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EXCELENTÍSIMO SEÑOR,

SEÑORES ACADÉMICOS, SEÑORAS Y SEÑORES:

Es costumbre, plenamente justificada, que los académicos elec-
tos, en el acto solemne de su recepción, inicien sus discursos con pa-
labras de gratitud a la Academia que les honró al otorgarles una de
sus preciadas medallas. En este caso, la costumbre es grata e inex-
cusable obligación y desearía que mis palabras de gratitud fueran
pocas, pero que, sin artificios oratorios, os hicieran conocer la ín-
tima sinceridad de mis sentimientos.

Xi siquiera en la época de juventud, en ia que toda noble am-
bición es plausible, me permití forjarme la ilusión de que mis ta-
reas científicas llegarían algún día a merecer ser premiadas con el
máximo honor de figurar como académico de número entre vos-
otros. Mucho menos podía pensar en ello ahora, cuando los años
y las penas han trabajado mi carácter, logrando que, en las cosas
terrena«, mire más hacia el pasado que hacia el porvenir y conozca
el escaso valor de lo conseguido en mi labor investigadora, en re-
lación con lo que me propuse y con lo que emprendí. Vocación de-
finida para los estudios bioquímicos y microbiológicos y perseve-
rancia en esta vocación : he ahí los únicos méritos que, sin necia
sanidad ni falsa modestia, puedo reconocerme.

Escasos méritos, ciertamente, y aun más si se considera que
mi vocación halló apoyo al encontrar temas de aplicación a mis
n-rtividarfps profesionales, satisfacción en la acuciante aspiración
de buscar la venia.I. en In medida en que es posible a los humanos.



y confirmación diaria a mi fe, al proporcionarme ocasión de me-
ditar en la complejidad de la vida de los más pequeños seres vivos,
en la que se refleja el orden y la grandiosidad de la obra divina con
evidencia sólo comparable a la que nos ofrece la inmensidad de ¡os
espacios estelares.

Es lógico que, comò compensación a la escasez de mis méritos
científicos, ofrezca a esta Real Academia la voluntad de proseguir
con renovado afán mi modesta labor.

Acrecen la responsabilidad que hoy contraigo y, al mismo tiem-
po, hacen más estimable el alto honor recibido, el hecho de suceder
en la medalla número 2 al R. P. Luis María U namuno e Irigo-
yen, O. S. A. (q. s. g. h.), y el recuerdo de otro académico falle-
cido, compañero y maestro del que os habla, el ingeniero agróno-
mo D. Mariano Fernández Cortés, inolvidable para mí por tantos
motivos científicos y afectivos.

La labor del R. P. I "namuno fue ingente y ejemplar. Labor ca-
llada, eficaz, alejada de vanidosas exhibiciones, plena de seriedad
y de honradez científica, comenzada gracias a una voluntad y a una
vocación decididas y continuada sin desmayos, en orientación rec-
tilínea. El P. L namuno consagró su vida al servicio de Dios y de
España, y su actividad intelectual, al conocimiento de la Micro-
flora micològica española, desde el primer trabajo que conocemos,
'(Contribución al estudio de la Flora micològica de la provincia de
Oviedo» —Congreso de la Asociación para el Progreso de las Cien-
cias, Bilbao, 1919—, hasta los muy numerosos que vieron la lu/
i - n lo'j años 1940 al 43.

Las dos obras del P. l "namuno. premiadas por esta R«'al Acn-
'lemia cíe Cunetas Exactas, Físicas y Naturales, tituladas, «Enu-
meración y distribución geogràfica de los esferopsidales de la Pen-
ínsula Ibérica e Islas Baleares.—Familia esferioidáceos» (1933) y
"Enumeración y distribución geográfica de ios asromirefos de la
Península Ibérica e Islas Baleares» (1941), son los trabajos más co-
nocidos por los no esnw'alístas. por tratarse de obras cíe conjunto ;
pero son también valiosísimos los muy numerosos artículos publi-
cados en el Boletín de la Ri'al Sociedad Española de Historia Xu-
tarà! v en otras revistas científicas, integrando tina magnífica anor-
t.T.'ión, continuadora de la del ilustre micòlogo Dr. González Fr;>-
£To«o, oue fue « ' I que supo t ransmit i r al P. l ' namuno ?n entus ;ast t
afición al i studio de los hongos.

Recientemente han sido publicados esbozos biográficos del Pa-
MI labor científica v



no es ésta la ocasión de hacer un detenido examen crítico de esta
labor, tarea, por otra parte, que excede en mucho a mi compe-
tencia en la sistemática micològica ; pero no puedo dejar de recor-
dar, como notas características de la vida de mi sabio antecesor en
la medalla número 2 de esta Real Academia, las modalidades de
su formación científica en el campo de la investigación, simulta-
neando con sacrificio la iniciación de sus trabajos de investigación
con sus deberes religiosos y con las tareas de enseñanza en los Co-
legios Agustinos de Tapia y Llanes, la sencillez de su trato y P!
don de transmitir sus conocimientos a cuantos, honrándonos con
su amistad, le consultábamos con frecuencia.

Decaído en sus fuerzas físicas por las penalidades sufridas du-
rante los años de !a dominación roja en Madrid, pero en plena in-
tegridad de voluntad y posibilidades, reanudó el P. Unamuno su
labor en el año 1939, y nunca fue más fructífero su trabajo. Tra-
bajando le encontró la muerte, que seguramente no le sorprendió,
porque no suele sorprender a los hombres de vida tan ejemplar
como la suva.

Antes de entrar en el tema de mi disertación —«La fermenta-
ción cítrica»— creo preciso explicar brevemente las razones que me
llevaron a preferirlo a otros más amplios, que, por ello, pudieran
parecer más adecuados para una sesión solemne y plenaria. El tema
elegido es continuación del que desarrolló magistralmente el Re-
verendo P. rnamuno en el acto de su recepción en esta Real Aca-
demia ; desglosa, para detallarla, una de las actividades bioquími-
cas de los hongos microscópicos susceptibles de aplicación prácti-
ea a la industria, y esta aplicación puede redundar en servicio de
la economía española. La fermentación cítrica es, todavía, una de
las más imperfectamente conocidas en su mecanismo íntimo, no
obstante los numerosísimos trabajos de que ha sido y es pbjeto ;
n i n g u n a de las hipótesis ron que se pretende explicar la transfor-
mación de los azúcares en ácido cítrico ha logrado plena confirma-
dor! experirn-ntal ; no se ha podido provocar esta fermentación en
segura ausencia de células vivas, y las variaciones de rendimiento
^on enormes, no sólo en razón de la influencia de factores conoci-
dos, relativos a la composición química y constitución fisicoquími-
ca de .los medios de cultivo, sino también como consecuencia de
variantes de raza o estirpe de los hongos y de las condiciones ; n
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que anteriormente prosperaron. Así, la fermentación cítrica es un
maravilloso ejemplo de facultad sólo en parte hereditaria, y, al pa-
recer, no adquirible por habituación directa, sino por paso por me-
dios de cultivo, cuyo modo de acción sobre las conidias, para ac-
tivar la acumulación de ácido cítrico por los micelios que de ellas
proceden, es hasta hoy desconocido.

Xo son pocos los autores que opinan que las d i f icu l tades para 'a
interpretación química de los f¡mímenos que dan origen al ácido cí-
trico, por vía micològica, derivan dei hecho de que el citado ácido no
par. ce s.r un producto normal de las actividades de ciertos hongos,
> ¡no, más bien, de la deformación de las mismas por ciertos estímulos
desfavorables (escasez de nitrógeno, valores pequeños d<> pH, etc.).
La hipótesis es verosímil, pero precisamente esa desviación de la nor-
mal fisiología celular aumenta el interés de su estudio, porque la rup-
tura, provocada, de la armonía de los fenómenos biológicos, constitu-
ye una magnífica técnica para intentar desentrañar la complicadísima
trama de éstas.

Por último, el conocimiento profundo de la fermentación cítri-
ca tendrá como consecuencia el más perfecto de la bioquímica de
ciertas funciones fisiológicas de los seres superiores, porque sabe-
mos que el ácido cítrico es producido por células de tejidos anima-

"les y vegetales de muy alta complejidad estructural. El hecho tiene
precedentes : la fermentación alcohólica, de la que son agentes cau-
sales hongos unicelulares (las levaduras), ha servido de base parí
edificar buena parte de la Bioquímica, no sólo en lo que a fermen-
'taciones se refiere, sino también en campos muy alejados de la Mi-
crobiología.

Fl tema que me atrevo a abordar ofrece, por tanto, un interés má.s
general (k> lo que a primera vista pudiera creerse.

* * *

En 1893, Wehmer publica los primeros trabajos acerca de !n
producción de ácido cítrico (a partir de los azúcares) por algunos
hongos filamentosos, muy análogos a los Pénicillium, a los que,
por i sta propiedad, incluye en un género diferente, Citromyccs.
aunque poco más tarde la reconoce también en Pénicillium ¡iih'uní
v Mncrir pirifrirmis, cuva actividad fermentativa cítrica es muy
débil.

El mismo Wehmer. en el clásico »Handbuch der Technische
Miknlorr¡.., , de f , a fa r , insiste en estimar, como característica f u n -



damental y distintiva de los hongos pertenecientes al género Ci-
iromyces, la de producir cantidades notables de ácido cítrico. Al-
gunas especies de otros géneros producirían sólo trazas, y el «-l.í-
pergillus niger sería típico agente de una fermentación oxálica. Esta
definición bioquímica del género Citroinyces perdura a través de
los trabajos de Alazé y Perrier, de Buchner y Wustenfeld, en 1909,
y en los de la misma época y posteriores del propio Wehmer, has-
ta que, en 1913, Zahorski halla mucho ácido cítrico en cultivos de
Aspurgillus niger y, más tarde, Thom y Currie publican trabajos
que confirman plenamente la gran actividad de muchas razas de
eííte último hongo para la fermentación cítrica.

Sucesivamente, Buktewischs, Falck y Van Beyma, Tamiya e
Hida, Schaposchnikov y Mantetifel, Sumiki v otros, demuestran
las posibilidades de producción de cítrico por otras especies de As-
pergillus y por ciertos Pénicillium; pero se reconoce al grupo del
Aspergillus niger como el que posee las razas en las que es posible
encontrar los más enérgicos agentes de la producción del citado
ácido. Pronto se dan cuenta los investigadores de que la fermen-
tación cítrica no es propiedad fisiológica ligada a la especie, sino,
dentro de ella, a la estirpe o raza, y que descendencias muy empa-
rentadas botánicamente manifiestan grandes diferencias i-n esta ac-
tividad bioquímica, sin que tales diferencias se acusen con cefiegti
er, la intensidad de la coloración de las conidias, ni sean siempre
estrictamente correlativas con otras características fisiológicas, ta-
les como la tolerancia a las más altas acideces reales de los medios
de cultivo, principales señales indiciarias propuestas para la elec-
ción de las especies y razas de Aspergillus máíj activos en la fer-
mentación cítrica.

Muy pronto también, en los trabajos cíe Wehmer publicados
en 1906, aparece la noción de la variabilidad del poder fermenta-
tivo en la descendencia de una raza de hongo, alguna vez unida
a síntomas de degeneración morfológica, pero otras veces sin va-
riantes acusadas ni en el micel'o ni en las hifas fértiles. «Degene-
raciones fisiológicas», origen de grandes dificultades para la expe-
rimentación comparativa y para las más 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 antisfiia encontramos noticias de
muchos tanteos de regeneración de hongos que perdieron o vieron
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disminuida en gran proporción la facultad de producir ácido euri-
co; pero los resultados son contradictorios, y .sólo son relativamen-
te eficaces el método de conservar los cultivos a baja temperatura
después de la maduración de las conidias y el de separar éstas pron-
tamente de los velos miceliares.

En 1940 comencé a realizar algunos trabajos sobre 'a fermen-
tación cítrica, y en 1941 tuve la fortuna de poder continuarlos, en
¡a Sección de Fermentaciones del Instituto Cajal, con mayores me-
dios materiales y, lo que vale más, con la colaboración de los pro-
fesores y auxiliares de dicha Sección. A todos ellos, y en especial
a los primeros, debe ser atribuida una gran parte de la labor reali-
zada en éste y en otros temas de investigación, y así me complazco
en reconocerlo.

Pronto logré una descendencia de Aspcfg'ülus niger, la núme-
ro 3'Instilnto Cajal, que a la característica de no producir ni trazas
de ácidos oxálico y glucónico (en cultivos en líquidos fuertemente
ácidos), une la de ser bastante activa para la fermentación cítrica.
La tolerancia del AspergUlus, raza número 3. a las altas concentra-
ciones de iones de hidrógeno es muy elevada, y crece bien, sin for-
mar conidias, en medios con pH = 1,7.

Cuando se cultiva el Asp·ergillus niger número 3 sobre medios
con pH igual o superior a 2,0, la formación de h if as fértiles va
siendo progresivamente más rápida y lujuriante, y correlativamen-
te disminuyen las proporciones de ácido cítrico acumulado. Cuan-
do el pH del substrato es = 7,0, la formación de ácido oxálico pre-
domina.

Hechos absolutamente análogos fueron muchas veces registra-
dos (para otras r«zns de Aspt'rgillus) por diversos investigadores,
y de modo especial por Frey, en un conocido y fundamenta l tra-
bajo publicarlo en Archiv für Mikrobiologie (Segundo tomo, pági-
na 272. 1931Ì.

Pero también, pasados pocos meses, pudimos observar la de-
generación fisiológica de nuestra estirpe de Aspcfgillus. Al prin-
cipio lográbamos muchas veces rendimientos superiores a 40 gra-
mos de ácido cítrico por cada 100 gramos de azúcar consumida ;
después, los rendimientos fueron descendiendo hasta rebasar por
excepción el 10 por 100 del az'icar gastada.

En aquellas fechas (1940-1942), las dificultades de intercambio
de documentación científica con países extranjeros, consecuencia
de la sucesión de la guerra actual, inmediatamente después de la
< ! e nui'str: ' l ibe ra . - ion ._ tuerorj causa de que tuviéramos (¡tie atener-
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nos a lo publicado hasta 1936 y, por tanto, a los métodos de rege-
neración que han sido citados anteriormente.

Fracasamos en cultivos sobre rajas de limón, aciduladas o no
con ácidos clorhídrico, sulfúrico y cítrico, sobre caldo de judías
verdes, análogamente acidificado..., etc., y no bastaron a detener
la degeneración las precauciones relativas a la técnica de recolec-
ción y conservación de las esporas.

En nuestros tanteos, logramos, por el contrario, relativo éxito
reiterando los cultivos sobre un medio solidificable; el agar de
mosto de uva, peptonado al 1 ó al 2 por 1.000. En este medio no
conseguimos más que una parcial regeneración de la facultad fer-
mentativa, cítrica, del hongo, pero estabilizamos esta facultad di>
una manera que podemos considerar definitiva, va que se ha con-
firmado sin excepción durante tres años en más de 30 series de
ensayos. Cuando nos fue posible volver a establecer el intercam-
bio científico 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 niger en
agua de malta, a la que se adiciona el 1 ó el 2 por 100 de peptona.
Al tercer pase por este medio de cultivo advertimos una sensible
regeneración de la facultad acumulativa de ácido cítrico en el lí-
quido S-tarck, que aceptamos como medio de cultivo cstandard-i
para la fermentación (1).

Continuando la regeneración del Aspi'rgillus niger núm. 3 (en
cultivos sobre malta p;ptonada) la estabilizamos conservando los

(1) Preparamos Pl líquido Starrk, según la siguiente fórmula :
Sacarosa 10 a 20 gramos
Xitrato amónico ... 0,2 »
Fosfato monopotásico 0,1 »
Sulfato magnésico cristalizado 0,02 »
Agua destilada hasta completar 100 ce.
Ajustamos el pH a valores comprendidos entre 1,7 y 1,8.
En alguna experiencia utilizamos el ácido clorhídrico en sustitución del sul-

fúrico para el ajuste de '.a concentración de hidrogeniones, sin sensible variación
íie 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 cónicos de vidrio Jena y, en otras, frascos cilin-
dricos de boca ancha, de vidrio nacional, tan neutro como nos fue posible ha-
liarlo en el comercio. Las impurezas del agua destilada y de los productos quí-
micos pueden jugar un papel importante y es aconsejable emplear los más
puros y en todo caso siempre procedentes de la misma firma y de idéntica
calidad.
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cultivos, esporificados, sobre agar-malta o agar-mosto peptonado,
a temperatura próxima a 0°. Con este proceso logramos, como
Chrzascz y Zakomornv, resultados cada vez más halagüeños, y
nos falta poco para restituir a nuestro Aspergillus las más altas
actividades de acumulación de ácido cítrico que registramos en
las experiencias iniciales con cultivo de la estirpe salvaje, recién
aislada del medio natural (rajas de limón contaminadas por el aire).
t'ero, si para la técnica de la fermentación cítrica es importante
lo conseguido, nadie, que sepamos, • ha investigado acerca de la
cuestión fundamental de hallar las causas íntimas de los descon-
certantes fenómenos de degeneración y regeneración fisiológica
que ocupan hoy nuestra atención y son objeto de nuestro estudio.
En todo caso, las hipótesis de trabajo que nos atrevemos a formu-
lar en vista de algunos resultados de nuestras investigaciones, ne-
cesitan la exposición previa de aquellas con que se ha pretendido
explicar el mecanismo de la fermentación cítrica. Sería fatigoso
enumerarlas todas ; pero es interesante examinar las que repre-
sentan mejor las diversas tendencias y están más de acuerdo con
hechos experimentales, entre los cuales pueden hoy considerarse
como plenamente confirmados los siguientes :

1.° La fermentación cítrica es un fenómeno que se realiza sólo
en oxibiosis. En cultivos en condiciones de anaerobiosis no hay
formación de ácido cítrico y correlativamente al descenso de la pre-
sión de oxígeno por debajo de un cierto límite, dismirjuye hasta
anularse la proporción de cítrico.

2." Los preparados enzymáticos obtenidos por los métodos
usuales, a partir de los micelios (deshidratación por la acetona y
ae->Sona-éti jr : desecación rápida, al vacío, a temperatura modera-
da ; autolizados por xilol, toluol, etc.; jugos de mact'ración de los
micelios secos; agua de lavado de micelios frescos, en ayuno, etc.)
no se han mostrado rapaces de producir la menor cantidad de áci-
do cítriro t-n l íquido-; azucarados. Simóla y Alaptuso logran hacer
producir ácido cítrico, en proporciones cíe décimas de miligramos, a
mie l io , ...e Aspergillus nigcr. finamente molidos, macerándolos du-
rant; ' dos a veinticuatro horas en soluciones de sustancias ternarias
l à - - d o malie i, á.-ido pir t ivico, mezcla de ambos ácidos, ácido acétic.>
y mezcla de ácidos acético y màlico), con un 0,5 por 100 de bicar-
bonato sódico. El h t cho is i n t e r e san t e ; pero, a mi juicio, no per-
mite conclusiones dt U n i t i v a m e n t e favorables a la posibilidad <le
producir fermentaciones cítricas en ausencia de células vivas, por-
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que ni es improbable que, después del molido, queden porciones
íntegras de las hifas miceliares, ni los métodos de análisis son se-
guramente probantes parn tan minúsculas concentraciones de áci-
do cítrico, en líquidos de composición tan compleja como los que
resultan de las experiencias descritas. Claro es que de ningún modo
puede deducirse de lo expuesto que la fermentación cítrica se rea-
lice sin intervención de enzymas, y sí sólo que algunos de ellos se
hallan tan ligados a la estructura de la célula que no sabemos, has-
ta el día, separarlos sin destruirlos, lo que no es ciertamente ex-
cepcional en el campo de los enzymas oxidantes que podríamos
llamar ((respiratorios», y ocurre, por ejemplo, para los citocro-
mos a y 6, que aun no han podido ser extraídos de las células en
las cuales el estudio espectroscópico demuestra su presencia.

3." El ácido cítrico es consumido por el hongo, y la cantidad
que encontramos, en cada momento, en los líquidos de cultivo es
la que resulta como diferencia entre el ácido producido y el gas-
tado. Por eso hemos hablado antes de la facultad de acumular
ácido cítrico y no solamente de la de producir dicho ácido.

4.* En un gran número de investigaciones, comprobadas por
nosotros con la estirpe número 3 de Aspergillus niger, se ha po-
dido demostrar que el aumento de concentración de las sales ni-
trogenadas (casi siempre nitrato amónico) en los medios de cul-
tivo, origina una notable disminución de la acumulación de ácido
cítrico, hasta anularla, si la proporción de nitrato es elevada.

5.° Para los Aspergillus niger, las mayores cantidades de cí-
trico se hallan en cultivos sobre medios de p H bajo (1,7-2,0).
Para cada especie y raza de hongo productor de cítrico la cifra de
pH óptimo varía, pero es general la tendencia favorable a la acu-
mulación de ácido cítrico en medios en ¡os que es alta la concen-
tración de iones de hidrógeno.

6." Knoop y Martius logran sintetizar el ácido cítrico por vía
química, no biológica, partiendo de los ácidos succínico y oxala-
cético ; y

7." Mediante síntesis bioquímicas, se ha llegado a obtener áci-
do cítrico en diversos productos y tejidos animales después de la

% adición simultánea de los ácidos succínico y oxalacético o màlico,
o del primero y ácido fumárico ; en papilla de cerebro adicionada
de ácido oxálico o de ácido succínico; en orina, a la que se añaden
diversos ácidos orgánicos, y, finalmente, hariendo actuar micelios
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íntegros de Aspergillus niger sobre medios en los que las sustan-
cias carbonadas son ; el ácido màlico, el oxalacético y el pirúvico,
aisladamente, o en mezclas binarias màlico y pirúvico, pirúvico
y oxalacético y màlico y acético. (Investigaciones de Hallman, Si-
móla y Alapeuso, Krusius y Kosunen.)

La producción de ácido cítrico por micelio de hongos filamen-
tosos cultivados sobre líquidos con ácido acético, ácido màlico o
mezcla de ambos, en presencia o en ausencia de glucosa, ha sido
especialmente estudiada por Chrzascz, Tiukow y Zakomorny. Los
rendimientos son mayores en presencia de la glucosa y también
cuando se utiliza el acetato de calcio, en lugar del potásico o el
sódico, lo que introduce una nueva complicación en el problema,
al demostrar influencia (posiblemente indirecta, pero efectiva) de
ciertos cationes, algunos de ellos seguramente biogenéticos.

En un cierto número de hipótesis, las más antiguas, acerca del
mecanismo de la fermentación cítrica no se tiene en cuenta la posi-
bilidad de la formación de cítrico por síntesis de productos terna-
rios con cadenas en C„ v C4, que sólo fue demostrada en época
posterior a aquella en que fueron formuladas las hipótesis a que
nos referimos, pero como en ellas existen elementos de juicio que
s >n todavía aprovechables, no debemos silenciarlas, en absoluto.

Mazé y Perrier creen que la fermentación cítrica se inicia con
una fermentación alcohólica que llega a sus productos finales, gas
carbónico y alcohol; el-úl t imo sería oxidado, como alimento ener-
gético, e integrado en los plasmas, como alimento plástico, pero
cuando en los medios de cultivo escasea o falta el nitrógeno nece-
sario para la formación de los compuestos cuaternarios indispensa-
bles a las nuevas hifas, las más viejas son autolizadas y uno de los
productos de esta autolisis sería el ácido cítrico.

Los trabajos de Büchner y Wustenfeld contradicen formalmen-
te la anterior hipótesis, porque en ellos no se logró obtener ácido
cítrico en cultivos de hongos sobre líquidos con alcohol ; pero,
más tarde. Ghrascz, Tiukow y Zakomorny, operando con micelios
ya formados (segundos cultivos) sobre líquidos de graduación al-
cohólica no demasiado elevada, demuestran para varias especies de
Pénicillium la facultad de transformar el alcohol en ácidos orgáni-
cos, entre ellos el cítrico.

Por t>l contrario, los hechos experimentales siguen oponiéndose
a la hipótesis de Mazé y Perrier en lo que se refiere al origen pró-
ximo, por nutolisis, del árido cítrico. Fin inf inidad de investigaciones
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(entre ellas las nuestras) se ha confirmado la posibilidad de hacer
producir ácido cítrico a los micelios más jóvenes, en los que no cabe
admitir la existencia de fenómenos autolíticos. Es más, con el hongo
regenerado la producción de ácido cítrico es muy grande en las
primeras horas, en relación con el azúcar consumido.

De los fracasos en trabajos .con preparados enzymáticos deduce
Amelung que la producción del ácido cítrico depende de procesos
metabólicos, íntimamente ligados con la vida de los hongos y no
es ilógico relacionar esta hipótesis con la Kostytschew, la del
mismo autor y Tschesnokov y la de Schober.

El primero de los citados investigadores supone que el ácido
cítrico es un producto secundario (no un producto intermedio) en
los procesos de síntesis de las proteínas de los hongos; el ácido
cítrico sería un elemento '«fracasado» en la síntesis de las proteínas
(«misslungener Baustein der Eiweisstoffe»). El mismo autor, con
Kostytschew, añade que, si bien no puede dudarse que el ácido
cítrico procede de los azúcares que se ofrecen a los hongos, no deri-
va de los procesos respiratorios, sino de la participación de dichos
azúcares en los de índole plástica de síntesis de proteínas.

Los razonamientos con que tratan de apoyar su hipótesis no
están siempre de acuerdo con hechos experimentales, observados
por nosotros, y menos justificada aún parece la hipótesis de Schoe-
ber que cree podría buscarse el origen del ácido cítrico en las des-
aminaciones de ciertos aminoácidos, fenómenos de metabolismo
regresivo, que aproximan esta hipótesis a la más antigua de Mazé y
Perrier.

Las hipótesis que suponen, por el contrario, que el ácido cítrico
es un producto de la oxidación de los azúcares, intermedio en los
procesos respiratorios, tienen su más típica representación en la de
Butkewftsch que admite que el azúcar sería oxidado para formar,
primero, ácido glucónico o ácido 2-cetoglucónico y después (por
condensación intramolecular y rotura de cadena cíclica, por oxida-
ción) ácido cítrico. En cierto modo, esta hipótesis no es muv dife-
rente de las que admiten los procesos siguientes :

a) Azúcar —».Acido sacárico ». Acido 2-4 clicetoadípiro
—> Acido acético + Acido oxalacético—»Acido cítrico.

b) Azúcar —>• Acido sacárico —>• Acido 3-4 dic'.'toadípico, del
que procedería el ácido cítrico por rotura análoga de la cadena,
rn cuerpos con 2 y 4 átomos cíe carbono y posterior resintesis de
los mismos.
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Los apoyos experimentales para todas estas hipótesis (que pu-
diéramos llamar de mecanismos puramente deshidrásicos) son muy
escasos y aleatorios, pero en alguna de ellas encontramos ya, como
origen próximo del ácido cítrico, la síntesis final de productos con
cadenas en C, y C4, síntesis confirmada por los trabajos modernos.

Son extraordinariamente interesantes las observaciones de Vir-
tanen y de Chrascz y Tiiíkow acerca de la relación entre el meta-
bolismo de los compuestos nitrogenados y la producción y demo-
lición del ácido cítrico. Virtanen afirma que los ácidos fumárico y
cítrico son piezas para la síntesis de los aminoácidos en la bioquími-
ca de las plantas superiores y que precisamente en los tejidos en
que se hace menos intensa (o cesa) la síntesis de las albúminas es
en los que se acumulan los ácidos fumárico y succínico, màlico y
cítrico.

Del hecho de que la provisión de aminoácidos, lejos de hacer
disminuir, favorezca la acumulación de ácido cítrico, deducen
Chrzascz y Tiukow que esta acumulación no depende del metabo-
lismo sintetizante de las proteínas; en otra comunicación demues-
tran la posibilidad de obtener, por vía biológica, ácido cítrico par-
tiendo de peptonas, y relacionan este proceso con la formación de
ácido acético en la demolición de las mismas.

Los mismos autores, en fecha anterior a la de los trabajos a que
arabo de referirme, formularon una hipótesis que, aunque nos pa-
rece incompleta, no está en desacuerdo con ninguna observación
experimental ni con la fecunda teoría de uniformidad de los meca-
nismos de demolición de la molécula de azúcar en los comienzos tie
los procesos fermentativos, aunque falte todavía bastante para con-
siderar como suficientemente comprobadas todas y cada una de las
reacciones que integran la citada hipótesis. Según ella, el mecanis-
mo de la producción de ácido cítrico por los hongos (trabajan con
un Pcnicillium de especie no determinada, al que designan Pt'iu-
cillium X) sería el siguiente: !a molécula de azúcar sufre primero
la demolición conforme al proceso de fermentación alcohólica, es
decir, que es transformada, sucesivamente y previa fosforilización,
en ácido pirúvico y, después, en aldehido acético.

listi' ú l t imo sería oxidado y daría fingen al ácido acético, el cua',
por la acción de deshidrasas, se transformaría, a su vez, en ácido
succínico y éste en ácido fumárico. Kl ú l t imo, por adición de una
molécula de agua, pasaría a ácido màlico levógiro y este ácido, con
parte del ácido acético restante, dar ían , por síntesis, origen al ácido
cítrico, í.as reacciones serían, en resumen :
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Ce H12 O6 —»• Excisión en cuerpos en Cs, fosforilados —> Desfosfori-
lízación —v 2.CH3. CO - COOH -* 2 CO2 + 9. CH, - CHO

2 CH, - CHO + O, -* 2 CH3 - COOH

CH,-COOH* , . . , ,. . . . ... . CH..-COOH
rw <-nr>w ' + A- (acePt°r de hidrogeno)-*AH, + |CH, - CUUH ^ CHs COOH

CH, - COOH CH - COOH
| + A. (aceptor de hidrógeno) —>• AH2 4- ||

CH, - COOH CH - COOH

CH-COOH
|| + H-O-» COOH - CH, - CHOH-COOH.

CH-COOH

CH3 - COOH+CH. -CHOH-COOH+A. (aceptor de hidrógeno)-^

CH, - COOH

^ A H : C °H
AM; c COOH

CH* - COOH

Los aceptores de hidrógeno pueden ser los mismos o diferen-
tes y como uno de ellos actúa el oxígeno molecular.

El rendimiento teórico máximo de ácido cítrico resulta ser, según
el anterior esquema, de dos moléculas de ácido por cada tres molécu-
las de hexosa, es decir de 71,1 por 100 tn ácido cítrico anhidro y de
77,8 por 100 en ácido cítrico cristalizado, con una molécula de agua.

Partiendo de la sacarosa el rendimiento en cítrico cristalizado
podría llegar, como máximo, al 81,8 por 1UO ( lo que equivale al 75 por
100 en ácido anhidro).

La primera parte de este esquema no ha sido plenamente de-
mostrada, pero no le faltan totalmente apoyos experimentales, pues-
to que muchos hongos son capaces de producir, en anoxihiosis,
fermentaciones alcohólicas, si bien no figuran entre los más acti-
vos, en e^t'.' aspecto, los Citrnmvces, Pénicillium y Aspergillus, ma-
yores productores de ácido cítrico. F n todo caso, como acertada-
mente apuntan Chrzascz y Tiukow, no es preciso, para dar por
válida su hipótesis, suponer que el mecanismo inicial de la fermen-
tación cítrica sea idéntico al de la fermentación alcohólica por leva-
duras, con tal de que en una y otra se llegue al aldehido acético,
pieza clave de un ¡_rran núf ivro <le pnxvsos fe rmenta t ivos .
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Para la producción de ácidos succínicos y fumárico existen más
pruebas experimentales. Buktewisch y Fedoroff los obtienen en
cultivos de Mucor Stolonifer a partir de acetato calcico, y eu la fermen-
tación fumárica parece que son productos intermedios el alcohol, el
ácido acético y el ácido succínico. En cultivos de algunos Pénicillium
ha podido ser demostrada la presencia de los ácidos succínico, fumá-
rico y màlico y en lo que se refiere a la síntesis del ácido cítrico, par-
tiendo de ácidos con dos y cuatro átomos de carbono, las pruebas
son concluyentes y numerosas.

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

En numerosas series de cultivos, en variadas condiciones, ve-
nimos determinando diariamente las proporciones de azúcar consu-
mido y de ácido cítrico acumulado (como diferencia entre produc-
ción y consumo). Obtenemos de este modo gráficos que sugieren
más ¡deas que las simples cifras de acumulación de cítrico en un
plazo dado o de aquellas otras de la máxima producción, a veces
registrada con una sencilla acidimetría global, dato seguramente
insuficiente. En los gráficos se haré patente el aspecto completo de
la resultante del proceso sintetizante y del de demolición del ácido..

Así, pronto pudimos advertir dos fenómenos que creemos muy
interesantes :

1.° Entre los factores que influyen decisivamente en la acumu-
lación de ácido cítrico en los cultivos sobre Starck, figura el poten-
cia! redox del líquido de cultivo.

2." La regeneración del hongo parece ck ti mimar una notab'.e
disminución de ia intensidad de la demolición del ácido cítrico,
hasta el punto de que es probable que la producción de ácido no
sea mucho más in tensa con Aspcrgillus regenerado, estribando las
diferencias de acumulación principalmente en las ile consumo del
ácido cítrico por el hongo.

La base experimental de nuestra primera afirmación se halia
en el resultado de investigaciones diversas ile Xandri (J. M.*) y
del que os habla.

La adición, al medio de cultivo, de un 1 por 1COO de carbón \v-
getal ("Carbo lignis pulv is» , de Merck ) provoca una activación (ir
la producción de ácido cítrico, reflejada en la d i sminuc ión del nu-
mero de días precisos para alcan/ar la concentración máxima de
ácido y en un ligero aumento de la misma, sin que pueda a t r ibu i r se
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esta acción a la influencia de la mínima proporción de materias
minerales añadidas (impurezas del negro vegetal) ya que las expe-
riencias se llevan comparativamente con cultivos a los que se aña-
dieron las cenizas de la misma proporción de carbón, ni tampoco a
incremento del peso de los micelios, que si es sensiblemente mayor
en los primeros cultivos con carbón, no presenta diferencia nota-
ble en los segundos cultivos ; debe tratarse, por tanto, o de la ac-
ción de microfactores orgánicos, activantes, o de aumento del po-
tencial redox del medio, merced a la introducción en el mismo de
una proporción considerable de oxígeno, adsorbida por el carbón.
De estas dos posibilidades parece más probable la última.

En efecto, pretendiendo orientarnos, en primera aproximación,
acerca del poder oxidante o reductor de los substratos separados del
micelio en cada uno de los días que dura el cultivo, hemos proce-
dido en bastantes series de experiencias a determinar el tiempo de
decoloración del 2-6 diclorofenolindofenol en tubo Thunberg (a
32° de temperatura, en vacío) : con líquidos de cultivo del Asper-
gillus niger núm. 3, sólo parcialmente regenerado por reiteradas
siembras y conservación en agar-mosto-peptonado al 2 por 1000,

Acido cítrico acumulado
la razón —. f,,¿ máxima siempre (en cul-

Azucar consumido
ti vos ron o sin carbón, con distintas concentraciones de azúcar,
etcétera) cuando el t i t m p o de decolonición fue aproximadament'-
de 56 minutos, y la misma razón dismintivó mucho cuando la re-
ducción del indicador de potenciales redox se realizaba en tiemp« S
<]tie, en más o en mt-nos, d i f e ran sensiblemente d I a n t i s citado.

}'*y evident" míe los anteriores resultados no permiten todavía
conclusiones terminantes, porque en los t i « mpos de decoloración
<1"1 2 3 dic lorofenol indofenol i n f luyen muchos factores y, sobre todo,
porqu > no operamos en presencia de los micelios, lo que e l i m i n a la
intervención de los complejos enzymáticos ínt imamente unidos al
c > n t nido de las células, ent re los que seguramente figuran algunos
de los causantes de la fermentación cítrica ; pero de todos modos nos
parece que no debe de '.star exenta de significac'ón la apuntada coin-
cidencia, tanto más cuanto que, siguiendo igual técnica ron los subs-
tratos de cultivos de hongos regenerados por el método de Chr/ascz
v Tiuko\v, los resultados varían totalmente ; los potenciales redox son
much i mayores, la (!• coloración del 2-6 diclorofenol indofenol no es
nunca completa v los tiempos para llegar ;\ idénticas decoloraciones
parciales varían muy poco en los dist intos días de mil ivo, sin qi i ' 1

se acuse correlación entre tiempos v acumulación de ácido cítrico.
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Un hecho más parece confirmar la citada correlación (quizás no
de causa a efecto, pero muy lógica) entre potenciales redox de los
substratos y acumulación de cítrico en cada fase de' cultivo. Genaro
Alas estudia, en el Instituto Cajal, la síntesis biológica del ácido
cítrico por Aspergillus niger núm. 3, en medios de baja cifra de p H
y partiendo del ácido acético, del ácido 1.màlico y de mezclas de
ambos ácidos, como sustancias ternarias en ausencia de azúcares ;
los rendimientos son mínimos o nulos, pero en una experiencia aña-
de un reductor orgánico no tóxico, la hidroquinona, y logra produc-
ción sensible de ácido cítrico. Aunque la experiencia ha de ser rei-
terada y completada con otras investigaciones, actualmente en cur-
so, no parece que la hidroquinona tleh¿i i n f l u i r de otro modo que
como donador de h'drógtno.

No son, por el contrario, nada demostrativos nuestros ensayos
de a..ició:i conjunta de diferentes proporciones de cloruro ferroso
v férrico, conservando constante la conci ntración global de hierro.
. &

Durante e l -cul t ivo y desde las prim, ras horas (se trata de segundos
cultivos bajo micelio anteriormente desarrollado) la casi totalidad de
los ion s férricos es reducida y sólo al cabo ci*3 10 o 12 días una parte
de ion s ferrosos pasan a férricos, cuando casi todo el azúcar ha sido
consumido: las concentraciones en ácido cítrico en los distintos días
de cult ivo dan cifras erráticas y curvas irregulares y sólo parece ad-
venirse alguna mayor acumulación de (ste ácido en las series en las

l·'·-· -'- ^
que la relación fue inicialmente próxima a 2. Es posibl"

Fe--
que los compuestos de hierro inf luyan en la fisiología del hongo de
modo complejo y no sólo modificando los potenciales redox del me-
dio de cultivo, lo que explicaría los desconcertantes resultados ob-
tenidos.

Nuestra segunda deducción, relativa a la causa de la mayor acu-
mulación de ácido cítrico en los cultivos con hongo «regenerado», se
funda también en el examen comparativo de los gráficos de fermenta-
ción con hongo, antes y después de pases sucesivos (no menos de tres)
por malta fuertemente peptonada.

Las diferencias son enormes. Con el hongo »degenerado» la con-
centración de ácido cítrico, por unidad de peso de azúcar consumi-
do, es muy pequeña en los dos primeros días, crece luego hasta un
máximo que se registra hacia el 6." día para los cultivos sin carbón.
y en el 4.a (aproximadamente) cuando se ha añadido el 1 por 1.000
de carbón vegetal, y después decrecí1 muy aprisa, más ràpidamente
en lo; cultivos con carbón. Por el contrario, cultivando ••! hongo
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«regenerado» y, de modo más acusado (hasta hoy) cuanto mayor
ha sido el número de pases previos por agua de malta, la razón

Acido cítrico
-.—/ —-j—es bastante grande después de 24 horas, disminu-

ye más tarde para volver a crecer desde el 4.°-5.° día de cultivo ; al-
canza el máximo entre los días 7." y 9.° (máximo muy superior al
logrado con hongo no regenerado) y vuelve a decrecer en días 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 carbón
vegetal) en los días 11.° y 12.°, en los cuales, con hongo no regene-
rado, apenas se llega a rendimientos del 3 ó del 4 de ácido por cien-
to de «-acarosa utilizada.

Ante estos hechos no nos parece improbable que la activación de
la faculta i de acumular ácido cítrico se deba a modificaciones del
complejo dehidrásico contenido en las conidias, según que sean ob-
lenidas en medio ((regenerante» o »degenerante» y en este orden de
i d e a comenzarnos a investigar :

1." La act ividad de demolición del ác:do cítrico, en ausencia de
azúcar y otras sustancias ternarias, por los micelios de hongo «de-
generado): y«regenerado»;

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

3.° La caracterización de lípidos que, en forma cristalina, se se-
paran abundantemente en ciertos cultivos de Aspergillus núm. 3 so-
bre líquido Starck, en condiciones de amplia oxibiosis, y sobre medios
a base de ácidos orgánicos (acético o acético y màlico).

Resumiendo, la hipótesis de Chrzascz y Tiuko\v, las observa-
ciones de Virtanen y nuestros propios trabajos nos hacen aceptar el
siguiente esquema, al que, por el momento, no se opone n i n g ú n h- 1 -
cho experimental, aunque ello no quiere decir que deba considerar-
se romo definit ivamente establecido:

/." Fase. Azúcar—> Procesos análogos a los iniciales de la ter-
mentación alcohólica —»• Aldehido acético -f Cas carbónico.

2.a Faxe. Aldehido acético ( ->- dehidrasa)—» Acido árctico

Acido ncéti'-o 4- Acido acético
( + d fh idrasa) —»• Acido succmici»

Acido fumarien f - u h idni lasa)—y Acido 1. mal ic» .
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3.a Fase. Acido acético + Acido 1. màlico —> Acido cítrico +
Agua.

(+ dehidrasas u oxidasas)—> Gas
, , E, . . . , . /* carbónico + Agua.
4. tase. Acido cítrico

* NH3 (sinteasas) —». Aminoácidos
». Proteínas.

Evidentemente el esquema de la 4.a Fase está muy resumido y no
incluye más que el término inicial (o mejor dicho uno de los térmi-
nos iniciales) y los finales. El proceso de demolición, por oxidación,
del ácido cítrico, se realizará en reacciones acopladas, con produc-
tos intermedios, tales como los ácidos acetondicarbónico y íórmi-
co, o el ácido aconítico, o el oxálico, que quizá se acumule, en cier-
tas condiciones de cultivo..., etc.; pero el examen de estos fenómt-
nos rebasa el tema de este discurso.

En la anulación o, al menos, en la disminución de los fenóme-
nos que se resumen en el esquema de esta 4." Fase, parece que po-
c'rá influirse con mayor 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 regulación de oxibiosis y vie los rH.>
del medio .quedan explicados... provisionalmente.

De propósito, y para no abusar de vuestra excesivaitiente bené-
vola atención, no me ocuparé de los ghícidos preferibles como mate-
rias primas para la fermentación cítrica (la sacarosa en primer tér-
mino), ni de las exigencias de los Aspcrgiiius para su nutrición mi-
neral, ni de las temperaturas adecuadas ni, finalmente, del efecto
favorable de la ag :tanón v de 'a d ;cm ;mi'- :ón hn c tn -:• rto l 'm ' t . ' •;! l
cociente;

Volumen del líquido de cultivo
Superficie libre '

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

Pero no quisiera terminar mi disertación sin abordar, aunque sólo
sea de pasada, el tema de las aplicaciones industriales de !a fermen-
tación cítrica.

Hace años funcionaban en el extranjero muchas fábricas (la de Tir.
lemont, en Bélgica, y otras en Estados Unidos, Rusia, etc.), que tra-
bajaron o siguen trabajando conforme a patentes cuyo detnlle es poco
o nadn conocido. A España le interesa producir el ácirlo cítrico qu^
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precisa para sus industrias de estampados, enològica, farmacèutica, de

refresco y jarabes, para finalidades médicas y de laboratorio, para fu-
turas aplicaciones a las industrias de resinas sintéticas partiendo de los
ácidos citracónico e itacónico, pero jamás, que yo sepa, lo ha pro-
ducido nuestra patria en cantidad importante y, por muchas razo-
nes, no conviene basar la fabricación exclusivamente en la materia
prima jugo de limón. Es urgente disponer de procesos y patentes
españolas para la fabricación de ácido cítrico por fermentación de
caldos azucarados de escaso valor y de producción nacional, y con
.esta orientación hemos comenzado algunas investigaciones. Como
materias primas utilizables ensayamos, de momento, no sólo las me-
lazas, sino también los jugos de tubérculos de pataca y Asphodelus,
los de h'gos y también mostos de uva, para los cuales las utilizacio-
ner, que los estiman en razón única de su riqueza azucarada pueden
ser un recurso que absorba excedentes de producción en años de
bajos precios. Parece que sólo dos obstáculos serios habrán de ser
superados en el trabajo industrial con alguno de los caldos citados
v con otros .naturales : la proporción demasiado alta de coloides hi-
drófilos y la también excesiva de compuestos nitrogenados «noci-
.vos», que no será para la fermentación cítrica el mismo que en azu-
carería es designado abreviadamente con este nombre.

H i lo que s/ relier • a la in f lu , :ne a de ciertas sustancias ''n dis-
persión coloidal, sobre los rendimientos de la fermentación cítrica,
los trabaj >s de Jacobí y Schwartz parecen demostrar la especifici-
dad fie acción v la d risiva de las concentraciones para los coloides
de oro, agar, a lbúmina, sílice, metilcelulosa, azufre y aceite de rici-
no sulfona.io, c ' tado ; en orden de mayor a menor actividad favora-
ble a la acumulación de ácido cítrico ; la dosis óptima para e! agar
sería la del 1 por 1.000, y a par t i r de ella todo aumento de concen-
tración depr imir ía la cosecha de cítrico lirista anu la r la .

En franca contradicción con los anteriores resultados se hal lan
los obtenidos en nuestras experiencias de adición de agar al 'líquido
Starck en segundos cultivos de Aspergil lus niger, raza n ú m . 3, del
Instituto Cajal .La acción de pequeñas dosis de agar sobre el creci-
miento de los micelios es enorme y, hasta la de 1 gramo por li tro,
creciente con la concentración, pi-ro al mismo tiempo tales dosis,
nun la m í n i m a ensayada de 0,25 gramos de agar por l i t ro de subs-
trato, ejerce una indudab le acción d e p r i m e n t e ci: Ins acuirmi iciones
de ácido cítrico, quizá explicable, en parte, por la re la t iva anaero-
biosis en que se encuentran las capas de r 'q i i ic lo . debnjo de micelios
tan gruesos v consistentes como los que se formai en presencia de dis-
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pensiones de agar y también por el mayor consumo de azúcar que su-
pone el citado y lujuriante crecimiento del hongo sobre tales subs-
tratos.

En todo caso, la explicación es incompleta y la acción depri-
mente de la fermentación cítrica debe tener, además, causas más fun-
damentales y definitivas.

Se comprende, por lo expuesto, que cada materia prima exigirá
un estudio especial, pero en ningún caso la presencia o el exceso de
coloides constituirá obstáculo insuperable y los métodos de deses-
pumado, de adición de taninos o de taninos y colas, de ferrocianuro
y sales férricas, de fosfatos y cal, etc., son recursos preciosos fácil-
mente a¡. ''cables a la industria.

Con alguno <ie ellos hemos obtenido ya resultados parciales, alen-
tadores, en el trabajo con melazas.

Más tarde, y en ensayos semi-industriales, habrán d¿ realizarse
investigaciones encaminadas a obviar el inconveniente que supone,
para el trabajo en gran escala, el cultivo del Aspergillus pobre líqui-
dos, con muy amplia superficie libre. Pero unos y otros ensayos ha-
brán de fundarse en el conocimiento, tan perfecto como sea posi-
ble, del mecanismo de la fermentación, v los técnicos habrán de
•ontar con la primordial labor de los investigadores de ciencia pui t..

Con el esfuerzo de unos y otros, España puede aspirar a librarse
de las carencias de ácido cítrico, como 'a que actualmente sufrimos,
y del desembolso de divisas que suponía Ir. importación anual d >
unos60.000 quintales métricos del citado ácido, cantidad que debe es-
timarse como mínima necesaria y no como tope de producción na-
cional, porque nuestra industria se encuentra, felizmente, en fase de
reconstrucción superadora del pasado y puede llegar a ser exporta-
dora del importante producto que nos ocupa, derivado, por fermen-
tación, de los azúcares, sintetizados a su vez gracias a la energía foto-
química que Dios nos concedió superabundante bajo los cielos espa-
ñoles.

H dicho.
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EXCELENTÍSIMO SEÑOR,

SEÑORES ACADÉMICOS, SEÑORAS, SEÑORES:

Al ingresar en la Real Academia de Ciencias D. Juan Marcüla
Arrazola, son muchos los valores y representaciones con que se en-
riquece nuestra corporación : Ingeniero, profesor de ingenieros,
maestro en los medios más varios—entre cirdadas selecciones de
alumnos y en ambientes rurales—, organizador de enseñanzas su-
periores y medias, investigador ajustado y preciso, estudioso firmí-
simo, coherente e infatigable. .

La personalidad de D. Juan Marcilla no necesita presentacio-
nes que la destaquen ni memorial de méritos que traten de probar
la clara evidencia del acierto y la justicia con que la Real Academia
le llamó a su seno. Marcilla es muy conocido en muy diversas esfe-
ras, y conocido no como una fácil información superficial, sirio con
aquella callada admiración cordial, mezcla de entendimiento y co-
razón, que se produce cuando el conocer se hace afecto y el afecto
refluye en un mejor conocer, y el paso repetido de las cualidades
personales por nuestra atención, da ese re-conocimiento, ese re-co-
nocef, eme no se elabora por simple empuje del tálenlo, por poten-
cia de trabajo, por cualquier condición dilatada pero unilateral, sino
que es síntesis de una comprensión pluridimensional, integrada por
la variedad de aspectos y reflejos en que se manifiesta la persona-
lidad.

Marcilla es muy conocido y muy estimado, y para valorar 'a
valía y pureza de esa estimación, podemos acudir a un reactivo muí-
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tiple y singular, simple para evitar que los períodos de su fabrica-
ción lo impurifiquen de convencionalismos difícilmente separables :
po:!emos acudir al juicio de ios escolares.

Para los alumnos actuales y antiguos, para todo el ya largo cau-
dal—21 años—de las promociones adoctrinadas en su cátedra, Mar-
cilla ya no profesor, sino compañero, es siempre D. Juan Cordial
admiración ajena a exteriores acuñamientos y a convenidas exalta-
i ' i ; > n . s , f lu i r i s t imativo a cuya hondura hay que buscar raíz.

La figura persistente, imborrable, de D. Juan, aparece ante sus
alumnos, prim.-ro, con un fuerte pedestal de justicia. El cumpü-
m'ento de sus deberes cíe ju; z le ha llevado a producir muchas bajas,
pero en la extensión de los desaprobados nunca se oyó 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 y respetada que hace trabajar y valora
el trabajo y lo muestra no sólo como camino de éxito a todos acce-
sible, sino como deber social y profesional a todos requerido. La
justicia tiene así no sólo inquebrantable diafanidad de teorema, sino
calor de humanidad y de servicio, pasión y rectitud.

L:t justicia tiene que ser para todos y ,desde luego, para sí mis-
mo. V así Marcilla es siempre ese profesor ejemplar, entregado,
con la mente puesta en la enseñanza y en ios alumnos ; ese profesor
que se pone al nivel de los alumnos para conducirles siendo el pri-
mero de la clase ; el primero no sólo en el rango y en los conocimien-
tos firmes, sino, en la preocupación cuotidiana de la labor de cada
uno, en el trabajo, en la dedicación, en el cuidado diario, en el dctn-
He pedagógico, en el estudio fuerte. Justicia para todos, comenzan-
do por sí mismo. Pero en Marcilla más one 'a exigencia ilei profesor
ejemplar , dt l estudioso cim- hace estudiar, se da el optimismo del
trabajo que se propaga, que induce al trabajo, que anima y promue-
ve la compenetración ron los alumnos, no por abundosa expansión
verbal, por temperamentales galas dicharacheras, sino por la fuerza
misma del trabajo, que es entretenimiento y vocación, fermentación
qu ' se propaga e incorpora a su dirección plasmadora,

cSomos más cultos que especializados», lamentaba, hace ya al-
gunos años, Bermúdez Cañete, una víctima del furor rojo. Y cuan-
do los alumnos de ingeniería agronómica han atravesado la ampli-
tud de la enseñanza media, y la extensa preparación del ingreso y
los primeros años generales de ingeniería, ctiandc. al tercer año He
carrera—más los de ingreso^—llegan a Microbiología, Marcilla es el
rr>t"nte encaj•• biológico, el primer encauznmiento bioquímico de un
caudal de estudioso desparramado sin prisn por áreas de generali-
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zación. Y esta fuerza orientadora de Marcilla se debe no sólo a la
naturaleza de la disciplina que enseña, sino a cómo !a enseña, a su
práctica de la docencia. La Ciencia en Marcilla Profesor no es una
irrupción ni un asomo, es un cauce; no es un brillarne naquí estoy
yo», sino una grata invitación a un «por aquí debéis transitar».

La obra docente de Marcilla no está confinada en los límites de
la enseñanza superior, en la que ha forjado una dirección de traba-
jo, ha establecido una disciplina, sin que hasta nuestros días otros
centros comenzasen a preocuparse en desarrollar esa inmensa zomi
de la Microbiología industrial, no patológica. (Han sido los recien-
tes decretos de ordenación de las Facultades universitarias los que
han creado cátedras de Microbiología en las Facultades de Farma-
cia y Ciencias.) Marcilla ha sido también el realizador de las ense-
ñanzas de capataces enológicos, con un éxito paralelo a !a sencillez,
a la vital y callada eficacia, a la ausencia de burocráticas titulacio-
nes con que estos cursos ejemplares y fecundos se han desarrollado.

Queramos o no, en este mundo de limitaciones estamos obliga--
dos a optar y a elegir, que es tomar esto renunciando a aquello.
Y existe una dualidad entre la 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 'a memoria;
le irrt resa hacer más que decir. Xaturalmente, Marcilla profesor <?s
un valiosísimo hombre de Laboratorio—; qué puede ser, en Cien-
cias experimentales, un hombre no de Laboratorio?—-pero esto no
quiere decir nada que signifique compensación de una deficiencia
del profesor expositor. Por el contrario, Marcilla explica con ele-
gancia de expresión y precisión dialéctica, con jugosa amenidad,
con naturalidad impresionante, cualidades que son fruto natural de
la familiaridad científica. Explica muy bien porque esas materias
que enseña han absorbido largamente su trabajo y su estudio. Vive
lo que sabe y enseña lo que vive. Por eso enseña deleitando. Y esa
s la raíz di' su potencia docente, de su fuerza encauzadora, del afec-

to mismo de sus alumnos.
De esta plenitud del Profesor es fácil derivar otra zona de acti-

vidades académicas de Marcilla. Buscan ios que enseñan idiomas
despertar el interés psicológico, y ponen en la monotonía de los ejer-
cicios, incentivos de amenidad o de utilidad próxima. También el
laboratorio resultaría árido, como continua repetición de ejercicios y
operaciones sin atisbar, al menos, en ellos una inmediata aplicación
práctica o una alineación experimental capaz de franquear la entrada
m "I camoo de la investigación.
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K I . laboratorio pued; enseñar una st-rit de análisis o elaboracio-
n.s sin hilación intencional, o puede recibir, aun en la inicial do-
cencia, el requerimiento de una finalidad que trascienda hacia la in-
vestigación. Se forjan así unas clases prácticas, hilvanadas unas
con otras, y también con el trabajo de los demás, a través de la bi-
bliografía. El profesor que da estas clases es investigador. Marcilla
es un investigador concienzudo. Sus trabajos t ienen una solide/
científica e. trirta, pt netrante, que ensarta sobre las variedades sis-
temáticas las diferencias de funcionalismo, las variaciones fisioló-
gicas, la diversidad de producciones y rendimientos en el proceso
fermentativo. La ciencia pura le debe la contribución al esclareci-
miento de complicados procesos bioquímicos, 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 y técnica; vallas que tie-
'nen el valor de esos problemas resueltos a partir del resultado, al
qu? siguen el desarrollo y el planteamiento.

E! científico y el técnico, el docent«' y el investigador viven en-
trelazados, mejor, fundidos en las actividades y trabajos de don
Jua;i Marcilla. Tras una carrera alcanzada con matrícula de honor
todos los años y con título final de honor, fue destinado a la'Esta-
ción Enológica de Villafranca del Panades, dirigida entonces—año
1910—por el ilustre ingeniero agrónomo don Cristóbal Mestre. Allí
completó su formación vitícola y enológica e inició su formación
microbiològica.

En esa época—1911—siguió un curso de análisis electroquímico
en la Universidad de Lausanne y realizó un viaje de estudios para
conocer el funcionamiento de Centros científicos de la especialidad
a la que se dedicaba, en Francia y Suiza. ,

Siguió la estricta dirección técnica al pasar a la Estación Ampe-
lográfica Central, dirigida por el eminente ampelógrafo don Nico-
lás García de los Salmones, desde donde desarrolló trabajos profe-
sionales en Navarra y en Madrid. Y esa orientación aplicada alcan-
zó la culminación de la cátedra de Viticultura y Enología de la Es-
cuela de Ingenieros Agrónomos, obtenida ñor concurso de méritos
en 1925. Pero, al mismo tiempo, a su immillo estrictamente cientí-
fico se debe la creación d» la cátedra de Microbiología asrn'cola en
la Escuela, enseñanza que profesa juntamente con las dt- Viticultu-
ra v Enología. Desde el año 1912 al 1933 visitó varias veces Holnn-
• I n , I ta l ia v Suiza, para conocer el Centraalbiireai i voor Schimmel-
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cultures, de Baarn ; las Estaciones de Química Agrícola, en Roma ;
de Enología, en Asti, R. Escuela Superior de Agricultura de Pe-
rusa y diversos centros científicos helvéticos. Centros científicos e
instalaciones industriales de la zona renana tuvo ocasión de cono-
cerlos en 1939, con ocasión del V Congreso Internacional de !a Vid
y el Vino, en Kreuznach.

No perturba la Técnica el empuje del científico ; del mismo modo
que en el Marcilla delicado perito en el arte de catar y escudriñar
y analizar sabores de vinos y de sus mezclas y edades, viven aque-
llas aptitudes de fina percepción que le llevaron, en la entrada de la
juventud, a los estudios musicales: solfeo, violin, piani), armonía.

Marcilla reúne las más diáfanas cualidades del investigador : la-
boriosidad, penetración, perseverancia y, además, sencillez. Senci-
llez que es facilidad de comunicación, pronta vinculación de cola-
boradores. Y aun más, acogida alentadora. Sencillez que es estímu-
lo de laboriosidad, porque ve en el trabajo continuado la razón de
los éxitos grandes y pequeños que trae, como fruto natural, el
curso de los días. El cristianismo profundo de Marcilla produce
esa sencillez que está en lo íntimo de su personalidad, y no ya sólo
como una consecuencia virtuosa de la modestia, sino además como
posición de una inteligencia religiosa abierta, que no concibe que
la marcha del mundo vaya a pender del descubrimiento de una mo-
dalidad fermentativa, de una nueva representación del mecanismo
atómico, o de_ cualquiera de esas obras culminantes del entendi-
miento, esfuerzo procer de la razón humana, cuyo feliz resultado
<>s como un parpadeo estelar en la inmensidad celeste.

En 1933 Marcilla fue nombrado Director dH Centro de Investi-
gaciones Vinícolas de la Fundación de Investigaciones Científicas
y Ensayos de Reformas, y allí, con sus colaboradores los ingenie-
ros señores Alas y Feduchy, desarrolló el estudio de las levaduras
de flor de los vinos de Jerez, cuya sistemática y fisiología eran en-
tonces casi por completo desconocidas. Como había surgido la cáte-
dra de Microbiología Agrícola por el empuje de su dedicación n
esta disciplina, se forjó una escuela investigadora por la laboriosi-
dad inteligente, orientada y orientadora, del profesor Marcilla, una
Sección de Fermentaciones. En dicha Sección se siguieron inves-
tigaciones acerca de cuestiones tan importantes como levadura-pien-
so, fermentación cítrica, fermentación butilica e isopropilbutílica, fija.
ción del nitrógeno gaseoso por los microorganismos, etc. El Instituto
Cajal vio así dilatarse sus actividades por la amplia extensión que
concibió don Santiago y que exigía el t í tu lo de Insti tuto de l n ves-
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ligaciones Biológicas. La actividad de esta Sección y de otras que
han venido a rebasar el cauce de los «Trabajos de! Instituto Caja!»
de carácter histológico, ha producido una nueva revista, que cons-
tituye otra serie de los trabajos del Instituto, la serie designada con el
subtítulo »Secciones de Fisiología, Fermentaciones, Virus y Quími-
ca Biològica».

Vocal, desde el primer día, del Consejo Ejecutivo en el Conse-
jo Superior de Investigaciones Científicas, es actualmente su Vice-
presidente 2.° Y es que Marcilla, además de un profesor destacado,
de un investigador profundo, de un estudioso incansable, es un
colaborador eficaz en la tarea general que incumbe a todo español.
No construyó con sus dotes un compartimento de inhibición ; no
polarizó su especialización para desviarse de los grandes deberes
comunes. Y cuando fue liberado Madrid, cuando acabó el régimen
de checas que también hubo de sufrir .\iarcilla—fue llevado a ¡a
de Fomento-—, el Ministerio de Agricultura le designó inmediata-
mente Delegado, en la capital, del Director General de Agricultura,
hasta el traslado del Ministerio de Burgos a Madrid. También fue
nombrado Director de la Escueta Especia! de Ingenieros Agróno-
mos y Profesional de Peritos Agrícolas, inmediatamente con carác-
ter interino y luego con carácter definitivo, por el Ministro de Edu-
cación Nacional, quien le nombró, asimismo, miembro del Conse-
jo de Nacional de Educación.}- Presidente de su Sección cuarta.
En ambos Ministerios, de Agricultura y de Educación Nacional,
la labor de Marcilla ha sido valorada con las más altas distinciones
y le ha sido otorgada la gran Cruz de! Mérito Agrícola y la gran
Cruz de Alfonso eí Sabio.

También ha tenido el Profesor Marcilla actividades profesio-
nales privadas, desde !a ens: fianza do matemáticas en Academias
preparatorias de ingreso en Escuelas espértales, que comenzó a!
matricularse det primer año en ta carrera de ingeniero agrónomo,
para atemler al sostenimiento de su familia, hasta trabajos de or-
ganización, construcción y dirección de bodegas Cooperativas » ¡1
Cintruénigo, Peñafiel, La Seca, Alcázar de San Juan, Leiro, San-
ta Marfa de los Llanos, etc. Su orientación vinícola no ie ha en^-
tnistado con la hidráulica, y <-s' también autor de pequeñas obras
de regadío y construcciones agrícolas en Brunete, San Mart ín d--
la Vega, Simancas, Alcalá de Henares, etc.

Ha colaborado don fuan Marciüa en diversos Congresos in-
ternacionales de la vid y de! vino, de plantas tropicales ; en reunio-
nes ríe ("Ntvrtos, etc.. celebrado« <>n Roma, L.'Uisann, Amïvr .«, S > -
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villa, Madrid, etc. Ha proyectado su prestigio en la vida cientí-
fica agronòmica de Portugal, y ha contribuído así a dar fijeza y
solidez intelectual a la creciente cordialidad lusoespañola.

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

Cuando leemos su Contribución al estudio de las levaduras que
forman velo sobre ciertos vinos de elevado giado alcohólica ad-
vertimos que somos bastante simplistas si dividimos la investiga-
ción en las ramas pura y aplicada, porque lo que suele hacerse en
la investigación es un anillo con eslabones puros y aplicados, has-
ta el punto de que, cuando el ciclo está terminado, no se sabe si
la primera pieza fue de tipo puro o bien fue la aplicada la que dio
lugar a los trabajos puros, para, luego, mejorar los siguientes es-
labones de aplicación.

Este proceso se observa fácilmente en el trabajo que nos ocu-
pa, y que afecta a una de las riquezas más singulares de España,
importante por su cantidad y más importante por su calidad, que
nos permite un interesante comercio exterior, con el consiguiente
logro de ias divisas que contribuyen a salvar los momentos econó-
micamente difíciles de nuestra Patria : los vinos andaluces de los tipos
Jerez y Montil la, que se vienen elaborando con un alarde de faculta-
des naturales que acreditan la buena dotación sensitiva e inteli-
gencia de nuestros bodegueros, pero que no debían apenas a' los
conocimientos científicos. Ya no puede decirse lo mismo hoy, pues
i;i obra de Marrilla ha aclarado la verdadera naturaleza de los ve-
los, ha caracterizado una nueva levadura, hasta hoy única en *1
mundo, y ha estudiado su acción en los caldos jerezanos, con lo
eiue el anillo de lo miro y lo út i l se ha cerrado de nuevo, scredi-
tando el enlace con la prueba de la fecundidad.

Sigue en importancia al estudio anterior el de la fermentación
cítrica, producida por el «Aspergillus niger». Este tema, de gran re-
percusión industrial, requiere una detallada investigación de labora-
torio, ya que las condiciones de trabajo remuneradoras son objeto
de celoso s-creto en los pníses que hnn logrado oor t sta via inde-
pendizarse del tributo económico pagado a las tibias tierras medi-
terráneas, cultivadoras del limonero. Dos comunicaciones tien-'
presentadas, plenas de absoluta e indiscutible originalidad.

Y ampliando el campo de su trabajo al ámbito de la economía
nacional publica su Contribución ai estudio de las materias Primas
i's-pañolas para la síntesis microbiana de las proteínas, con lo que
nos introduce en el camino que siguen los países con superpobia-
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ción 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
limitación de la natalidad impuesta por el tope alimenticio, se alza
hoy la solución más humana, por inteligente, de romper los mol-
des clásicos alimenticios y procurar sustento por medios nuevos
a los seres que vengan en nuestra ayuda para dominar la natura-
leza. Una guía de soluciones posibles en España para c-ste incre-
mento alimenticio, de uso directo o con el intermedio de la gana-
dería, nos la da Marcilla en su discurso sobre las «(Posibilidades
emanólas para la síntesis biológica de las proteína», leído en ¡a
Sesión Plenaria del Consejo Superior de Investigaciones Cientí-
ficas.

Su constante laborar sigue reflejándose en otras publicaciones
investigadoras : ((Contribución al estudio de una especie de Saccha-
romycodes resistente a la acción tóxica del SO2», ((La fijación del
nitrógeno atmosférico en los suelos». «Las bacterias de las nudo-
sidades de las leguminosas» y «Una mezcla de indicadores de pH
(specialmente adecuada para la industria enològica».

A estas publicaciones que definen sobradamente su faceta d"
investigador, hay que añadir las (¡uè le acreditan como Profesor
y divulgador. Su gran lección de experiencia y criterio está plas-
maba en el «Tratado práctico de viticultura y enología», lo mejor
y más español que hay entre nosotros. Tiene como antecedente
remoto la obra de »Química, Vinicultura y Enología», que escri-
bió con García de los Salmones. Como profesor directo, de alum-
nos conocidos, sus «Apuntes de Enología», ((Apuntes de Viticul-
tura» y ¡(Apuntes de Microbiología agrícola», son modelos de ra-
zonamiento y comentario de los fundamentos científicos de los
fenómenos. Así como el profesor de nuestras Universidades clá-
sicas, comentaba el trozo leído en un texto determinado, así, tam-
bién, hemos de considerar al moderno profesor que diseca, anali-
za, razona y propone la reconstitución encauzada del fenómeno
.'trotado en e! gran libro de la Naturaleza ; y este proceso es el que
sigue Marcilla en sus obras didácticas.

A la divulgación, mediante el libro y la prensa, tiene dedicadas
muchas horas de su pluma fértil. De la lista, que cualquier viticul-
tor o enólogo cuidadoso podría recitarnos de memoria, citaremos
las siguientes : -(Vinificación en los naíses cálidos», « Industrias
agrícolas», ¡(Vinagres de vino», »La limni<'za de la bodega». «Ln
rlnrosis de la vi r i" y "Defectos, alteraciones v enfermedades de los
vinos».



Cientos de artículos periodísticos, ponencias y conferencias; han
hecho útil para los demás el extraordinario conocimiento que M arcilla
tiene de las cosas de la vid y del vino.

Don Juan Marcilla es un Ingeniero Agrónomo destacadísimo, y
quien recibe en todo momento de sus compañeros el homenaje de una
sentidísima afectuosa admiración, con la intensidad y !a extensión
máxima en que lo recibe Marcilla, bien puede decirse que representa a
su profesión, la cual está tan cordialmente ligada a don Juan, que se-
guramente recibe su ingr.eso en la Real Academia como homenaje
propio.

Pertenece al Cuerpo de Ingenieros Agrónomos, pero, sobre todo,
Marcilla pertenece al cuerpo y al espíritu de España. La Patria vive
por el pensamiento y el trabajo y el afán solidario de sus hombres.
Cuando cada uno sigue su órbita determinada por atracciones parcia-
les—egoísmos, localismos, profesionalismos absorbentes y exclusivis-
tas—, la Patria se dislacera y corroe. Marcilla está abierto a todos; al
cuidado familiar, al cauce docente, a la solicitud de cuantos quieren
trabajar ; a la orientación de compañeros y colaboradores, en el grado
que sea, desde la profesión que sea ; a los requerimientos del Poder,
servicio de la Patria. La Patria se engrandece con figuras que así im-
pulsan, estimulan, encauzan el trabajo de los demás; tejen, en la dis-
persión 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 proyección,
en preocupación propia para la ocupación ajena, en generosas pers-
pectivas.

En el polimorfismo vital del mundo microbiano, la forma variable
representa menos que el proceso funcional fijo en determinadas con-
diciones, móvil con variedad de desplazamientos, con variedad de po-
sibilidades y rendimientos. Es la acción más que el aspecto lo que ca-
racteriza la presencia. La vida se compone de procesos mucho mns
que de figuras; tiene más de tránsito que de morfosis ; existe en ella
una constancia dinámica, un desnivel orientado, qiu- es mfc firme
que la constancia estática y el equilibrio fijo. Se arrasa más fácil-
mente que se extirpa; cae la arquitectura que ?<• pensó estable más
fácilmente que ese burbujeo del vivir que se pensó efímero. Entre
ruinas -v escombros sigue el fluir de la corriente viva, nmputndn.



- 3S -

sangrante, pero viva. F.I verbo, la palabra de la acción, es ¡a pala-
bra centradora de la oración, 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 observación junto a esos hilillos del vivir microbia-
no, y diríase que asomándose a ellos ha forjado su personalidad
llena de eficacia, de trabajo, de continuidad, sin activismos albo-
rotados ni presunciones ruidosas. Aprendió a ser levadura potente
que cala y levanta.

Junto a su obra científica sobresaliente, convenía mostrar este
aspecto de ejempíaridad, este carácter dinámico 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 egolatría.


