparativa v para las mas recientes aplicaciones téc-
nicas, industriales, del proceso  Degeneraciones de causa oscura,
que no pueden ser consideradas como mutaciones, porque son casi
siempre reproducibles en cultivos en serie sobre ciertos medios v
regenerables por cultivos, también en serie, sobre otros substratos.

En la literatura relativamente antigua encontramos noticias de
muchos tanteos de regeneracion de hongos que perdieron o vieron



- 10 -

disminuida en gran proporcién la facuitad de producir acido citri-
co; pero los resultados son contradictorios, y solo son relativamen-
te eficaces el método de conservar los cultivos a baja temperatura
despuds de la maduracion de las conidias y el de separar estas pron-
tamente de los velos miceliares.

En 1940 comencé a realizar algunos trabajos sobre 'a fermen-
tacion citrica, y en 1941 tuve la fortuna de poder continuarlos, ¢n
la Seccidn de Fermentaciones del Instituto Cajal, con mayores me-
dios materiales v, lo que vale mas, con la colaboracion de los pro-
fesores y auxiliares de dicha Seccién, \ todos ellos, v en especial
a los primeros, debe ser atribuida una gran parte de la labor reaii-
zada en éste y en otros temas de investigacion, v asi me complazeo
¢n reconocerlo.

Pronto logré una descendencia de Aspergillus niger, la nime-
ro 3 Instituto Cajal, que a la caracteristica de no producir ni trazas
de acidos oxélico ¥ glucénico (en cultivos en liquidos fuertemente
4cidos), une la de ser bastante activa para la fermentacién citrica.
La tolerancia del Aspergillus, raza numero 3. a las altas concentra-
ciones de iones de hidrégeno es muy elevada, y crece bien, sin for-
mar conidias, en medios con pH = 1,7.

Cuando se cultiva el Aspergillus niger nitmero 3 sobre medios
con pH igual o superior a 2,0, la formacién de hifas fértiles va
siendo progresivamente més rapida v lujuriante, v correlativamen-
te disminuven las proporciones de #dcido citrico acumulado, Cuan-
do el pH del substrato es = 7,0, la formacién de acido vxalico pre-
domina.

Hechos absolutamente analogos fueron muchas veces registra-
dos (para otras razas de Aspergillus) por diversos investigadores,
v de modn egpecial por Frev, en un conccido v fundamental tra-
bajo publicada en :Archiv fiir Mikrobinlogic (Segundo tomo, pagi-
na 272, 1931).

Pero también, pasados pocos meses, pudimns observar la de-
generacién fisiolégica de nuestra estirpe de .1spergillus. Al prin-
cipio logrdbamos muchas veces rendimientos superiores a 40 gra-
mos de 4cido citrico por cada 100 gramos de azicar consumida;
después, los rendimientos fueron descendiendo hasta rebasar por
excepcién el 10 por 100 del azicar gastada.

En aquellas fechas (1940-1942), las dificultades de intercambio
de documentacién cicntifica con paises extranjeros, consecuencia
de la sucesiéon de la guerra actual, inmediatamente después de la

deonuestre liberacidn, fueron causa de que tuvidramos que atener-



nos a lo publicado hasta 1936 v, por tanto, a los métodos de rege-
neraciéon que han sido citados anteriormente.

Fracasamos en cultivos sobre rajas de limén, aciduladas o no
con 4cidos clorhidrico, sulftirico y citrico, sobre caldo de judias
verdes, anilogamente acidificado..., etc., v no bastaron a detener
la degeneracién las precauciones relativas a la técnica de recolec-
cién v conservacion de las esporas.

En puestros tanteos, logramos, por el contrario, relativo éxito
reiterando los cultivos sobre un medio solidificable; el agar de
mosto de uva, peptonade al 1 ¢ al 2 por 1.000. En este medio no
conseguimos mas que una parcial regeneracién de la facultad fer-
mentativa, citrica, del hongo, pero estabilizamos esta facultad de
una manera que podemos considerar definitiva, ya que se ha con-
firmado sin excepcién durante tres afios en mas de 30 series de
ensayos. Cuando nos fué posible volver a establecer €l intercam-
bio cientifico con las naciones neutrales y con algunas de las be-
ligerantes en el actual y tremendo conflicto bélico, nos informa-
mos de técnicas para nosotros nuevas, y entre ellas nos ha dado
excelente resultado la debida a Chrzascz y Zakomorny, fundada
en la reiterada siembra de las conidias de Aspergillus miger en
agua de malta, a la que se adiciona el 1 6 el 2 por 100 de peptona.
Al tercer pase por este medio de cultivo advertimos una sensible
regeneracién de la facultad acumulativa de 4cido citrico en el 1i-
quido Starck, que aceptamos como medio de cultivo «standards
para la fermentacion (1).

Continuando la regeneracién del Aspergillus niger nim. 3 (en
cultivos sobre malta p:ptonada) la estabilizamos conservando los

(1) Preparamos el liquido Starck, segin la siguiente formula:

Sacarosa ... ... .o eer n cn i o e v e e o .. 10 A 20 gramos
Nitrato amémco 0,2 n
Fosfato monopotaclco e e e e e e e 0.1 »
Sulfato magnésico cr:qt'xltr\do e e e eyl 0,02 »

Agua desnlada hasta completar 160 cc.
Ajustamos el pH a valores comprendidos entre 1,7 v 1,8,

En alguna expenencm utilizamos el acido clorhidrico en sustitucion del sul-
furlco para el ajuste de la concentracién de hulrogemones sin sensible variacién
de los resultados. Para poder comparar éstos en series de ensayos, es indispen.
sable utilizar en ellos vasos de la misma clase de vidrio. En muchas expe-
riencias hemos usado matraces conicos de vidrio Jena y, en otras, frascos ciifn-
dricm de boca ancha, de vidrio nacional, tan neutro como nos fué posible ha-

tiarlo en el comercio. Las impurezas del agua destilada y de los productos qu1-

1atcos pueden jugar un papel importante y es :mnw]'\blo emplear los mis
puros v en todo caso siempre pracedentes de la misma firma v de idéntica
calidad.
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cultivos, esporificados, sobre agar-malta e agar-mosto peptonado,
a temperatura préxima a 0e.- Con este proceso logramos, como
Chrzascz y Zakomornv, resultados cada vez mas halagiiefios, y
nos falta poco para restituir a nuestro Aspergillus las mas altas
actividades de acumulacién de acido citrico que registramos en
las experiencias iniciales con cultivo de la estirpe salvaje, recién
aislada del medio natural (rajas de limén contaminadas por el aire).
Pero, si para la técnica de la fermentacién citrica es importante
lo conseguido, nadie, que sepamos,-ha investigado acerca de la
cuestién fundamental de hallar las causas intimas de los descon-
certantes fenémenos de degeneracién v regeneracién fisiologica
que ocupan hoy nuestra atencién y son objeto de nuestro estudio.
En todo caso, las hipétesis de trabajo que nos atrevemos a formu-
lar en vista de algunos resultados de nuestras investigaciones, ne-
cesitan la exposicién previa de aquellas con que se ha pretendido
explicar el mecanismo de la fermentacién citrica. Seria fatigoso
enumerarlas todas; pero es interesante examinar las que repre-
sentan mejor las diversas tendencias v estdn més de acuerdo con
hechos experimentales, entre los cuales pueden hov considerarse
como plenamente confirmados los siguientes:

l.e La fermentacién citrica es un fenémeno que se realiza sélo
en oxibiosis. En cultivos en condiciones de anaerobiosis no hay
formacién de 4cido citrico v correlativamente al descenso de la pre-
sién de oxigeno por debajo de un cierto limite, disminuye hasta
anularse la proporcion de citrico,

2> Los preparados enzvmaticos obtenidos por los métodos
usuales, a partir de los micelios (deshidratacién por la acetona v
acetona-éter: desecacién rdpida, al vacio, a temperatura . modera-
da; autolizados por xilol, toluol, etc.: jugos de maceracién de los
micelios secos: agua de lavado de micelios frescos, en avuno, etc.)
no se han mostrado capaces de producir la menor cantidasd de aci-
do citrico en liquidos azucarados. Simola v \lapeuso logran hacer
producir dcido citrico, en proporciones de décimas de miligramos, a
mic Hos ce Aspergillus niger, inamente molidos, macerandolos du-
rante dos a veinticuatro horas en soluciones de sustancias ternarias
ta~do malic, a ido pirtvica, mezela de ambos dcidos, dcido acéticn
v mezcla de acidos acético v malico), con un 0.5 por 100 de bicar-
honato sodico. El hecho s interesante; pero, a mi juicio, no per-
mite conclusiones definitivamente favorables a la posibilidad de
producir fermentaciones citricas en ausencia de células vivas, por-



gue ni es improbable que, después del molido, queden porciones
integras de las hifas miceliares, ni los métodos de andlisis son se-
guramente probantes para tan minusculas concentraciones de Aci-
do citrico, en liquidos de composiciéon tan compleja como los que
resultan de las experiencias descritas. Claro es que de ningin modo
puede deducirse de lo expuesto que la fermentacién citrica se rea-
lice sin intervencion de enzyvmas, v si s6lo que algunos de elios se
hallan tan ligados a la estructura de la célula que no sabemos, has-
ta el dia, separarlos sin destruirlos, lo que no es ciertamente ex-
cepcional en el campo de los enzvmas oxidantes que podriamos
llamar «respiratorios», v ocurre, por ejemplo, para los citocro-
mos a v b, que aun no han podido ser extraidos de las células en
las cuales el estudio espectroscdpico demuestra su presencia.

3.> El 4cido citrico es consumido por el hongo, y la cantidad
que encontramos, en cada momento, en los liquidos de cultivo es
la que resulta como diferencia entre el Acido producido y el gas-
tado. Por eso hemos hablado antes de la facultad de acumular
4cido citrico v no solamente de la de producir dicho 4cido.

4 En un gran nimero de investigaciones, comprobadas por
nosotros con la estirpe nimero 3 de Aspergillus niger, se ha po-
dido demostrar que el aumento de concentracién de las sales ni-
trogenadas (casi siempre nitrato amdnico) en los medios de cul-
tivo, origina una notable disminucién de la acumulacion de acido
citrico, hasta anularla, si la proporcién de nitrato es elevada.

5.0 Para los Aspergillus niger, las mavores cantidades de ci-
trico se hallan en cultivos sobre medios de pH bajo (1.7 - 2,0).
Para cada especie v raza de hongo productor de citrico la cifra de
pH 6ptimo varia, pero es general la tendencia favorable a la acu-
mulacién de 4cido citrico en medios en las que es alta la concen-
tracién de iones de hidrégeno.

6. Knoop y Martius logran sintetizar ¢l acido citrico por via
quimica, no bioldgica, partiendo de los dcidos succinico y oxala-
cético; y

7.2 Mediante sintesis bioquimicas, se ha llegado a obtener aci-
do citrico en diversos productos v tejidos animales después de la

, adicién simultanea de los acidos succinico v oxalacéticn o milica,
o del primero v acido fumarico: en papilla de cerebro adicionada
de 4cido oxilico o de 4cido succinico; en orina, a la que se afiaden
diversos 4cidos orgdnicos, v, finalmente, hariendo actuar micelios
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integros de Aspergillus niger sobre medios en los que las sustan-
cias carbonadas son; el 4cido maélico, el oxalacético y el pirtvico,
aisladamente, o en mezclas binarias malico v piravico, pirtvico
v oxalacético v malico v acético. (Investigaciones de Hallman, Si-
mola v Alapeuso, Krusius y Kosunen.)

La produccién de 4cido citrico por micelio de hongos filamen-
tosos cultivados sobre liquidos con 4cido acético, acido maélico o
mezcla de ambos, en presencia o en ausencia de glucosa, ha sido
especialmente estudiada por Chrzascz, Tiukow v Zakomorny. Los
rendimientos son mayores en presencia de la glucosa y también
cuando se utiliza el acetato de calcio, en lugar del potdsico o el
sédico, 1o que introduce una nueva complicacién en el problema,
al demostrar influencia (posiblemente indirecta, pero efectiva) de
ciertos cationes, algunos de ellos seguramente biogenéticos.

En un cierto nimero de hipétesis, las mds antiguas, acerca del
mecanismo de la fermentacién citrica no se tiene en cuenta la posi-
bilidad de la formacién de citrico por sintesis de productos terna-
rios con cadenas en C, y C,, que sélo fué demostrada en época
posterior a aquella en que fueron formuladas las hipétesis a que
nos referimos, pero como en ellas existen elementos de juicio que
son todavia aprovechables, no debemos silenciarlas, en absoluto.

Mazé v Perrier creen que la fermentacidn citrica se inicia con
una fermentacién alcohdlica que llega a sus productos finales, gas
carbonico v alcohol; el-tltimo seria oxidado, como alimento ener-
gético, e integrado en los plasmas, como alimento plastico, pero
cuando en los medios de cultivo escasea o falta el nitrégeno nece-
sario para la formacién de los compuestos cuaternarios indispensa-
bles a las nuevas hifas, las mas viejas son autolizadas v uno de los
productos de esta autolisis seria el 4cido citrico.

Los trabajos de Buchner v Wustenfeld contradicen formalmen-
te la anterior hipétesis, porque en ellos no se logrd obtener acido
citrico en cultivos de hongos sobre liquidos con alcohol: pero,
mas tarde, Chrascz, Tiukow v Zakomorny, operando con micelios
va formados (segundos cultivos) sobre liquidos de graduacién al-
cohdlica no demasiado elevada, demuestran para varias especies de
Penicillium la facultad de transformar el alcohol en 4cidos orgdni-
cos, entre ellos el citrico. .

Por el contrarin, los hechos experimentales siguen oponiéndose
a la hipdtesis de Mazé v Perrier en lo que se refiere al origen pré-
ximo, por autolisis, del dcido cftrico. En infinidad de investigaciones
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{entre ellas las nuestras) se ha confirmado la posibilidad de hacer
producir acido citrico a los micelios méas jévenes, en los que no cabe
admitir Ia existencia de fendmenos autolfticos. Es mds, con el hongo
regenerado la produccidén de acido citrico es muy grande en las
primeras horas, en relacién con el azucar consumido.

De los fracasos en trabajos con preparados enzymaticos deduce
Amelung qtie la produccidon del acido citrico depende de procesos
metabdlicos, {ntimamente ligados con la vida de los hongos y no
es ilégico relacionar esta hipétesis con la Kostyvtschew, la del
mismo autor v Tschesnokov v la de Schober.

El primero de los citados investigadores supone que el 4cido
citrico es un producto secundario (no un producto intermedio) en
los ptocesos de-sintesis de las proteinas de los hongos; el acido
citrico serfa un elemento «fracasado» en la sintesis de las proteinas
{«misslungener Baustein der Eiweisstoffe»). El mismo autor, con
Kostytschew, aflade que, si bien no puede dudarse que el 4cido
citrico procede de los azticares que se ofrecen a los hongos, no deri-
va de los procesos respiratorios, sino de la participacién de dichos
azticares en los de i{ndole plastica de sintesis de proteinas.

LLos razonamientos con que tratan de apovar su hipdtesis no
estdn siempre de acuerdo con hechos experimentales, observados
por nosotros, v menos justificada atin parece la hipdtesis de Schoe-
ber que cree podria buscarse el origen del acido citrico en las des-
aminaciones de ciertos aminodcidos, fenémenos de metabolismo
regresivo, que aproximan esta hipotesis a la mds antigua de Mazé y
Perrier. _

LLas hipétesis que suponen, por el contrario, que el acido citrico
es un producto de la oxidacion de los azlcares, intermedio en los
procesos respiratorios, tienen su més tipica representacién en la de
Butkewitsch que admite que el azticar seria oxidado para formar,
primero, acido glucénico o 4cido 2-cetoglucénico v después (por
condensacién intramolecular v rotura de cadena ciclica, por oxida-
¢ién) acido citrico. En cierto modo, esta hipdtesis no es muy dife-
rente de las que admiten lns procesos siguientes : )

a) Aztcar — Acido sacdrico — Acido 2-4 dicetoadipico —
— Acido acético + Acido oxalacético —» Acido citrico.

b) Azicar —  Acido sacarico — Acido 3-4 dicotoadipico, del
que procederia el acido citrico por rotura analoga de la cadena,
en cuerpos con 2 v 4 atomos de carbono v posterior resintesis de

Ios mismos.
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Los apoyos experimentales para todas estas hipdtesis (que pu-
diéramos llamar de mecanismos puramente deshidrasicos) son muy
escasos y aleatorios, pero en alguna de ellas encontramos ya, como
origen proximo del acido citrico, la sintesis final de productos con
cadenas en C, v C,, sintesis confirmada por los trabajos modernos.

Son extraordinariamente interesantes las observaciones de Vir-
tanen y de Chrascz v Tidkow acerca de la relacién entre el meta-
bolismo de los compuestos nitrogenados y la produccién y demo-
licién del 4cido citrico. Virtanen afirma que los 4cidos fumarico y
citrico son piezas para la sintesis de los aminodacidos en la bioquimi-
ca de las plantas superiores v que precisamente en los tejidos en
que se hace menos intensa (o0 cesa) la sintesis de las albiiminas es
en los que se acumulan los acidos fumdrico y succinico, malico y
citrico.

Det hecho de que la provisién de aminoacidos, lejos de hacer
disminuir, favorezca la acumulacion de A&cido citrico, deducen
Chrzascz v Tiukow que esta acumulacién no depende del metabo-
lismo sintetizante de las proteinas; en otra comunicacion demues-
tran la posibilidad de obtener, por via biolégica, acido citrico par~
tiendo de peptonas, v relacionan este proceso con la formacién de
acido acético en la demolicién de las mismas.

l.os mismos autores, en fecha anterior a la de los trabajos a qué
acabo de referirme, formularon una hipdtesis que, aunque nos pa-
rece incompleta, no estd en desacuerdo con ninguna observacién
experimental ni con la fecunda teoria de uniformidad de los meca-
nismos de demolicién de la molécula de azucar en los comienzos de
los procesos fermentativos, aunque falte todavia bastante para con-
siderar comn suficientemente comprobadas todas v cada una de las
reacciones que integran la citada hipdtesis. Segin ella, el mecanis-
mo de la produccidén de Acido citrico por los hongos (trabajan con
un Penictllium de especie no determinada, al que designan Peni-
cillium Xy seria el siguiente: la molécula de azicar sufre primero
la demolicién conforme al proceso de fermentacién alcohdlica, es
decir, que es transformada, sucesivamente v previa fosforilizacién,
en acido pirdvico v, después, en aldehido acético. '

Este dltimo serfa oxidado v daria origen al dcido acético, ¢l cual,
por la accién de deshidrasas, se transformaria, a su vez, en dcido
succinico v éste en acido fumdarico. El Oltimo, por adiciéon de una
molécula de agua, pasaria a dcido malico levogiro v este acido, con
parte del acido acético restante, darian, por sintesis, origen al acido
citrico. Las reacciones serfan, en resumen :
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Cs Hy; Oy —> Excision en cuerpos en C,, fosforilados — Desfosfori-

lizacién — 2.CH,;. CO - COOH — 2 CO, +- 2. CH, - CHO

2 CH; - CHO + O, — 2 CH, - COOH

) CH, - COOH
CH, - COOH) 4+ A. (aceptor de hidrégeno)—AH, + |
CH, - COOH CH, - COOH
CH, - COOH CH - COOH
| ~+ A. (aceptor de hidrégeno) — AH: + ||
CH, - COOH CH - COOH
CH - COOH

i + H: O - COOH - CH, - CHOH - COOH.
CH - COOH

CH; - COOH--CH.: - CHOH-COOH+-A. (aceptor de hidrégeno)—

CH. - COOH
‘ OH
AH, = C COOH
CH: - COOH

[.os aceptores de hidrégeno pueden ser los mismos o diferen-
tes y como uno de ellos actiia el oxigeno molecular.

El rendimiento tedrico maximo de 4cido citrico resulta ser, segun
el anterior esquema, de dos moléculas de 4cido por cada tres molécu-
las de hexosa, es decir de 71,1 por 100 ¢n dcido citrico anhidro v de
77,8 por 100 en acido citrico cristalizado, con una molécula de agua.

Partiendo de la sacarosa el rendimiento en citrico cristalizado
podria llegar, como maximo, al 81,8 por 100 (1o que equivale al 75 por
100 en 4cido anhidro).

[.a primera parte de este esquema no ha sido plenamente de-
mostrada, pero no le faltan totalmente apovos experimentales, pues-
to que muchos hongos son capaces de producir, en anoxibiosis,
fermentaciones alcohdlicas, si bien no figuran entre los mas acti-
vos, en este aspecto, los Citromyees, Pentciliium v Aspergillus, ma-
vores productores de 4cido citrico. En todo caso, como acertada-
mente apuntan Chrzascz v Tiukow, no es preciso, para dar por
valida su hipétesis, suponer que ¢l mecanismo inicial de la fermen-
tacton citrica sea idéntico al de la fermentacion alcohdlica por leva-
duras, con tal de que en una v otra se Hegue al aldehido acético,

pieza clave de un rran ndmera de praocesos fermentativos,
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Para la produccién de acidos succinicos y fumarico existen mas
pruebas experimentales, Buktewisch y Fedoroff los obtienen en
cultivos de Mucor Stolonifer a partir de acetato célcico, v e la fermen-
tacién fumdrica parece que son productos intermedios el alcohol, el
acido acético y el acido succinico. En cultivos de algunos Penicillium
ha podido ser demostrada la presencia de ios 4cidos succinico, fuma-
rico y malico y en lo que se refiere a la sintesis del dcido citrico, par-
tiendo de 4cidos con dos v cuatro atomos de carbono, las pruebas
son concluyentes y numerosas.

Pretendiendo completar la hipétesis que acabo de Lomentar en
consonancia con los hechos que observamos en nuestras experien-
cias, seguimos un camino bastante penoso, pero que esperamos sca
fecundo.

En numerosas series de cultivos, en variadas condiciones, ve-
nimos determinando diariamente las proporciones de azdcar consu-
mido y de 4cido citrico acumulado (como diferencia entre produc-
cién y consumo). Obtenemos de este modo graficos que sugieren
mas ideas que las simples cifras de acumuiaciéon de citrico en un
plazo dado o de aquellas otras de la maxima produccién, a veces
registrada con una sencilla acidimetria global, dato seguramente
insuficiente. En los graficos se hace patente el aspecto completo de
la resultante del proceso sintetizante v del de demolicion del acido.,

Asi, pronto pudimos advertir dos fenémenos que creemos muy
interesantes :

1. Entre los factores que influven decisivamente en la acumu-
lacion de acido citrico en los cultivos sobre Starck, figura ¢l poten-
cial redox del liquido de cultivo.

2.2 La regeneracion del hongo parece dctcrminar una notable
disminucion de la intensidad de la demolicién del acido citrico,
hasta el punto de que es probable que la produccidon de acido no
sea mucho més intensa con Aspergillus regenerado, estribando las
diferencias de acumulacion principalmente en las de consumo del
acido citrico por el hongo.

f.a base experimental de nuestra primera afirmacion se halia
en el resultado de investigaciones diversas de Nandri (J. M) v
del que os habla.

La adicion, al medio de cultivo, de un 1 por 1000 de carbon ve-
getal («Carbo lignis pulviss, de Merck) provoca una activacion de
la produccion de dcido citrico, reflejada en la disminuc:on del -
mero de dias precisos para alcanzar la concentracion maxima de
acido v en un ligera aumento de la misma, sin que pueda atribuirse
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esta accién a la influencia de la minima proporciéon de materias
minerales afiadidas (impurezas del negro vegetal) ya que las expe-
riencias se llevan comparativamente con cultivos a los que se afia-
dieron las cenizas de la misma proporcién de carbén, ni tampoco a
incremento del peso de los micelios, que si es sensiblemente mayor
en los primeros cultivos con carbén, no presenta diferencia nota-
ble en los segundos cultivos; debe tratarse, por tanto, o de la ac-
cidn de microfactores organicos, activantes, o de aumento del po-
tencial redox del medio, merced a la introduccién en el mismo de
una proporcion considerable de oxigeno, adsorbida por el carbén.
De estas dos posibilidades parece mas probable la ultima.

En efecto, pretendiendo orientarnos, en primera aproximacion,
acerca del poder oxidante o reductor de los substratos separados del
micelio en cada uno de los dias que dura el cultivo, hemos proce-
dido en bastantes series de experiencias a determinar el tiempo de
decoloracién del 2-6 diclorofenolindofenol en tubo Thunberg (a
32¢ de temperatura, en vacio): con liquidos de cultivo del Asper-
gillus niger nim. 3, sélo parcialmente regenerado por reiteradas
siembras y conservacién en agar-mosto-peptonado al 2 por 1000,
a razon j,CidO cf}rico acumulado L s o :

Azticar consumido 1€ maxima siempre (en cul-
tivos con o sin carbon, con distintas concentraciones de azucar,
etcétera) cuando el tiempo de decoloracion fué aproximadamente

de 56 minutos, v la misma razén disminuy$é mucho cuando la re-
duccidn del indicador de potenciales redox se realizaba en tiempes
que, en mas o en menos, diferfan sensiblemente d- 1 antes citado.

- Ko evident que los anteriores resuliados no permiten todavia
conclusiones terminantes, porque en los tiimpos de decoloracion
d1 2.5 diclorofenolindofenol influven muchos factores v, sobre todo,
porque no aperamos en presencia de los micelios, lo que elimina la
intervencion de los complejos enzvmaticos  intimamente unidos al
contonido de las células, entre los que seguramente figuran algunos
de los causantes de la fermentacién citrica; pero de todns modos nos
parece que no debe de cstar exenta de significacidn la apuntada coin-
cidencia, tanto mas cuanto que, siguiendo igual técnica con los subs-
tratos de cultivos de hongos regenerados por el método de Chrzascz
v Tiukow, 1os resultados varfan totalmente ; los potenciales redox son
much) mavores, ta d-coloracion del 2-6 diclorofenolindofenol no es
nunca completa v los tiempos para llegar a idénticas decoloraciones
parciales varian muy poco en los distintos dias de cultivo, sin que
se acuse carrelacion entre tiempos v acumulacion de Acido eitrico.
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Un hecho mas parece confirmar la citada correlacién (quizas no
de causa a efecto, pero muy légica) entre potenciales redox de los
substratos y acumulacién de citrico en cada fase del cultivo. Genaro
Alas estudia, en el Instituto Cajal, la sintesis bioldgica del acido
citrico por Aspergillus niger mim. 3, en medios de baja cifra de p H
y partiendo del acido acético, del acido l.mdlico v de mezclas de
ambos 4cidos, como sustancias ternarias en ausencia de azticares;
los rendimientos son minimos o nulos, pero en una experiencia aia-
de un reductor orgdnico no toxico, la hidroquinona, v logra produc-
cién sensible de 4cido citrico. Aunque la experiencia ha de ser rei-
terada v completada con otras investigaciones, actualmente en cur-
s0, no parece que la hidroquinona deba influir de otro modo que
como donador de hidrégeno.

No son, por el contrario, nada demostrativos nuestros €nsavos
de aicidn conjunta de diferentes proporciones de cloruro ferroso
v férrico, conservando constante la concentracion global de hicrro,
Durante el-cultivo v desde las prim.ras horas (se trata de segundos
cultivos bajo micelio anteriormente desarrollado) la casi totalidad de
los ion s férricos es reducida v s6lo al cabo de 10 o 12 dias una parte
de ion s ferrosos pasan a férricos, cuando casi todo el aztcar ha sido
consumflo ; las concentraciones en Acido citrico en los distintos dias
de cultivo dan cifras errdticas v curvas irregulares v solo parece ad-
vertirse alguna mayor acumulacion de sty 4cide en las series en las

Foam b
que la relacién ————— fué inicialmente préxima a 2. Es posible
Feo =
que los compuestos de hierro influyvan en la fisiologia del hongo de
modo complejo v no s6lo modificando los potenciales redox del me-
dio de cultivo, lo que explicaria fos desconcertantes resuitados ob-
tenidos.

Nuestra segunda deduccién, relativa a la causa de la mayor acu-
mulacién de 4cido citrico en los cultivos con hongo «regeneradon, se
funda también en el examen comparativo de los graficos de fermenta-
cién con hongo, antes y después de pases sucesivos (no menos de tres)
por malta fuertemente peptonada.

ILas diferencias son enormes. Con el hongo «degenerado» la con-
centracién de 4cido citrico, por unidad de peso de azdcar consumi-
do, es muy pequefia en los dos primeros dias, crece luego hasta un
maximo que se registra hacia el 6.° dia para los cultivos sin carbon.
v en el 4.° (aproximadamente) cuando se ha anadido el 1 por 1.000
de carbén vegetal, v después decrece muv aprisa, mas rapidament.
en los eultivos con carbdn. Por el contrario, cultivando 1 hongo



«regenerado» y, de modo mas acusado (hasta hoy) cuanto mayor
ha sido el nimero de pases previos por agua de malta, la razén

Acide citrico , .
Azlicar gastado es bastante grande después de 24 horas, disminu-
ye mas tarde para volver a crecer desde el 4.°-5.° dia de cultivo; al-
canza el maximo entre los dias 7. y 9.° (maximo muy superior al
logrado con hongo no regenerado) y vuelve a decrecer en dias suce-
sivos, pero de un modo muy lento e irregular, hasta el punto de que
en alguna serie registramos cifras muy altas (en cultivos sin carbon
vegetal) en los dias 11.° y 12.° en los cuales, con hongo no regene-
rado, ap. nas se llega a rendimientos del 3 6 del 4 de 4cido por cien-
to de cacarosa utilizada

Ante estos hechos no nos parece improbable que la activacion de
In facultal de acumular 4cido citrico se deba a modificaciones del
complejo dehidrasico contenido en las conidias, seglin que sean ob-
renidas en medio «regenerante» o «degenerantey v en este orden de
idea . comonzamos a investigar :

1. La actividad de demolicidn del ac:do citrico, en ausencia de
aziicar v otras sustancias ternarias, por los micelios de hongo «de-
generado» v «regeneradon ;

2.+ La presencia o ausencia v las actividades de los enzymas de-
hidrasicos y oxidantes (citocromo, peroxidasas, etc.) que pudieran
estar contenidos en las conidias de Aspergillus, antes y después de
regeneracion; v

3. La caracterizacién de lipidos que, en forma cristalina, Se se-
paran abundantemente en ciertos cultivos de Aspergillus nim. 3 so-
bre liquido Starck, en condiciones de amplia oxibiosis, v sobre medios
a base de 4cidos orgénicos (acético o acético v malico).

Resumiendo, la hipétesis de Chrzascz v Tiukow, las observa-
ciones de Virtanen y nuestros propios trabajos nos hacen aceptar ¢l
siguiente esquema, al que, por el momento, no se opone ningdn h--
cho experimental, aunque ello no quiere decir que deba considerar-
se como definitivamente establecido :

1.* Fase. \ztcar —s Procesos andlogos a los iniciales de la fer-
mentacion aleohdlica —  Aldehido acético + Gas carbonico,
2.2 Fase. Aldehido acéticon { + dehidrasa) — Acido acctico
Acido acético + Aeido acético
{ + dehidrasa) —» Aetdo succinico

Acido fumérico ( + hidrolasa) — Necido 1, mdhico,
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3.* Fase. Acido acético + Acido 1. malico —» Acido citrico +
Agua.

(+ dehidrasas u oxidasas) -— Gas

/' ;.
45 Fase. Acido citrico . C2TPOnmico + Agua.

NH, (sinteasas) — Aminoacidos
—» Proteinas.

Evidentemente el esquema de la 4.* Fase estad muy resumido y no
incluye mas que el término inicial (o mejor dicho uno de los térmi-
nos iniciales) y los finales. El proceso de demolicién, por oxidacién,
del 4cido citrico, se realizara en reacciones acopladas, con produc-
tos intermedios, tales como los 4cidos acetondicarbénico y formi-
o, o el acido aconitico, o el oxdlico, que quiza se acumule, en cier-
tas condiciones de cultivo..., etc.; pero el examen de estos fenome-
nos rebasa el tema de este discurso,

En la anulacién o, al menos, en la disminucion de los fenéme-
nos que se resumen en el esquema de esta 4.* Fase, parcce que po-
dréa influirse con mayvor eficacia que en los que integran las tres pri-
meras. El efecto favorable de las menores o nulas concentraciones
de sales amoniacales y el de la regulacion de oxibiosis v de los rH,
del medio ,quedan explicados... provisionalmente.

De propdsito, v para no abusar de vuestra excesivarhente bené-
vola atencién, no me ocuparé de los glicidos preferibles como mate-
rias primas para la fermentacidn citrica (la sacarosa en primer tér-
mino), ni de las exigencias de los Aspergiilus para su nutriciéon mi-
neral. ni de las temperaturas adecuadas ni, finalmente, del efecto
favorable de la ag'tacidn v de la dfeminucidn hasta ~lorto 'm'ie o
cociente;

Volumen del liquido de cultivo

Superficie libre

cuestionts bien conocidas por haber sido objeto de muchas investi-
gaciones, que han pasado al libro, después de ser publicadas en re-
vistas cientificas.

Pero no quisiera terminar mi disertacién sin abordar, aunque sélo
sea de pasada, el tema de las aplicaciones industriales de ia fermen-
tacion citrica.

Hace afios funcionaban en el extranjero muchas fabricas (la de Tir.
lemont, en Bélgica, v otras en Estados U'nidos, Rusia, etc.), que tra-
bajaron o siguen trabajando conforme a patentes cuvo detalle es poco
o nada conocido. A Espafia le interesa producic el Acido citrico qua



23 —

precisa para sus industrias de estampados, enolédgica, farmacéutica, de
refresco y jarabes, para finalidades médicas y de laboratorio, para fu-
turas aplicaciones a las industrias de resinas sintéticas partiendo de los
acidos citracénico e itacoénico, pero jamas, que yo sepa, lo ha pro-
ducido nuestra patria en cantidad importante y, por muchas razo-
nes, no conviene basar la fabricacién exclusivamente en la materia
prima jugo de limén. Es urgente disponer de procesos y patentes
espariolas para la fabricacion de 4cido citrico por fermentacién de
caldos azucarados de escaso valor ¥ de produccién nacional, y con
esta orientacion hemos comenzado algunas investigaciones. Como
materias primas utilizables ensayamos, de momento, no sélo las me-
lazas, sino también los jugos de tubérculos de pataca y Asphodelus,
los de higos v tamhién mostos de uva, para los cuales las utilizacio-
nes que los estiman en razén Unica de su riqueza azucarada pueden
ser un recurso que absorba excedentes de produccidn ¢n afos de
bajos precios. Parece que sélo dos obsticulos serios habran de ser
superados en el trabajo industrial con alguno de los caildos -itados
v con otfros ,naturales : la proporcién demasiado alta de coloides hi-
dréfilos v ola también cxcesiva de compuestos nitrogenados «noci-
YOS, que no sera para la fermentacidn citrica el mismo que en azu-
careria es designado abreviadamente con este nombre.

1 lo que se refier a la influnc’a de ciertas custancias en dis-
persion coloidal, sobre los rendimientos de ta fermentacion citrica,
los trabajns de Jacobi v Schwartz parecen demostrar la especitici-
dad de accitn v la d cisiva de las concentraciones para los coloides
de oro, agar, alblimina, silice, metilcelulosa, azufre v aceite de rici-
no sulfonaldo, citados en orden de mavor a menor actividad favora-
ble a la acumulacidn de Acido citrico: la dosis dptima para el agar
serfa la del 1 por 1.000, v a partir de ella todo aumento de concen-
tracidn deprimiria la cosecha de eitrico hasta anularla,

En franea contradiccidn con los anter‘ores resultados se hallan
10s obtenidos en nuestras experiencias de adician de agar al iquido
Starck en segundlos cultivos de Aspergillus niger, raza nim, 3, del
Instituto Cajal. La accidn de pequefias dosis de agar sobre el creci-
miento de los micelios es enorme v, hasta la de 1 gramo por litro,
creciente con la concentracidn, pero al mismo tiempo tales dosis,
aun la minima ensavada de 0,25 gramos de agar por litro de subs-
trato, ejerce una indudable accién deprimente en Jas acumuliciones
de acido citrico, quiza explicable, en parte, por la relativa anaero-
hinsis en que se encuentran as capas de fquido, debajo de micelios
tan gruesos v consistentes como los que se forman en preseacia de dis-



persiones de agar y también por el mayor consumo de azticar que su-
pone el citado y lujuriante crecimiento del hongo sobre tales subs-
tratos.

En todo caso, la explicacién es incompleta v la accién depri-
mente de la fermentacidn citrica debe tener, ademds, causas mas fun-
damentales y definitivas.

Se comprende, por lo expuesto, que cada materia prima =xigira
un estudio especial, pero en ningin caso la presencia o el exceso de
coloides constituird obsticulo insuperable v los métodos de deses-
pumado, de adicién de taninos o de taninos y colas, de ferrocianuro
v sales férricas, de fosfatos y cal, etc., son recursos preciosos facil-
mente af “cables a la industria.

Con algune e ellos hemos obtenido va resultados parciales, alen-
tadores, en el trabajo con melazas.

Mas tarde, y en ensayos semi-industriales, hahran de realizarse
investigaciones encaminadas a obviar ¢l inconveniente que supone,
para el trabajo en gran escala, el cultivo del Aspergillus sobre liqui-
dos, con muy amplia superficie libre. Pero unos y otros ensayos ha-
bran de fundarse en el conocimiento, tan perfecto como sea posi-
bte, del mecanismo de Ja fermentacidn, v los téenicos habran de
‘ontar con la primordial labor de los investigadores de ciencia pui..

Con el esfuerzo de unos v otros, Espana puede aspirar a ithrarse
de las carencias de 4cido citrico, como 'a que actualmente sufrimos,
v del desembolso de divisas que suponia la importacién anual de
unos 60.000 quintales métricos del citado acido, cantidad que debe es-
timarse como minima necesaria y no como tope de produccién na-
cional, porque nuestra industria se encuentra, felizmente, en fase de
reconstruccién superadora del pasado v puede llegar a ser exporta-
dora del importante producto que nos ocupa, derivado, por fermen-
tacion, de los aziicares, sintetizados a su vez gracrias a la energia foto-
quimica que Dios nos concedié superabundante bajo los cielos espa-
fioles.

H: dicho.
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EXCELENTISIMO SEROR,

SENORES ACADEMICOS, SENORAS, SENORES:

Al ingresar en la Real Academia de Ciencias D. Juan Marcilia
“Arrazola, son muchos los valores v representaciones con que se en-
riquece nuestra corporacion : Ingeniero, profesor de ingenieros,
maestro en los medios mas varios-—entre cuidadas selecciones de
alumnos y en ambientes rurales—, organizador de ensefianzas su-
periores v medias, investigador ajustado v preciso, estudioso firmi-
simo, coherente e infatigable. .

LLa personalidad de D. Juan Marcilla no necesita presentacio-
nes que la destaquen ni memorial de méritos que traten de probar
la clara evidencia del acterto v la justicia con que la Real Academia
l¢ lamé a su seno. Marcilla es muy conocido en muy diversas esfe-
ras, v conocido no como una facil informacién superficial, sino con
aquella callada admiracién cordial, mezcla de entendimiento y co-
razén, que se produce cuando el conocer se hace afecto v el afecto
refluve en un mejor conocer, v el paso repetido de las cualidades
personales por nuestra atencidn, da ese re-conocimiento, ese re-co-
nocer, aue no se elabora por simple empuje dei talento, por poten-
cia de trabajo, por cualquier condicién dilatada pero unilateral, sino-
que es sintesis de una comprensién pluridimensional, integrada por
la variedad de aspectos v reflejos en que se manifiesta !a persona-
lidad.

Marcilla es muy conocido v muy estimado, v para valorar 'a
valfa v pureza de esa estimacion, podemos acudir a un reactivo mui-



tiple v singular, simple para evitar que los pcriodos de su fabrica- .
cion lo impurifiquen de convencionalismos diffcilmente separables :
podlemos acudir al juicio de los escolares.

Para los alumnos actuales y antiguos, para todo el ya largo cau-
21 anos—de las promociones adoctrinadas en su cétedra, Mar-
cilla va no profesor, sino compaiiero, es siempre D. Juan Cordial
admiracion ajena a exteriores acuiamientos y a convenidas exalta-
cion s, fluir cstimativo a cuya hondura hay que buscar raiz.

La figura persistente, imborrable, de D, Juan, aparecc ante sus
alumnos, primezro, con un fuerte pedestal de justicia, £l cumpli-
m'ento de sus deberes de jucz e ha llevado a producir muchas bajas,
pero en la extensién de los desaprobados nunca se ové a un que-
joso. Prestigio de una rectitud sin quiebras desviantes ni vacilacio-
nes ondulantes. Bondad serena, sostenida, sin refracciones al variar
de medio, Exigencia firme v respetada que hace trabajar y valora
¢l trahajo v lo muestra no s6lo como cam:no de éxito a rodos acce-
sible, sino como deber social v profesional a todos requerido. La
justicia tiene ast no sélo inquebrantable diafanidad de teorema, sino
calor de humanidad y de servicio, pasion v rectitud.

.2 justicia tiene que ser para todos v ,desde luego, para si mis-
mo. Y asi Marcilla es siempre ese prbfcsnr «jemplar, entregado,
con la mente puesta en la ensedanza v en los alumnos; ese profesor
que se pone al nivel de los alumnos para conducirles siendo el pri-
mero de ta clase ; ¢l primero no sélo en ¢l rango v en los conocimien-
tns firmes, sino.en la preocupacién cuotidiana de la labor de cada
uno, en ei trabajo, en la dedicacion, en el cuidado diario, en el deta-

dal

fle pedagdgiro, en el estudio fuerte. Justicia para todos, comenzan-
do por si mismo. Pero en Marcilla mas aue ia exigencia del profesor
ejemplar, ddd estudiose gue hace estudiar, se da el optimismo del
trabajo que se propaga, que induce al trabajo, que anima v promue-
ve la compenetracién con los alumnos, no por abundosa expansion
verhal, por temperamentales galas dicharacheras, sino por la fuerza
misma del trabajo. que es entretenimiento v vocacién. fermentacion
qu se propaga e incorpora a su direccién plasmadora,

«Somos mas cultos que especializados», lamentaba, hace ya al-
gunos afos, Bermidez Cafete, una victima del furor rojo. Y cuan-
do los alumnos de ingenieria agronémica han atravesado la ampli-
tud de la ensefianza media, v la extensa preparacién del ingreso v
los primeros afos generales de ingenierfa, cuande al tercer afio de
carrera—mas los de ingreso-—llegan a Microbiologia, Marcilla es ¢l
potente encais hiclégico, el primer encanzamiento hioquimico de un
caudal de estudioso desparramado sin ptisa por dreas de generali-
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zacion. Y esta fuerza orientadora de Marcilla se debe no solo a ia
naturaleza de la disciplina que ensefia, sino a cémo la ensena, a su
practica de la docencia. La Ciencia en Marcilla Profesor no es una
Irrupcion ni un asomo, es un cauce; no es un brillante «aqui estoy
YO», sino una grata invitaciéon a un «por aqui debéis transitarv.,

La obra docente de Marcilla no estd confinada en los imites de
la ensefianza superior, en la que ha forjado una direccién de traba-
jo, ha establecido una disciplina, sin que hasta nuestros dias otros
centros comenzasen a preocuparse en desarrollar e¢sa inmensa zona
de la Microbiologia industrial, no patoldgica. (Han sido los recien-
tes decretos de ordenacién de las Facuitades - universitarias los que
han creado cétedras de Microbiologia en las Facultades de Farma-
cia v Ciencias.) Marcilla ha sido también el realizador de las ense-
nanzas de capataces enolégicos, con un éxito paralelo a la sencillez,
a la vital v callada eficacia, a la ausencia de burocraticas titulacio-
nes con que esios cursos ejemplares y fecundos se han desarrollado.

Queramos o no, en este mundo de limitaciones estamos obliga-
dos a optar v a elegir, que es tomar esto renunciando a aquello.
Y existe una dualidad entre Ja honda estrechez del trabajo y la
‘abierta amplitud de la cultura. En esa dualidad, Marcilla, docente,
prefiere el trabajo; le importa mucho menos que falle Ta memoria;
le int resa hacer mds que decir. Naturalmente, Marcilla profesor ¢s
un valiosisimo hombre de Laboratorio—; qué puede ser, en Cien-
cilas experimentales, un hombre no de lLaboratorio ?—-pero esto no
quiere decir nada que signifique compensacién de una deficiencia -
del profesor expositor. Por el contrario, Marcilla explica con ele-
gancia de expresién v precisidon dialéctica, con jugosa amenidad,
con naturalida:l impresionante, cualidades que son fruto natural de
la familiaridad cientifica, Explica muy bien porque esas materias
que ensefia han absorbido largamente su trabaje v su estudio, Vive
lo que sabe vy ensefia lo que vive. Por eso ensefia deleitando. Y esa
. s la rafz d» su potencia docente, de su fuerza encauzadora, del afec-
to mismo de sus alumnos.

De esta plenitud del Protesor es facil derivar otra zona de acti-
vidades académicas de Marcills. Buscan ios que ensefian idiomas
despertar el interés psicoldgico, y ponen en la monotonia de los ejer-
cicios, incentivos de amenidad o de utilidad proxima. También el
laboratorio resultaria arido, como continua repeticion de ejercicios y
operaciones sin atisbar, al menos, en ellos una inmediata aplicacion
préactica o una alineacién experimental capaz de franquear la entrada
en ~1 campo de 1a investigacion.,
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Ll laboratorio pueds cnsenar una scerie de andlisis o elaboracio-
n.s sin hilacién intencional, o puede recibir, aun en la inicial do-
cencia, el requerimicnto de una finalidad que trascienda hacia la in-
vestigacion. Sc forjan asi unas clases practicas, hilvanadas unas
con otras, v también con el trabajo de los demds, a través de la bi-
bliografia. El profesor que da estas clases es investigador., Marcilla
es un investigador concienzudo. Sus trabajos tienen una solidez
cientihca e tricta, praetrante, que ensarta schre las variedades sis-
tematicas las diferencias de funcionalismo, las variaciones fisiolo-
gicas, la diversidad de¢ producciones v rendimientos en ¢l proceso
fermentativo. [.a ciencia pura le debe la contribucién al esclareci-
miento de complicados procesos bioquimicos, y esta misma ciencia
es la que ha llevado a Marcilla a salvar cosechas que representaban
la principal riqueza de nuestros pueblos rurales.

Ante hombres de esta solidez se difuminan las vallas artificiales
que a veces se quieren crear entre ciencia v técnica; vallas que tie-
‘nen el valor de esos problemas resueltos a partir del resultado, al
que siguen el desarrollo v el planteamiento.

El cientifico ¥ ¢l técenico, el docente v el investigador viven en-
trelazados, mejor, fundidos en las actividades v trabajos de don
Juan Marcilla, Tras una carrera alcanzada con matricula de honor
todos los afios v con titulo final de honor, fué destinado a la Esta-
cion Enoldgica de Villafranca del Panadés, dirigida entonces—ario
1910—por el ilustre ingeniero agrénomo don Cristébal Mestre, AfH
completé su formacién viticola v enoldgica e inicié su formacion
microbiolégica, '

En esa época

1911—siguié un curso de andlisis electroquimico
en la Universidad de Lausanne y realizé un viaje de estudios para
conocer el funcionamiento de Centros cientificos de la especialidad
a la que se dedicaba, en Francia v Suiza. .

Siguié la estricta direccién téenica al pasar a la Estacion Ampe-
lografica Central, dirigida por el eminente ampelégrafo don Nico-
las Garcia de los Salmones, desde donde desarrollé trabajos profe-
sionales en Navarra v en Madrid, Y esa orientacién aplicada alcan-
76 la culminacion de la citedra de Viticultura v Enologia de 1a Es-
cuela de Ingenieros Agrénomos, abtenida por concurso de méritos
en 1925, Pero, al mismo tiempo, a su impulso estrictarmente cienti-
fico se debe la creacidn de la catedra de \Microbiologia agricola en
la Escuela, »nsefianza que profesa juntamente con las de Viticultu-
ra v Enologia. Desde el afio 1912 al 1933 visitd varias veces Holan-
da. Italin v Suiza. para conocer ol Centraalthurean voor Schimmel-



— 33 —

cultures, de Baarn; las Estaciones de Quimica Agricola, en Roma;
de Enologia, en Asti, R. Escuela Superior de Agricultura de Pe-
rusa y diversos centros cientificos helvéticos. Centros cientificos ¢
instalaciones industriales de la zona renana tuvo ocasién de cono-
cerlos en 1939, con ocasién del V Congreso Internacional de 'a Vid
y el Vino, en Kreuznach.

No perturba la Técnica el empuje del cientifico ; del mismo modo
que en el Marcilla delicado perito en el arte de catar y escudrifiar
v analizar sabores de vinos y de sus mezclas y edades, viven aque-
llas aptitudes de fina percepcion que le Hlevaron, en la entracda de 1a
juventud, a los estudios musicales: solfco, violin, piano,. armonia.

Marcilla retine las mas diafanas cualidades del investigador : la-
boriosidad, penetracién, perseverancia y, ademas, sencillez. Senci-
ltez que es facilidad de comunicacién, pronta vinculacién de cola-
boradores. Y aun mas, acogida alentadora. Sencillez que es estimu-
lo de laboriosidad, porque ve en el trabajo continuado la razén de
los éxitos grandes y pequefios que trae, como fruto natural, el
curso de los dias. El cristianismo profundo de Marcilla produce
esa sencillez que estd en lo intimo de su personalidad, y no ya sélo

“como una consecuencia virtuosa de la modestia, sino ademas como
posiciéon de una inteligencia religiosa abierta, que no roncibe que
la marcha del mundo vaya a pender del descubrimiento de una mo-
dalidad fermentativa, de una nueva representacién del mecanismo
atémico, o de, cualquiera de esas obras culminantes del entendi-
miento, esfuerzo précer de la razén humana, cuyo feliz resultado
es como un parpadeo estelar en la inmensidad celeste.

En 1933 Marcilla fué nombrado Director del Centro de Investi-
gaciones Vinicolas de la Fundacién de Investigaciones Cientificas
v Ensavos de Reformas, v alli, con sus colaboradores los ingenie-
ros sefiores Alas v Feduchy, desarrollé el estudio de las levaduras
de flor de los vines de Jerez, cuva sistemdtica v fisiologia eran en-
tonces casi por completo desconocidas. Como habia surgdo la céte-
dra de Microbiologia Agricola por el empuje de su dedicacién a
esta disciplina, se forjé una escuela investigadora por la laboriosi-
dad inteligente, orientada v orientadora, del profesor Marcilla, una
Seccién de Fermentaciones. En dicha Seccién se siguieron inves-
tigaciones acerca de cuestiones tan importantes como levadura-pien-
<0, fermentacion citrica, fermentacién butilica e isopropilbutilica, fija_
ci6n del nitrégeno gaseoso por los microorganismos, ete. El Instituto
Cajal vié asi dilatarse sus actividades por la amplia extensién que
concibié don Santiagn v que exigia el titulo de Instituto de Inves-
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tigaciones Bioldgicas. La actividad de esta Seccidon vy de otras que
han venido a rebasar el cauce de los «Trabajos del Instituto Cajals
de caracter histolégico, ha producido una nueva revista, que cons-
tituye otra serie de los trabajos del Instituto, la serie designada con ¢}
subtitulo «Secciones de Fisiologia, Fermentaciones, Virus v Quimi-
ca Biolégican. )

Vocal, desde el primer dia, del Consejo Ejecutivo en el Conse-
jo Superior de Investigaciones Cientificas, es actualmente su Vice-
presidente 2.° Y es que Marcilla, ademés de un profesor destacado,
de un investigador profundo, de un estudioso incansable, es un
colaborador eficaz en la tarca general que incumbe a todo espaiiol.
No construyd con sus dotes un compartimento de inhibicién; no
polarizé su especializacién para desviarse de los grandes debercs
" comunes, Y cuando fué liberado Madrid, cuando acabd el régimen
de checas que también hubo de sufrir Marcilla—{fué levado a !a
de Fomento—, el Ministerio de Agricultura fe designd inmediata-
mente Delegado, en la capital, del Director General de Agricultura,
hasta ¢l traslado del Ministerio de Burgos a Madrid. También fué
nombrado [hrector de la Escuela Especial de Ingenieros Agréno-
mos v Profesional de Peritos Agricolas, inmediataments con carde-
ter interino y luego con cardcter definitivo, por e Ministro de Edu-
cacion Nacional, quien le nombré, asimismo., miembro del Conse-
jo de Nacional de Educacién. v Presidente de su Seccidn cuarta.
En ambos Ministerios, de Agricultura v de Educacién Nacional,
ta labor de Marcilla ha sido valorada con las mas altas distinciones
v le ha sido otorgada la gran Cruz del Mérito Agricola v la gran
Cruz de Alfonso ¢l Sabio.

También ha tenido el Profesor Marcilla actividades profesio-
nales privadas, desde la ens:fanza de matemdticas on Academias
pre’pamtoﬁas de ingreso en FEscuelas eepecinles, oue comenzd al
matricularse del primer afio en la carrera de ingrniere agrinoma,
para atender al sostenimiento de su familia, hasta trabajos de or-
ganizacidn, construccidn v direccidn de bodegas ~ooperativas on
Cintruénigo, Pedafiel, I.a Seca, Alcdzar de San Juan, Leiro, San-
ta Maria de los Llanos, etc. Su orientacién vinicola no fe ha ene-
mistado con la hidriulica, v es'también autor de pequedias obras
de regadio v construcciones agricolas en Brunete, San \lartin de
la Vega, Simancas, Alcald de Henares, ote.

Ha colaborado don Juan Marcilla en diversos Congresos in-
ternacionales de 1a vid v del vino. de plantas tropicales; en reunio-
nes de expertos, ete., celehrados en Roma, Lonsana, Ambrr 20 Soe



—_—35 —

villa, Madrid, etc. Ha proyectado su prestigio en la vida cienti-
fica agronémica de Portugal, y ha contribuido asf a dar fijeza y
solidez intelectual a la creciente cordialidad lusoespafiola.

Podemos considerar de un modo muy sumario algunos de los
trabajos cientificos del Profesor Marcilla.

Cuando leemos su Conlribucion al estudio de las levaduras que
Jorman velo sobTe ciertos vinos de elevado grado alcohdlica ad-
vertimos que somos bastante simplistas si dividimos la investiga-
cién en las ramas pura y aplicada, porque lo que suele hacerse en
la investigacién es un anillo con eslabones puros y aplicados, has-
ta el punto de que, cuando el ciclo estd terminado, no se sabe si
la primera pieza fué de tipo puro o bien fué la aplicada la que dio
lugar a los trabajos puros, para, luego, mejorar los siguientes es-
labones de aplicacidn,

Este proceso se observa facilmente ¢n ¢l trabajo que nos ocu-
pa, y que afecta a una de las riquezas mds singulares de Espana,
importante por su cantidad y més importante por su calidad, que
nos permite un interesante comercio exterior, con el consiguiente
logro de ias divisas que contribuyen a salvar los momenatos econd-
‘micamente dificiles de nuestra Patria : los vinos andaluces de los tipos
Jerez v Montilla, que se vienen ¢laborando con un alarde de faculta-
des naturales que acreditan la buena dotacién sensitiva e inteli-
gencia de nuestros bodegueros, pero que no debian apenas a los
conocimientos cientifices. Ya no puede decirse 1o mismo hoy, pues
i obra de Marcilla ha aclarado la verdadera naturaleza de los ve-
los, ha caracterizado una nueva levadura, hasta hoyv tGnica cn
mundo, v ha estudiado su accién en los caldos jerezanos, con lo
aue el anillo de 1o puro v lo til se ha cerrado de nuevo, acredi-
tando el enlace con la prueba de la fecundidad,

Sigue en importancia al estudio anterior el de la fermentacién
citrica, producida por el « Aspergillus niger». Este tema, de gran re-
percusién industrial, requiere una detallada investigacién de labora-
torio, va que las condiciones de trabajo remuneradoras son objeto
de celoso secreto en los paises aue han logrado por tsta via inde-
pendizarse del tributo econdmico pagado a las tibias tivrras medi-
terrancas, cultivadoras del limonero. Dos comunicaciones tiens
nresentadas, plenas de ahsoluta e indiscutible originatidad.

Y ampliando el campe de su trabajo al dmbito de Ia economia
nacional publica su Contribucidn al estudio de las materias primas
espafiolas para la sintesis microbiana de las proteinas, con lo oue
nos introduce en el camino que siguen los pafses con superpobia-
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cién o que aspiran a tenerla, ya que hoy se va convenciendo la hu-
manidad de que la mayor riqueza es la humanidad misma, y con-
tra las voces, recientes, que ya nos suenan remotas, abogando la
limitacién de la natalidad impuesta por el tope alimenticio, se alza
hoy la solucién més humana, por inteligente, de romper los mol-
des cldsicos alimenticios v procurar sustento por medios nuevos
a los seres que vengan en nuestra ayuda para dominar la natura-
leza. Una guia de soluciones posibles en Espafia para cste incre-
mento alimenticio, de uso directo o con el intermedio de la gana-
deria, nos la da Marcilla en su discurso sobre las «Posibilidades
espafiolas para la sintesis biolégica de las proteina», leido en la
Sesién Plenaria del Consejo Superior de Investigaciones Cienti-
ficas.

Su constante laborar sigue reflejondose en otras publicaciones
investigadoras : «Contribucién al estudio de una especie de Saccha-
romycodes resistente a la accién téxica del SO,», «La fijacién del
nitrégeno atmosférico en los suelosn. «l.as bacterias de las nudo-
sidades de las leguminosas» y «Una mezcla de indicadores de pH
(specialmente adecuada para la industria enolégican.

A estas publicaciones que definen sobradamente su faceta de
investigador, hay que afadir las que le acreditan como Profesor
v divulgador. Su gran leccién de experiencia v criterio estd plas-
madla en el «Tratado préctico de viticultura v enologia», lo mejor
v mas gspafiol que hav entre nosotros. Tiene como antecedente
remoto la obra de «Quimica, Vinicultura v Enologian, que escri-
bié con Garcia de los Salmones. Como profesor directo, de alum-
nos conocidos, sus «Apuntes de Enologian, «Apuntes de Viticul-
turan v «Apuntes de Microhiologia agricola», son modelos de ra-
zonamiento y comentario de los fundamentos cientificos de los
fenémenos. Asi como el profesor de nuestras Universidades cla-
sicas, comentaba el trozo leido en un textn determinado, asi, tam-
bién, hemos de considerar al moderno profesor que dis2ca. anali-
za, razona v propone la reconstitucién encauzada del fenémeno
acotado en e! gran libro de la Naturaleza; v este proceso es el que
sigue Marcilla en sus obras didécticas.

A la divulgacién, mediante el libro v la prensa, tiene dedicadas
muchas horas de su pluma fértil. De la lista, que cualquier viticul-
tor o endloga cuidadoso podria recitarnos de memoria, citaremos
las siguientes: «Vinificacién en los paises cdlidos», «Industrias
agricolas», «Vinagres de vino», «l.a limpirza de la hodegan. «l.
clorasis de la vide v «Defectos, alteraciones v entermedades de los
vinos,,



Cientos de articulos periodisticos, ponencias y conferencias, han
hecho 1til para los demas el extraordinario conocimiento que Marcilla
tiene de las cosas de la vid v del vino.

Don Juan Marcilla es un Ingeniero Agrénomo destacadisimo, v
quien recibe en todo momento de sus compaiicros el homenaje de una
sentidisima afectuosa admiracion, con la intensidad v la extensién
méxima en que lo recibe Marcilia, bien puede decirse que representa a
su profesién, la cual esta tan cordialmente ligada a don Juan, que se-
guramente recibe su ingreso en la Real Academia como homenaje
propio.

Pertenece al Cuerpo de Ingenieros Agrénomos, pero, sobre todo,
Marcilla pertenece al cuerpo y al espiritu de Espafia. La Patria vive
por el pensamiento y el trabajo y el afin solidario de sus hombres.
Cuando cada uno sigue su érbita determinada por atracciones parcia-
les—egoismos, localismos, profesionalismos ahsorbentes v exclusivis-
tas—, la Patria se dislacera v corroe. Marcilla esta abierto a todos; al

“cuidado familiar, al cauce docente, a la solicitud de cuantos quieren
trabajar; a la orientacién de compaifieros v colaboradores, en el grado
que sea, desde la profesién que sea; a los requerimientos del Poder,
servicio de la Patria. L.a Patria se engrandece con figuras que asi im-
pulsan, estimulan, encauzan el trabajo de los demés; tejen, en la dis-
persién de aspiraciones vacilantes, una estructura solidaria, y clavan
en el vaivén de los deseos imprecisos el vector que dirige, la figura del
objetivo que se alcanza. La Patria se unifica cuando sus hombres se
amplifican, no en esponjosa vacuidad, sino en trabajosa proveccién,
en preocupacién propia para la ocupacidén ajena, en generosas pers-
pectivas.

En el polimorfismo vital del mundo microbiano, la forma variabl:
representa menos que el proceso funcional fijo en determinadas con-
diciones, mévil con variedad de desplazamientos, con variedad de po-
sihilidades v rendimientos. Es la accidn més que el aspecto o que ca-
racteriza la presencia. La vida se compone de procesos mucho m4s
que de figuras: tiene mas de trdnsito que de morfosis; existe en ella
una constancia dindmica, un desnivel arientado, que ¢s mas firme
que la constancia estatica v el equilibrio fijo. Se arrasa mas facil-
mente que se extirpa: cae la arquitectura que ce pensé estable mas
facilmente que ese burbujeo del vivir que se pensé efimero, Entre
ruinas v escombros sigue el fluir de la corriente viva, amputada.
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sangrante, pero viva. Fl verbo, la palabra de la accidn, e¢s ia pala-
bra centradora de la oracidn, la palabra que la caracteriza. Triunfa
de la roca la gota de agua, de la forma el impulso. Marcilla ha plan-
tado su tienda de observacién junto a esos hilillos del vivir microbia-
no, y dirfase que asomandose a ellos ha forjado su personalidad
llena de eficacia, de trabajo, de continuidad, sin activismos albo-
rotados ni presunciones ruidosas. Aprendid a ser levadura potente
que cala y levanta.

Junto a su obra cientifica sobresaliente, convenia mostrar este
aspecto de ejemplaridad, este caracter dindmico y firme de un hom-
br: que sabe y sirve, que sabe para servir, que consume su vivir
intelectual en ofrenda ascensional y en entregamiento generoso,
frente a todas las bengalas luciferianas de la egolatria.



