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Las conservas vegcmles mas tiplcas s¢ logran cspecldlmentc por la aply
cacidn de calor a los productes contenidos cn envases herméticos, pero el
objetivo es que se mdntcngan inalteradas por tiempo indefinido en lo que
afecta a sus caracteristicas fis cas, quimicas y mlc1ob1010g1cds Esto, en
Ucaslones,.pucdc loglarsc bien por uso exclusivo del calor, pero en otras
se recurre a otros medios fisicos 0 quimicos, de modo que actiien en siner-
gismo con la accién térmica, hasta el punto que sélo basten condiciones
suaves para lograr el fin pretendido. Especial significado ticnen para ésto
algunos agentes quimicos {conservantes) {(*) de cuya efectividad da testi-
monio el hecho de que por s soles, atin en dosis pequefias, pueden utili-
zarse para Ja preparacién de clertos elaborados. '

Il nimero de conservantes efectives es pequefio pero alin éstos no se
usan muchas veces con la debida correccién y en ello estd el origen de al
gunos fracasos. Por otro lado ex'ste una cicrta tendencia a cponerse a la
extensién del nimero de aditivos a los productos alimenticios, de ahi que
las legislaciones de los diferentes paises vayan reduciendo las tolerancias

{*) Creemos que para fines téonicos s mis convenienle Ja palabra conservante que la de
antisépltico o antifermento con ([u(,. suelen conocerse desde ol punto de vis'a cienlili 0y vulgar
sespeclivamente. Para Wwomse [G. F. Heowmsn, 1. "Am, Pharm. Assoc., 16, 501 (1927]) un enki-
séplico es una substancia capaz de deslrnir o de inhibr a les gérmencs responsables de alleracion
en seres vivos; en lIncas gone ales esto definicidn fue nmnienida tambicn por PParvzrsos [A. M
I'atrersax, Am. J. Public Heatth, 22, 465 (1832)]. Con esie términe de anlifermenio pa.cce
vomo si se admitiera a provi que sc lucha exclusvamenle conlra Jos microorganismos o gérine-
nes responsables de fermenta iones, o que se admiie desde el p.incipie, la, lesis de  aclividad
exclusiva contra enzimas o fermenios {denontinacion mis anligua). Un significado mis concre'o
tienen las palabras germicida, fungicide, Oactericida,... o fungildslico, bacleriostdlico,... que in
plican .1a tdes de destruccidn o de inhibicién scleclivas respectivamendc.
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en calidades y cantidad. Estas reducciones no ssn caprichosas, sino que-

en la mayoria de los casos hay motivos que lo aconsejan -bien -por sospe-
charse efectos perjudiciales contra la salud o por no haberse demostrado
de modo innegable su inocuidad por procedimientos objetivos (1}. Las le
gislaciones mejor reglamentadas (2) requicren antes de admitir o recha-
zar un nuevo antifermento el dlspancr de estas pruebas con resultados fa-
vorables e incluso que sc suministren datos sobre caracterfsticas quimi-
cas y sobre procedimientos para su identificacién.

En este reducido nimero de aditivos que s¢ admiten encuentran un
puesto sélido €l Acivo pENZoico y sus sales, y de estas dltimas destaca el
BENZOATO sODICO, la mas extendida fuente de BEnzOICO. Pretendemus
hacer una revisién de las caracteristicas y aplicaciones del BENZOICO vy
BENZOATOS en la que una parte muy 1mp0rrante lespﬂnde a nuestra
propia experiencia tanto en escala de !aboratorio como de fébrica, siem-
pre en relacidn con su utilidad para la industria de conservas vegetales,
en la que tenemos evidencia de efectividad de estos conservantes cuan-
do son debidamente utilizados. Esto no impide que en algin caso nos
reftramos a sus aplicaciones en conservas animales,

Recordamos que en conservas vegetales sc dan alterac'ones tanto
ocastonadas por bacterias como por hongos y levaduras, si bien predomi-
nan las primeras en los envasados menos acidos (verduras fundamental-
mente) v las de hongos y levaduras en frutas (mds dcidas) y en verduras
acidificadas; no obstante, no puede establecerse este limite tan ficil en
la localizacién de alteraciones. Tampoco es bastante con hablar de la
simple divisién en bacterias, hongos y levaduras, sino que en cada grupo
serfa preciso recordar la existencia de diversos géneros y multitud de es-
pecies con sus peculiaridades en resistencia (tarmorresmtentes acidorre
ststentes,), naturaleza de sus metabolitos mds significativos (productores
de carbénico, de sulfhidrico, de dctico, de acético, de propibnico, de bu-

tirico,...), ambienic requerido (aerobios, anaerobios, terméfilos, psicrofi

los, xeréfilos, osmofilicos,...), etc., etc., lo que entorpece la forma de

~ combatirlos en escala total.- A ésto se une la complicacién aun para los

casos de poca varledad de gnrmenns de las pomblhdades de adaptamon
de estos microorgan'smes {por ejemplo, anzreobios facultativos) invali-
dindose, en consecuencia, unas condiclones adoptadas que tal vez en
otro momento eran buenas. Las posibilidades de adapracién se disminu-
yen recurriendo a agentes fisicos o quimicos de amplio espectro o a la

(1) Procedures or the iesting of inlentional food addlives fa eswublish their Sojely for
wse. 1l Tteport del Comité conjunlo de expertos sobre idilivos para alimenlos, e la FAO vy
WIIO, Roma, 1058,

(2) Po. ejemplo, véanse The Fovd Addilives Amcndment {6 sepliembre 1961) y dclnrac.nncs
complementarias de 6 de marzo de 1961, ambas de la Food and Drug Administralion, de EE. UU
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combinacién de agentes de accién especifica. En este tltimo caso espera-
mos situar al AciDO BENZOICO y BENZOATOS, a los que si bien se
reconoce una excelente actividad, no debe olv1darse que ésta depende ¢n
gran parte, de las condiciones en que se usen. No puede atribuirseles ca- .
riacter de panacea universal, mas blen en ocasiones muestran cierta espe-
cificidad y, por ésto, han de usarse cu(mdo y cémo se esperen resultados
propicios.

Experimentos de laboratorto

Con el fin de estudiar ¢l comportamiento de las bacterias, hongos y
ievaduras, mds frecuentemente encontradas en conservas vegetales alte-
radas, frente al dcido benzotco y benzoatos (¥*) se prepararon en primer
lugar distintos medios de cultivo, unos usuales .en nuestros laboratorios y
otros preparados «ex profeson a base de frutos y verduras de elaboracién
frecuente en Espana.

En nuestros primeros ensayos se prepararon varias series de tubos
conteniendo, unos benzoato sédico, otros benzoato sédico mds citrico -
y otros dcidos benzoico, cstableciéndose ademds diversos niveles en
henzoico equivalente, aunque en lcs dltimos se seleccionaron concreta-
mente las concentraciones de 1,5 por mil y 1 por mil, ambas referidas a
benzoico equivalente. También se_ han hecho expsrimentos con concen-
trac.ones superpuestas de dcido citrico superiores a las necesarias para
liberar el benzoico en el caso de utilizar.-sus sales, con el fin de lograr
una acidificacién adecuada, aumentando asi la eficacia del conservante
En otras series de experimentos se han utilizado Jos productcs comercia-
Yes Molex 311 y Molex 41 (**) que en definitiva son mezclas previamente
dosificadas de benzoato sédico vy de 4cido citrico, procurando en nuestro
caso que las concentraciones en benzoico equivalente fuesen del 1 por mil

Para hongos se han obtenido los cultivos por siembra directa y para
bacterias y levaduras se han prcparado previamente suspensiones de estos,
mlcroorgamsmos de concentracidén determinada para lo que se hizo el
control en cdmara de Thomas de tales suspenslones y de sus sucesivas
diluciones selecciondndose dos concentraciones o niveles de carga micro-
biana. Como es natural, desde el comienzo de este trabajo cada una de
las series estudiadas incluye varios tubos testigo, sin conservante y en las

(*) Respecto a la ulilidnd def dcide benzoito ¥y benzoatos cn un plano general ya hay
cierto estado de conciencia universal pueslo que on la prictica so usan estos derivados como
conservanics ¢en algunos jugos, carnes, mermeladas, ele. ¢ incluso muchas legstuciones' los tie-
nen permilidos de forma  explicila, No obslanle, es fundamenlal hacer un estodio  concre'n

para los gérmenes de deterioro mds Lipl 08 en conservas vegetales espafiolas.

(**} Se fra'a de nomb.es comercizles de dos produclos 2 base de benzozle sodico y citrico
presentados al mercado por la firma Comerciol «NAABRDEN: Ihérica, §. A., con,inimo de facili-
lar Ja aplicacidn indnsirial en forma de compuesto itnico, '
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series con carga tmicroblana determlnada los testigos van en las mismas
condiciotntes,

En unas cuantas tablas se resumen a continuacidn los resultades obte-
nidos. En realidad no se han recogido todos, pero los datos son mis que
suficientemente representativos para demostrar la efectividad, Hacemos
ademids la observacién de que sc ha procurade buscar condiciones de
seguridad y, por tanto, los experimentos que aqui se describen reinen
tales condiciones, baste pensar para ello que las inhibiciones logradas se
alcanzaron sin el concurso de la accién térmica y por tanto la conclusién
o conclusiones a que se llega es que muchas inhibiciones podrian tenerse
acudiendo a conservantes quimicos solamente; este es el caso de la pre-
paracién de ciertas pulpas en barriles, en Ios que, por no ser totalmente
hermético, su contenido quedarfa cxpuesto’ a una contaminacién poste
rior a su envasado, y para impedir su alteracién se recurre a antifermentos
que se utilizan desde el principio, evitindose la accién térmica que indu-
dablemente siempre destruye parcialmente la textura. A continuacién se
irdn dando las tablas-resumen de los resultados que se seguirdn de algin
breve comentario, cuando asi proceda. La Tabla I resume los resultados
de tres serles de experimentos paralelos realizados sobre tres especies-
bacterianas frecuentes en conservas alteradas, habiendo usado un caldo
de tomate de pH = 6 como medio de cultivo.

"TABLA 1

(caldo de tomate; pH = 8)

Eipecies . Acido benzdico . ‘Benzonln sedico B.ennnlo 1%

bacterianos ’ IR 1%, + citrico 1/, Testigo -
Lactobacilos + — — ' +
B. subtilis . . ' + — - +
B. megaterium + = - +

A primera vista resulta sorprendente que, precisamente los tubos que
llevan 4cido benzoico que es la especie activa, hayan mostrado c¢reci-
miento microbiano, pero en el curso de la realizacién de experimentos se
esperaba este resultado puesto que existe gran dificultad para Ja disolucién
y aln para la distribucién homogénea de este dcido cuya solubilidad es
sumamente baja. De ahf la gran ventaja de utilizar benzoato sddico.
muy soluble, y superponer la accién de un 4cido que libere al benzoico en
estado de fina divisién y lo deje distribuido homogeneamente en el ma-

_terial.
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Este fendémeno se obseiva de¢ manera mds espectacular en experimen-
tos de fabrica en los que la falta de eficacia del procedlmlento segmdo para
usar ¢l antifermento puede llevar, naturalmente si es que hay falta de es-
terilizacién, a hinchazén ¢ 1ncluso a explosién “de envases. Cuando’ se
trata- de productos dcidos puede utilizarse el benzoato sédicer con buenos
resultados, pero, en general, es mis conveniente la acidificacidn, por lo
menos en cantidad suficiente para liberar el benzoico disponible. En la
practica, la forma mds ventajosa de aplicacidn de benzoato ¢s afiadirlo
inicialmente al envase, antes de introducir el contenido, utilizindolo di-
suelto, pues de esta manera todo el productc se impregna en csta sal
liberdndose después el benzoico al afiadir, poco antes del cierre defi-
nitivo, la cantidad necesaria de dcido que deberd también disolverse pre-
viamente. En el caso de jugos muy 4cidos sigue siendo interesante el ut-
lizar el benzoato en forma disuelta y ademds echarlo poco a poco y con
agitacién para evitar que la precipitacién de benzoico que inmediatamen-
te tiene lugar pueda ser de tal grado que se deposite sin cumplir su co-
metido. Para el caso'de productas que por su elevado pH requieren inelu-
diblemente la acidificacién para liberar benzoico puede también recurrir-
se en caso extremo a afiadir el benzoato sédico sin disolver distribuién-
dolo en el fondo, porcién media y en la superior del contenido de cada
envase, haciendo que el producto espolvoreado asi con benzoato se em-
pape bien al agregarle el liquido de gobierno bien caliente, ademds de
que se haga un precalentamiento intenso de los botes antes de agregar el
acido disuelto (generalmente citrico), inmediatamente antes del cierre de
envase. _ .

A continuacién, en la Tabla TI1, se recogen los resultados obtenidos con
varms especies bacterianas frente a benzoato sddico mds citrico, ambos 2
1.5 por mil, en dos medios d¢ cultivo de diferentes pH, concremmen‘te
en caldo de guisantes de pH = 7 y en caldo de tomate de pH =

TABLA 1II

Medios nutritivos: Caldo de guisantes pH = 7
Caldo de tomate , pH = 6

. Hedin de guisdnfen : Hedio de tomates
Eipecies Benzoato!1,5%/,, Benzanin 1,59
3 1] o0 r +
bacterianas Testige + citricn 1,5%/°8 4 citrieo 1,5 “f:: Testigo
Clostridiun A ) — = +
Lactohacillus + - — n
B. subtilis + — - +
Clostridium + - - +
Streptococcus + - — 3
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Como ambos medios de cultivo tenfan un pH elevado, se tenfan cier-
tos temores de que la efectividad del conservante no fuese la suficiente
ya que sc admite, en general, que es la especie dcido benzoico libre y ade-
mis a pH bajos la que en realidad acria. Como los resultados fueron sa-
tisfactorios se prccedid a repetir los experimentos disminuyendo Ja dosis
de conservante hasta ¢l 1 por mil, concentracién que por otro lado, que-
da dentro de los limites autorizados en aquellos paises que admiten de
forma explicita en sus legislaciones el uso de benzoico o de benzoatos.

En las dos series de expertmentos repetidos ahora, cuyos resultados se
recogen en la Tabla III se ha utilizade una mayor variedad de gérme-
nes; los medios de cultivo han sido también los preparados a base de
guisantes y de tomate.

TABLA III

Medios nutritivos: Caldo de guisantes pH = 7
Caldo de tomate . pH = &

. . Medio de guisonies Medio de tomotes

b hr""” : Benzoole 1%/ Benzoato 19/ .

aeleriess Festigo + citrico 1%+ citrico} ¥ng Testigo
Tetragena + - - +
Lactobacillus + - - -+
Bacilos I (tierra) + - - +
Bacilos II (tierra) + — — T
Clostridium + - — +
Bacillus subtilis + - - +
Clostridium + . . —- ¥
Cryptococcus -+ - - +

Como se observa, tales resultados son totalmente optimistas, puesto que
para ninguna de las especies bacterianas puras, n1 adn para las mezclas
de bacilos del suelo ha habido crecimiento en los tubos conteniendo con-
servantes y si en todos los testigos de uno y otro caldo sembrados y man-
tenidos en las mismas condiciones,

A continuacién se dé la Tabla IV en la que se recogen los resultados
conseguidos con los antisépticos comerciales Molex 311 y Molex 41
en comparacién con- los obtenidos con una mezcla de benzoato sédico y
de 4cido citrico preparada «in situy, es decir, por adicién directa de estos
dos productos al caldo de cultivo, con' precaucién de que al dcido se afia
da cuando ya el benzoato estd disuelto; todos al I por mil.
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Como se verd entre las especies microbianas se ha incluido una leva-
dura del género Saccharomyces Es de destacar que los experimentos se
han hecho en dos grandes serics mtegrddas cada una por grupos de seis
tubos conteniendo todos ellos la misma especie y con idéntica concentra-

TABLA IV

Medios nutritivos: A4) Agua de levaduras
3 B) Caldo de peptona-carne-lactosa

Benzoats sddico

Especies , «Molex 311+ «Holex 41+ ~+ citrico Testigo
micrabianer &) B) i) B) i) )] i) B)
Streptococcus — - — — — + + +
Clostridium sp. + — + _ - — + +
Saccharomyces — — — — — + + +
Bacilos (tierra) U — — + —_ _— 4 +
. I. heterofer- . '

mentativus — — — —_ — % +. o+

+ +

Cl. perfringens — — — — - -

uon La serie segunda difiere de la primera exclusivamente en Ja concen-
tracién de germenes, cada grupo de tubos. ¥ éstos individualmente, de
la segunda tienen una concentracién en gérmenes que es aproxlmdda-
mente 5 veces superior a la de los correspondientes ‘de la primera serie.
Como no se obtuvieron diferencias en los resultados al variar la concen-
tracién en esta cuantia, no se ha destacado en la Tabla, por innecesario,
que tales resultados corrcspondm a ambas series. Destaca que la coinci-
dencia de resultados fue absoluta en uno y otro medio de cultivo de los
dos empleados. Como al cambiar el caldo dc cultivo cuando hay fallo de
inhibicién se dd para ambas concentraciones también, hay que pensar
que tales fallos son consecuencia de las propiedades del germen y del me-
dio, y no del grado de¢ contaminacién, al menos dentro del intervalo de
concentraciones de gérmenes usadas. Debe hacerse la advertencia que en,
ambas series de experimentos las concentraciones usadas de microorganis-
mos superan bastante a las que de manera normal aparecen en los casos
practicos. .
Las cepas de microorganismos utilizadas se- han logrado directamente
de conservas alteradas. Asi, los streptococos manejados procedian de un
bote de tomate que estaba repuntado («flat sour») como consecuencia, en
este caso, de la produccién de lictico por los citados gérmenes; se han
usado dos suspensiones bacterianas de estos gérmenes que contenian 6,5
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millones/10 cc. cn los experimentos de la pnmera serie vy 26,8 millo-
nes/10 cc. en los de la segunda.

La cepa de Clostridium utilizada procedfa. de un elaborado enlatado,
con signos de bombco, que se habfa preparado a base de pimiento morrén
en salmuera, después de desalarlo suficientemente, aunque no con dema-
siadas precauciones. Para los experimientos de la serie primera se usaron
concentraciones de 6,5 millones/ 10 cc. de caldo de cultive; para los de
la segunda serie concentraciones casi 5 veces mayores (26 millones/10 cc.
de caldo de cultivo).

La cepa de Saccharomyces se habia aislado de una mermelada de ele-
vado contenido en sélidos que presentaba signos de bombeo; era una
cepa claramente osmofilica. En los experimentos de la primera serie se
usaron concentraclones de 220 células/10 cc. mientras en los de la otra
serie se usaron concentraciones de 1080 células/10 cc.

El inéculo heterogéneo que hemos denominado «Bacilos (tlerra) ha
sido aislado en bloque extrayendo suelo de ]dldln De estas formas baci-
lares se han usado dos diluciones, una para la serie primera que contenia
6,72 millones de células/10 cc. y otra para la segunda que contenfa 26,88
millenes de células/10 cc.

La cepa de Lactobac:llus heterofermentativus se ha aislado de un bote
de gu1santes con claros signos de alteracién, Para los expenmentos de la
primera seric se usaron concentraciones de gérmenes del orden de 5,61
millones/10 cc. y para los de la otra serie concentraciones mds elevadas
(28,05 millones/10 cc.).

La especie Clostridium perfrngens habia sido dlSldda de una conserva
carnica, concretamente de un pollo en su Juéo que tenia signos de aite-
racién. Para los experimentos de la serie primera se usaron concentracio
nes de 5 millones/10 cc. y para lcs de la segunda serie concentraciones
de 5,5 millones/10 cc.

Otro grupo muy Interesante de experimentos es ¢l que sc ha hecho
sobre cepas de hongos, tumbién aisladas de frutas y verduras. Los culti-
vos se hicieron en tres medios nutritivos sélidos (agar-patata, agar-tomate
y ‘agar- Czdpec) En la Tabla V se recogen los resultados con benzoato
soédico y citrico, ambos al 1 por mil.

En tales resultados queda manifiesta la efectividad de¢]l benzoato en
medio dcido, al realizar la distribucién correcta de ambos. No se tuvo,
fallo alguno en los ensayos.
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TABLA V

Esplt;ies Agar-patata dgor-fomate It‘gnr-(mptt -

Testiga BzNo Testige BzNa Testigo BzNa

Aecremonium sp. + — + — + _—

Aecrothecium rebustum + — + —_— + —

Penicillium notatum + —_ + — + —

o violaceum e —

»  purpurogenum  + — + — + —

» {monoverticilado) + — + — + —

Aspergillus flavus + — + - 4 _

» ustus + — NN —_— + —_

» awamori + — + — o+ —

» miyakoensis  + — + — + —

» luchuensis + — + — + -

Trichoderma album + —_ + — + —

Fusarium roseum + — 4+ — + . —

Monilia pruinosza + — + — + —
Alternaria humicols + — + — —t —

» temuis + — + —_ + —

‘Cladosporium sp. + — + — + —

+ — + + -

Mucor sp.

_ Otro grupo muy interesante de experimentos es el réalizads unilizando
como gérmenes de ensayo varias-levaduras igua]mente tipicas en conser-
vas deterioradas. -
~ En primer lugar se hicieron varias series a base de dOS cepas del gréne-
ro. Saccharomyces y una de Candida en-las m’smas condiciones que aca-
ban de indicarse para hongos, es decir, en medios sélidos de agar-patata,
agar-tomate y agar-Czapec. Los resultados estan en la Tabla VI y deno-
.tan efectividad absoluta de la concentracién usada de benzoato, sddico
adicionado de citrico a posteriorl de su distribucién, que fue la del 1 por
mil en cada uno.

TABLA VI
. Agar-palota kqar-fomate Ager (za p!.t
Eipecies Testigo BzMo - Tesligo BzNa Testigo BzNa
Saccharomyces serevisiae + — + — +° —
» ellipsoideus + — -+ — + —
Ca.ndlda arborea + — + — + —

Para comprobar si el benzoato tenfa actividad en si o'si ésta era atri-
buible al benzoico exclusivamente se hicicron dos series de ensayos utili-
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zando un medio nutritivo formado a base de agua de levaduras v de
glucosa que tiene pH = 7.

En una primera serie se hicieron cuatro grupos de tubos, uno de ellos
con cardcter de testigo y los otros tres contenicndo respectivamente dcido
benzoico al 1 por mil, benzoato sédico al | por mil y el cuarto benzoato
sodico y 4cido citrico, ambds al 1 por mil, ahadidos en el orden correcto
En otra serie con sélo dos grupos de tubos se aprecié comparativamente
el efecto del benzoato sédico al 1,5 por mil y el de esta concentracién
cuando ademds lleva otro tanto de 4cido citrico. No se considerd conve-
niente el intentar el experimento con benzoico al 1,5 por mil dada I
dificultad de disolucién de éste afin en la otra serie mds diluida. Los re-
sultados se resumen en la Tabla VII

TABLA VII

‘Medio nutritivo: Agua de levaduras-glucosa, pH = 17

. . BzH Bz¥o  BNo 1°/,, Bz*%a Bz¥e 1,5/,
. Bspecies Yestigo 1o, 10 G,y 15 £ Gt 157/,
Saccharomyces cerevisize +- + + —_ o+ —
Saccharomyces ellipscidens + + + — + —
Torula utilis + + + — +

Es de destacar el fracaso de los experimentos con dcido benzoico pese
a ser ésta la especie que se considera como activa, aunque por otro lado
no es de extrafiar dada la dificultad de su disolucién. Para la peca accién
del benzoato sédico basta pensar en que se trabajé a pH neutro, en el que
no habfa liberacién de benzoico, independientemente de que en estas
condiciones de pH el propio 4dcido tiene poca actividad. Sin embargo al
acidificar debidamente los medios se observa efectividad tanto de la

" concentracién del 1,5 por mil como de la otra més diluida.

Para contar con mas resultados se utilizaron otros dos medios de cul-
tivo: caldo de tomate - glucosa y caldo de guisantes - glucosa, ambos de
pH=6. Se hicieron ensayos a dos niveles de conservantes, uno al 1,5 por
mil y el otro al 1 por mil."En la Tabla VIII se recogen los resultados co-
rrespondiente al nivel alto.

Los resultades obtenidos con benzoato sédico (BzNa) al 1 por mil, sin
y con citrico, responden a lo esperado. Los de conservante no acidificado
han mostrado fallo en algunos tubos, en cambio la serie a la que se agre-
g6 citrico fue totalmente satisfactoria, es decir, no crecieron gérmenes en
ninguno de los tubos
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Los resultados dc laboratorio, como se ha visto, han sido, en general,
bastante halagiiefios, sobre todo en los casos en que el dcido benzoico se
ha formado «in situ» por adicién sucesiva de benzoato sédico y cltrico.

TABLA VIII
Medios nutritivos: Tomate-glucosa, pH = 6
Guirantes-glucosa, pH = 6
Coldo de fomate Caldo de goisontes
, . 8z2Na  BaMa 1,5°/,, . BiNa N o
Especier de Levaduras Testigo 15%,, Gt 1.5°700 Testigo 15/, lB(l“.ﬂ ;:gJ/{::

Saccharomyces ellipsoideus
Seocharomyces cerevisiae
Debariomyces globosus
Rhodotorula macerans

]
|

SR NS
|

e
+
._I..
-+

En realidad, Cruess y RicHERT (3),' por ejemplo, ya defendieron en su
dia que el benzoato sddico debia usarse en alimentos con pH = 4,0 6 me-
nar para que fuese efectivo, En trabajos mds recientes Raun y Conn (4)
défienden que el benzoico, salicilico y sulfuroso llegan a ser clen veces
mas efectivos en medio dcido que en medio neutro, llegando ademas a
las conclusiones siguientes:

a) s6lo el dcido no disociado es antiséptico,

b) queda inhibida la multiplicacién de levaduras cuando la concen-
tracién de benzoico no disociado cs del orden del 25 mg/100 ml (¥),

¢) la toxicidad del benzoato sédico en disolucidn dcida se debe tam
bién a las moléculas de benzoico no disociado.

Aplicaciones en fdbrica

El verdadero alcance de la utilidad de estos conservantes, des-
de el punto de vista industrial, se deduce de los resultados a que se llega
en los problemas de fibrica. En cste sentido existe cierta tradicién en el

(3) W. V. Cryes y P. Racment, J. Bact.,, 17, 363 (1029}

(4) O. Rann y J, E. Conn, Ind, Eng. Chem., 36, 185 (1044).

(") BRann y Cown ohservaren esos requerimienios de benzoico no disociado irabajando con
Saccharomyces ellipsoideus -a pH = 3,5-6,5. De salicillco a pH =2903-570 sc .equerfan
4 mgf100 ml. de icido no disociado ¥ usande SDBI-lz 2 pH = 1-497 sblo sc necestabhan

0.4 mg/100 m!, estimande que los iones SO _H-— no inhiben a esas levadw:s aunque si a E. coli
a una concentracién de 10 mg/l100 ml. a pH =6-8 y de 7 mg a pH = 2.3,
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uso de benzoico y benzoatos (fundamentalmente el sédico ¥ algo mds
aisladamente el magnésico y cilcico). Respecto a su efectividad se han
dado opiniones diversas; otro tanto pasa en lo relativo a sabores extra-
fios de modo que hay catadores que consideran que el benzoico imparte
a los productos un sabor picante, astringente,... mientras otros atnbuvcn
este efecto sdlo al benzoato ¥, por ultimo, los hay quienes oplnan que ni
uno ni otro modifican ¢l sabor ni olor natural A nuestro criterio es qui-
z4 la diferencia de sensibilidad' de los catadores la que determina estas
opmlones diversas. Por otro lado, suele admitirse que el sabor extrafio es
mas bien inherente al grado de pureza de los productos. en si. En este
sentido hay unas normas de caracter bastante amplio como son las de la
F.A.O (5} sobre las condiciones de pureza, cn particular de cada uno de
105 aditivos normales para alimentos, independientemente de las dadas
por los diferentes pases. Por ejemplo, en Listados Unidos se considera,
para el caso concreto del benzoico destlnado a ahmentos que éste debe
cumplir con las mismas exigencias que las previstas en la F armacopea de
aquel pafs; al producto que las cumple se le califica como de grado
U SP = (Umted States Pharmacope a); se admite que el benzoico de
este grado no imparte sabores extrafios. En Italia el benzoico y benzoatos
deben reunir las caracteristicas previstas cn Jas Ultimas disposiciones (6)

TABLA IX
Caracteristicos hrido benzoico ) Benzocto sédice

Presentacién Cristales blancos Polvo blanco eristalino
Punto de fusién . 121 - 123°C
Riqueza minima en Ja especie 99,5 %%, 99,5 9
Tmpurezas méaximas admisibles:

Sulfatos 0,05 9 ' -

Arsénicox . 3 p.pm _

Plomo 10 p.p.am. - —

Cloro orgénico 0,07 %, 0,07 %

Substancias oxidables expre-
sadas por el consumo de per- .
manganato potisico N/10 0.5 ml/gr 0,5 mlfgr
Substancias volatiles (por deseca-

cacidn en estufa a 105°C) — ‘1,5 o,

{8) 1 Report del Comilé (‘Dthlnio de experlos sobre adilivos pn.a allmcnlos de la FAQ y

WHO, Roma, 1957,
(8) Decreto Ministerial de 19 de encro de 1063. Suplemento a la Gazzetta Ufficiale n.° 64

de 7 de marzo de 1963.
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que en realidad abarcan a todos los aditivos permitidos en el pafs. En la
Tabla IX hemos resumido estas exigencias para el benzolco y benzoato
sédico que son las especies més utilizadas (¥), :

Nosotros podemos afiadir que, en general queda disimu'ado bastante
ante el sabor, la presencia de benzoato para la mayoria de los productos
conservados. En los frutos y productos dcidos en general, el sabor 4cido
caracteristico natural enmascara bien al benzolco o benzoatos y en las
verduras y productos poco dcidos tal vez como consecuencia de los pro-
pios sabores de éstos, slempre muy caractf;risticos y muchas veces desta-
cados. Por ello en nuesira experiencia de fébrica, cuando las circunstan-
cias lo han aconsejado, no hemos tenido inconveniente en que se utliice
el benzoato sddico (**), siempre con la acidificacién conveniente, y pre-
via advertencia a los usuarios de la necesidad de hacer el empleo d=
acuerdo con la legislacién vigente en Espaifia o en los posibles pafses de
destino (7).

A ttulo de ejemplo enumeramos algunos de estos casos concretos. ¢n
los que de momento parece aconscjable su empleo al menos como medida
de prudencia ‘

a) Elaborados de tomate al natural en grande envases (5 Kg) destina-
dos al comercio interior de ultramarinos para su despacho al detall, en -
los que habria peligro de repuntado una vez abiertos, si la venta no es
ripida y no se dispone de frigorificos; de ahi la conveniencia de usar
conservantes quimicos mientras s¢ mantengan estas costumbres comer-
ciales. .

b) Elaborados de pimiento en grandes envases con destino semejante
al del tomate, en los que ademds se tiene el inconveniente de que por una
costumbre comercial, no justificada técnicamente, se hace el embotado
sin liquido de gobierno y sin tener en cuenta el elevado pH de este fruto

{*  Autique menos cmple: dos por la industrin, en la dlsposicion ilaliana {ambién se csla-
blecen tas caracleristi.as de los benzontos poldsice y cdlcico, lara el primere éstas son: polve
hlanco cristalino; riqueza minima 74 % ; no dehe contener mids de 0,07 % de cloro erginica,
ni m:leriales oxidables en cantidad gque consuman mds de 0,5 ml de KMnO_ N/10 por gramo,
ffara el benzoado cilcico las caracte.islicas son: polve wlaneo; cerisfallne; riquess minima: 83%;
no debe conlener mis de 0,07% de clore orginico; la malerin orginica admisiblé consumiri
monos de 0,5 ml de KMnO N/10 per gramo.

(**) Una razén podevosa pera el usoe de benzoalo sédico es su gran diferencin de solubili-
dad con ¢l benzoico, Asi esta villimo sdlo se disuelve en ague frin o rezon de 3,63 gr/litro; es
algo mis soluble en caliente y aumenla su solubilidad bastanie en prescncia de fosfalos y hérax.
En cambio el benzoalo sédico se disuelve hastn 625 pgr/litro en agua a unos 250 C.

(7) En Lspaiia para el mercado interior atn rige la Ley del Ministerio de la Gobe nacién
de 8 de octubre de 1945 y para exporircién’ la decl Minislerio de Comersio de 16 de mayo de
1961 en lo que respecta a conservas en general y de 31 de julio de 1962 para derivados de
agrios. Posterio.mente la Orden de Ta Presidencia del Gobierno de 5 de rnarzo de 1963 aprueba
las nucvas reglamentaciones |éenico-sinilarias para zumos  de frulas y olros, admiliéndose en
¢sta 1 vy 2 por mil de benzoato segiin usos”

.
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que cn principio aconsejaria el uso de autoclave; por otro lado el comercio
requiere uma textura en estos frutos que es incompatible ‘con una esterili-
zacién eficaz, por medios exclusivamente térmicos, al menos en la forma
defectuosa en que se venfan envasando (*) vy de ahi la necesidad que, de
momento, tenia la industria de usar benzoato sddico en sustitucidn del
acido salicilico que se usé en los primeros tiempos y para el cual hay mds
reparos legales y de tipo toxicolégico. Conviene destacar aqui que' algu-
nos industriales se han limitado a sustituir”e] salicilico por benzoato sin
tener en cuenta la necesidad de acidificar, lo que puede ser causa de fraca-
sos. La adicién de dcido (citrico pormalmente) libera el benzoico y baja
el pH aumentando la actividad del conservante y la eficacia de ]a esteri-
lizacién térmica a que el producto se somete. :

¢} Iritadas y pistos diversos en los que entran como componentes
fundamentales pimiento y tomate, con o sin berenjenas, cuando éstos se
emboten en formatos de gran tamafio. En estos casos no justiﬁca el uso
una dificultad de esterilizacién, ya que se puede hacer el envasado a gran
temperatura s.no sélo la precaucién para cuando abierto el bote el mate-
rial se exponga a alteraciones por un consumo no inmediato.

- dj Elaborades de habas al natural y rehogadas en accite cuando la
esterilizacién se hace sin autcclave y fundamentalmente para envases
grandes. No puede olvidarse el pH un poco elevado de éstas y €n clerto
modo el que la industria no tiene excesiva experiencia en el manejo de
las habas, ya que el gusto por ellas se ha extendido dltimamente,

e} Judias y guisantes esterilizados a bafio de maria. Cuando éstos se
preparan en formatos destinados a hoteles y otras instituciones colectivas
puede darse también el caso de que no se consuma de una vez el conte-
n'do de un bote o de una serie de cllos, quedando expuesto a deterioro,
que en este caso es mds de temer por los casos de incidencia de botulismo
que se han dado en oiros paises precisamente sobre estas verduras de ma-
nera fundamental. Ademds, por el clevado pH de las mismas, se reque-
rirfa siempre el uso de autoclave, del que muchas veces no se dispone ¢n
las fabricas conserveras cuya tradicional dedicacién era la elaboracién de
frutas para lo que no es necesario (**). Es medida de prudencia para faci-
litar la esterilizacién, si se hace a bafio de marfa, y para prolongar la

(*} Se ha heche un esiudio en el Cenlre de Tnvesligacién de Frotos y Conservas de Murcia,
goh-e la translocacién de ma'eriales enire ol pimienlo ¥y un ligido de gobierno de composicion
controlada que ba de saponer una mejora sensible respecio u los pimienlos sin liquide de
gobierno atadido.

(**) Cuando para manlencr el color verde de los guisanles o judfas se adopta ¢l método
de Buan [T 8. Bram y T. B. Avues, Ind. Eng. Chem., 38, 85 [1943)] que leva consigo eleva.
cién de pH se hace imprescindible el uso de auloglave. En procedimienlos cn marchn en el
Centre de Investigacion de Frulos y Consevas de Muwrcia, cor el mismao fin,. se in'enfa poder
utilizar indistintamenie auloclave o bafio de maria, aunque de la primera forma se tiene el
p-oblema mids resuello que de la segunda. ‘
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conservacion del contenido después de abierto el envase, el usar un adi-
tivo de la categoria del benzoato sédico combinado con acidificacién.
mientras ello no suponga transgresién de las leyes de alimentos salvo que
hubiesen temores respecto a su inocuidad.

f) Pulpa de calabaza para claboracién de cabello de dngel. Su cardc-
ter de semielaborado, su escasisimo contenido en sélidos, su facilidad
para ¢l agriado o repuntado e incluso para ser pasto de levaduras del gé-
nero Sacchmomyces cuando ¢sta pulpa se envasa en botes de gran tama-
fio con la consiguiente dificultad de penetraciéon de calor, Justlﬁcan 1a
costumbre de afiadir algun conservante como coadyuvante a la accion
térmica (*). La conservacién de pulpa en estos envases es {recuente para
prever los perfodos de demanda la cual es variable en el gusto. en lo que
" respecta a presentaclon de ahi que no pueda prepararse el cabello acaba-
do desde el primer momento.

g) Pulpa de membrillo en barriles. Hay dos tendencias, una a conser
var los membrillos troceades o enteros en barriles o depdsitos (tru]ales)
otra a realizar la molturacién de los frutes ¢ incluso a refinar la pulpa a
través de una pasadora dejdndola ya dispuesta para su utilizacién en la
‘elaboracién de carnes. Para la primera forma se utilizan preferentemente
disolucicnes sulfurosas o de alguna de las sales capaces de suministrar
sulfuroso. Pero para las pulpas como tales quizd el método mds extendi-
do es el de conservarlas con benzoato sédico {del 1 al 1,5 por mil) como
sustitucién de la forma usada otras veces con salicilico. No obstante fas
mejores pulpas pueden obtenerse con una mezcla de metabisulfito potd-
sico y benzoato sddico, pracncamente en la misma pwpmcxon que aho-
ra se usa, agregando la misma cantdad de dcido citrico para consegulr el
doble efecto de liberar el benzo'co que es el conservante propiamente di
cho y el sulfurcso que actia como antioxidante ademdis de ser conservan-
te; naturalmente la desis que se requiere de este tltimo al usar benzoato
es mds pequefia y su misién principal es evitar el pardeo de la pulpa. Si
-los frutos antes de la molturacién se sulfitaron suficientemente (con
SO. gas) puede bastar con el benzoato para las dos misiones, antioxidan-
te v conservadora. Por dlimo [a eficacia mds absoluta se ha obtemido
afiadiendo a la mezcla conservadora como tercer componente un 0,3 por
mil de acido sérbico.

h) Mermeladas y carnes. Para las primeras no se requiere conservante
si éstas contienen un 65 % de sélides como minimo, como ocurre en las
destinadas a mercados internacionales que desgraciadamente apenas si
tienen significado todavia, Por otro lado en otros palises ‘estos altos nive-

() Fl mejor resullade se obtiene por la accitn sindrgica de benzoalo sédico al 1 por mil
y 4cido sérbico a1 0,3 por mil, en presencia del cilrice suficiente,



C-20 . Guzmdn Giménez y C, Pérez Sdrichez

les de sélidos se consiguen por adicién de un mayor porcenta]e de azicar
que el que la industria espafiola acostumbra a utilizar. Las mermeladas
de gran proporcién de fruta, que son las frecuentes en Espafia, muchas
veces presentan un bajo contenido en sélidos, que es natural si no se dis-
pone de concentradores a vacio va que el hacerlos perder agua a bafio
abierto supone una total pérdida de aromas aparte del recocido indesea-
ble. Para estos casos, si la induswrializacién se hace en grandes formatos
con destino a instituc’ones colectivas o al despacho al detall, como parece
ser quc sucede cn algunas regicnes espafiolas concretas, puede convenir
la adicién de benzoato sédico al 0,9-1,0 por mil como méximo, sblo o
combinado con un 0,3 por mil de sérbico, previamente a la adicién final
de citrico quc es usual en la elaboracién normal aunque ahora se Incre-
mente un poco en cuantia. Verdaderamente el conservante en este caso
tiene una misién preventiva para mantener sin alterarse el contenido
una vez abierto el envase, dado que sus pocos sélidos le hacen vulnerable.

Para el caso de carnes, la necesidad puede ser mayor si se preparan
con un contenido en sélidos muy por debajo del 70 % que es €l limite de
seguridad, si bien en la mayoria de los casos las proplas pulpas utilizadas
para preparar el acabado suelen ya aportar el conservante, como sucede
en las de membrillo. Si las pulpas se tenfan en botes, como en el caso de
las de albaricoque o melocotén puede ser necesario agregar benzoato sé-
dico, solo o con sérbico, para aprovechar el efccto sinérgico, ademds de
reforzar el contenido en cftrico, maxime teniendo en cuenta qué Jas car-
nes y gelatinas de estas frutas suelen tener contenidos bajos en solidos
por prepararse a base de bastante fruta y de un coagulante muy enérgico
que permita atrapar una cierta cantidad de agua para que el acabado
tenga una transparencia que suele apreciarse como virtud por la mayo-
ria de los consumidores.

1) Confituras. Estas son autoconservables pero en cambio durante el
proceso de su elaboracién pueden surgir alteraciones en los almibares
de concentracién succsiva qué suponen cambios en ¢l sabor que diffcil-
mente se disimula en el estado final adn cuando éste no sea en si vulne-
rable a los microorganismos de nueva llegada o incluso suponga una si-
tuacién tdxica para los que el producto lleve como consecuencia de las
alteraciones en las fases iniciales. ‘

1) Derivados de aceitunas. Es conocida la autoconservacién de las
acettunas aderezadas o encurtidas como consecuencia de los metabolitos
de la fermentacién ldctica, en presencia de salmuera adecuada, no obstan
te para la presentacién definitiva de ciertas formas de aceitunas tales
como las rellenas con anchoa, pimiento o almendra en las que hay una
elevacién de pH y la incorporacién de productos mds vulnerables suele
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requerirse la colaboracién de conservantes quimicos ya que no es posible,
por la naturaleza del producto principal, al recurrir al calor. En Espafia
era tradicional el uso de salicflico'y ahora hay tendencia a sustituirlo por
benzoato reforzado con citrico ya que éste exalta la Hamada «rubicun-
dez», de la aceituna (*). Un elaborado especial, a cuyo desarrollo hemos
contribuido, es la pasta de aceitunas destinada a la preparacién de cana-
pes y otros apemlvos que como tampom puede someterse a esteriliza-
cidén térmica requ.ere una conservacién permanente por métodos quimi-
cos; el método mas econémico ha sido el de Ja utilizacién conjunta de
benzoato sédico como principal, sérbico,” como coadyuvante, y lctico,
como acondicionador de pH y por ¢l poder conservante selectivo quele
atribuimos v tenemos probadov; este elaborado de aceitunas se ha comer
cializado con éxito gracias al esmero que se tiene en su' fabricacién por
parte de la firma productora. Se aprovecha la ocasién para destacar -que
en general el triunfo de la puesta en marcha de nuevos métodos a cuya
generahdad no escapan los conservantes, puede depender del cuidado y
pulcritud con que se realice.

k) Jugos de frutas. El creciente empleo de éstos y su pH tan favora-
ble para la actuacién de a]gunos conservantes qufmicos ya que tampoco
en este caso puede recurrirse a una accién térmica prolongada de ahf el
emp]eo preferente de la esterilizacién o pasteurizacién relampago re-
quiere un comentario de la aplicacién de benzoatos para jugos, lo que
concuerda con el gran niimero de publicaciones clentificas que tratan de
su utilidad para jugos (8). Por ejemplo, esta probado que los jugos de
manzana, obtenidos en condiciones bastante asépticas, de modo que ¢l
grado de contaminacién microbiana sea bajo, pueden mantenerse bien
con niveles de 0,5-0,75 por mil y aiin con menos, sobre todc en los Jugos
de manzanas 4cidas, si bien la seguridad es mayor manteniéndolos a 0° C,
de tal modo que se prolonga la vida de Jos jugos hasta unos 6 meses en
esas condiciones; en jugos muy contaminados se requiere ya un 1 por
mil (*) y en la opinién de los menos confiados la autoconservacién indis-
cutible sélo se obtienc por el 3 por mil. También los jugos de uva pueden

(*) Sin quitar la imporfancia vy buenas cualidades del dcido citrico para estos cometidos
deseamos resallar que cn el Centro de TFrufos y Conservas de Murcia se estd liaciendo un esludio
cxhaustivo de las posibilidades del dcido ldclico pase esle cometido, con resullados hasta ahora
muy alentudores. )

(8 H, C, Gorg, U, S. Dept, Agr. Bur. Chem Bull., 118, 1 (1908); P. Toxnrux y P. Caarin,
landw Jahrb. a. Schweiz, 1 {1925); C. R. Ierir, Fruil Producis, J. @, 113 (1920); A. OsTER-
waLver, Landw, Jahrb. a. Schweiz, 43, 97 (1929); G F. Poe y Y. T. PMuwy, Fruil Products I,
27, 112 y 128 (1947); C. F. Tor, R. C. Mecnan y B, M. Tasconn, Univ, Colorado Studios, 17, 1
(1929); R_ G. Momse, Food Research, 76, 1 (1951); elc, ’

(*} En Eslados Unidos, por cjemplo, el benzoale sOdico os cl conservanle mds generalizado
para el jugo de manzana y la conceniracidén mas wsada la del 1 por mil.
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requerir concentraciones hasta del 3 por mil para su conservacién, sin
embargo en frutos de pH mds bajo, como Cruess, Ricuert e IrisH (9)
demostraron es mas que suficiente con -un | por m11

Conviene destacar que para jugos en barriles se utiliza con frecuencia
el sulfuroso, o sus sales, que tiene ia doble misién de ser antiséptico y an-
tioxidante; para la primera funcién se requiere una concentracién de al
menos un 0,1 % pero para la segunda bastaria con el 0,02 %. Un efecto
espec1a1 muy interesante puede obtenerse con benzoato sédico como an-
tiséptico y con sulfuroso o una fuente de él, en pequefias dosis, en calidad
de antioxidante. Esta forma combinada de utilizacién extenderia el uso
de benzoato para conservacién de algunos jugos especiales, como son los
cltricos, en los cuales no se unlizaba con mucha frecuencia debido a que
este conservante no tenia en si funcidn antipardeo, ni impedia la pérdida
de vitamina. C que es el antioxidante natural de estos jugos. Sin embargo
en los concentrados de citricos muy azucarados, utilizados como base de
refrescos y que por tanto s¢ consumen diluidos, estd muy extendida’la
utilizacién de benzoato. La mayoria de las legislaciones preven el em:
pleo de benzoato sddico para jugos de frutas y muy concretamente para
estos jarabes base de bebidas refrescantes. Para el caso de bebidas ya pre-
paradas, al menos en las llamadas carbdnicas, se reqmemn conctntraclo-
nes menores de conservante, bastante en muchas ocasiones con un 0,05 %
(*), supuesta la hermeticidad de los envases.

Se insiste en que para la utilizacién de benzoaro en ]ugos o derivados
de éstos debe disolverse previamente en un poco de agua o jugo ncutrali-
zado repartlendo esta disolucién en el seno del jugo a conservar. Aunque
los jugos de frutas suelen tener un pH adecuado para la liberacién de
benzoico y para que éste actie, no viene mal insistir una vez mds en la
necesidad de asegurarse que la acidez del medio sea suficiente. Esto es
tanto mds fundamental cuando los productos son mds ricos en proteinas
pues parte del benzoico se combina con estas substrayéndolo de su mi-
sién conservante, de ahf la conveniencia de acidificar con un dcido mds
fuerte, como ya defendieron_ Perry y BEaL (10} para que éste sea el que
se combine preferentemente, a la vez que incline el equilibrio hacia la
formacién de la especie benzoico no disociada que es la forma activa.

1) Otros prodictos—Como complemento a los ¢jemplos dados de
aplicacién a conservas vegetales, y .por su afinidad, se refieren unos casos
simples de utilizacién para mantener en buen estado productos del reino

(9) W. ¥V, Crumss y P. Il Rucuerr, J. Bact., 17, 363 (1929}; W. V. Cnunss, P. H. lcwerr
¥ J. H. Imsu, Hilgardia, 6, 205 (1031).

{*) El carhénico incrementa la eficacia del bLenzoalo contra lus csporas de B, sublilis ¥ sin
duda frente a oiros gérmenes.

(10) M. C. Perry y C. D, Bear, Ind. Eng. Crem., 12, 253 (1920).
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animal. Destaca el caso de los llamados hielos germicidas, uno de los
cuales, muy eficaz, es ¢l que se prepara por congelacién de una disolucién
acuosa de benzoico al 0,1 9 ya que ésta forma una mezcla eutéctica de
punto de fusibn —0,03°C; aunque este hielo también seria il para
mantener clertos productos vegetales, su utilizacién fundamenta) es para
pescado, habiéndose logrado mantener éste varios dias sin que se forme
trimetil amina, Una buena revisién sobre hielog germicidas ha sido hecha
por Dunx (11),

También son interesantes los trabajos de Feriers y Harvey (12) so-
bre la utilizacién de salmueras conteniendo benzoico o benzoatos de so-
dio o magnesio (0,15-0,59%; pH = 4-4,5) para la conservacién de filetes
de anchoa, arrollados o no; cn realidad suele realizarse una 1nmer$10n
momentanea en estas disoluciones con lo que los filetes retienen sélo una
pequefia cantidad del conservante propiamente dicho,

También puede referirse el trabajo de TaRR y SUNDERLAND (13) en el
‘que éstos encuentran que los filetes ahumados mantenen mucho mejor
su calidad cuando se sumergen en una salmuera al 20 9, que contiene
acido benzoico.

Interesantisimos son también los trabajos de Pisxur y Stanspy (14)
sobre el almacenaje satisfactorio de almejas recién cogidas, durante 12-13
dias, cn una salmuera del 3,5 9, conteniendo 0,1 9% de benzoato sédico y
manteniendo la vasija corlespondlcnte en hielo machacado.

También existen referencias concretas a la unilizacién de benzoico v
derivados, a dosis bastante elevadas, para conservar batidos de huevaos, con
o sin alifios, previéndose ¢n la mayoria de las leglslacmnea estos Casos.
Nosotros podemos referir como contribucién personal que hemos desa-
rrollado industrialmente diversas salsas {mayonesas, tartaras, etc...) y
cremas (anchoas, sobrasada, salchichén, queso, aceitunas, etc), con cate-
gorfa comercial de semiconservas, aunque por la estabilidad lograda po-
drian considerarse comao reales conservas; la estabilidad se ha Iogrado
con una adecuada combinacién de benzoico y benzoata con sérbico, ci-
trico y ldctico.

De ninguna manera se ha pretendido hacer una exposmlon exhaustlva
de aplicaciones pero sin duda los e¢jemplos dados dan idea de la amph-

tud de posibilidades.

(11) C, G. Dounn, Food Technol., 17, 371 (1847).

(12) €. R. Fruuens vy E. W, HmvnY I*ood Rescarch. §, 1 (1940). .

(13) H. L. Tasr v P. A SU\TDFHLA\D Progress Reporls. Pacific Ceast Sla. ndm, 37, 7 (1938).
(14} TF. Pisxygr y M. K. Stanspy, Commercial Fisheries Review § (ndm. 4), 5 (1946) |
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Comentarios sobre la forma de actuacion

La accién de un germlmda en general put:de estar relacionada:

a) Con una intervencién en el mecanismo genético.

b) Con un efecto destructor o modificador de la membrana celular,
que en sus condiciones normales determina el intercambio entre el in-
terior y el ambiente. '

c) Con una alteracién del equilibrio o de la localizacién normal de
los distintos enzimas y sistemas enziméaticos del propoplasma y/é nucieo.
'dependiendo de la intensidad del o de los disturbios el que se preduzca
la inhibicién parcial o completa de la actividad celular. Como sefiala
Rann (15) una célula estd rtécnicamente muerta, aunque no bioldgica-
mente, en cuanto ha P&ldldo su capacidad reproductora, por esto cuando
se usa un conservante quimico basta lograr ese objetivo, o incluso en
ocasiones es suficiente conseguir una lentificacién de la actividad repro-
ductora.

_ Sobre la posibilidad de que ¢l efecto fundamental esté relacionado con
una ingerencia en e] proceso de multiplicacién hay un hecho interesan-
te. Asi, las curvas de supervivencia, obtenidas representando en ordena-
das e! niimero de gérmenes que resisten a la accién de un germicida y
en abcisas los-tiempos en que ésta se ejerce son claramente logaritmicas:
(si el n.* de supervivientes se substituye por su logaritmo se obtienen rec-
tas) ,de gran analogia a las que en Cinética se obtienen para reacciones
de primer orden; esto hace pensar que Ia inhibicién depende de la ac-
cién sobre una o cuando mis de dos o tres moléculas por germen. Esto
permite explicar Ja accién inhibitoria como un efecto sobre los genes
‘o unidades hereditarias de los gérmenes, que estarian constituidas por
una o dos moléculas de p;otcmas bastando en realidad con que el cfecto
desnaturalizante se ejerciera sobre uno de los genes, el realmente vital.

no stendo prccxso que se deterioren las restantes unidades hereditarias.

El n11c1001gamsmo con el gene fundamental alterado es en realidad un

«mutante letal», incapaz de sintetizar ciertos materiales y mucho mds
vulnerable al medio ambiente o a condiciones superpuestas {por ejemplo, a
la accidn térmica). En la opinién de Dereriick (16) la lesion genética es
consecuencia de una irrupcién del- agente quimico en el equilibrio reso-
nante establecido normalmente entre formas radicales y formas totalmen-

te deshidrogenadas y que es intermedio fundamental en la sintesis
autocatalitica de polipéptidos. Los-agentes quimicos «no fisiolégicosn, es

(18) 0. Ranx, Byodynamics Monegriphs, ntm., 3, Normandy, Mo. (1945). .
(16) M. Deusniick, Cold Spring Harbor Symposia Quani. Biol,, 9, 122 (1941).
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decir, ajenos a los que integran las células, intervienen tanto mas f4cil-
mente cuanto mas parecido tengan con los que tienen cn ellas misién fi-
slolégica normal.

La segunda posibilidad, influcncia sobre la membrana celular ]ugga
sin duda también un gran papel cn muchos casos, en especial en el de
los agentes tensoactivos puesto que destruyen la semipermeabilidad de
la membrana, permitiendo la salida de algunos materiales del citoplasma
aun a temperaturas bajas. Por otro lado la alteracién de la tension super-
ficial puede traducirse cn un cambio de localizacién y adn de orientacién
en ciertos enzimas respecto a sus correspendientes substratos, desencade-
nando reacciones indeseables o impidiendo las normales. Los agentes mi
crobicidas conviene contengan en su molécula una porcién hidréfoba
(repelente al agua) y otra hidréfila (aﬁmdad para ¢l agua) depcndlendo
la actividad, por un lado, de la capacidad para concentrarse en las proxi-
midades de la célula microbiana a destruir y por otra de la toxicidad
especifica del agente.

El tercer aspccto desde el que se puede enfocar la accién de los agen-
tes' quimicos es el de interferencia con la actividad enzimditica, la cual
depende del cardcter coloidal del enzima {debido fundamentalmente a
una proteina soperte) v de la naturaleza del grupo o grupos activos que
posee (parte prostética). Ahora bien, la interferencia, desde un punto de
vista general, puede estar ligada a un fenémeno de desnatwralizacion
{efecto salino, accién de agentes humectantes, modificacién de pH con
gran separacién del punto isoeléctrico, etc.) 6 de inhibicion gmmzca pro-
plamente dicha que a su vez puede e]ercerse sobre la propia proteina so-
porte o sobre los grupos prostét.cos. Son acclones sobre el soporte las ejer-
cidas por los agentes oxidantes, cuando las inhibiciones son reversibles.
es decir, cuando cabe la reactivacién por efecto de agentes reductores (*);
las inhibiciones enzimdticas causadas por envencnamiento con metales
pesados (cobre, mercurio, plata) y semimetales (arsénico, bismuto) atin
cn trazas; las Inactivaciones por a'quilacién de grupos —SH con iodo-
aceratos y bromoacetatos de alquilo; la inhibicién por diversos reducto-
res (sulfuroso, sulfhidrico, cianhidrico (**) formaldehido, etc.) de -enzi-
mas con el grupo funcional —8-S—, siempre que éste se escinda irrever-

(") Verdaderamenle la accitén inhibidora se ejerce por efecto sohre los g:’upos -~ SH i'espdn
sables de la especificidad del enzima afectado. Si hay reaclivacién sc 'deberi a regencracién de-los
citados grupos. Fs inferesanie deslacar que de umnos 40 enzimas calalogados por Sivcen [T P,
SinguR, Brewer Digest, 2¢, 85 y 104 (1945)] el 75 9% son de esa naluraleza.

(**) La accidn inhibidora del cianhidrico v otros puede deberse adn con mds frecuencia a

un efeclo complemnte o enmascarame sobre mertos mnos meldlicos fundamentales para enzunas
coneretas, .
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siblemente; la de enzimas con grupos fendlicos, por accién de varios
agentes quimicos tales como los esterificantes y acilantes, cetenas, iodo,
nitritos, etc.; la de enzimas con grupos aminicos por cfccto de agéntes
capaces de reaccionar cen tales grupos {epdxidos, formaldehido, cetenas
6xido de carbono, etc.).

Naturalmente, las mayores interferencias surgen cuando los agentes
quimicos reaccionan con los grupes prostéticos en los que verdaderamen-
te radica la cspec1ﬁc1dad de mancra compentlva y cen éxito respecto o
frente a la parte plote ca. También otras veces la razdén de interferencia
estd en ung competicion entre el agente quimico y el sustrato frente .l
enzima, bien en su conjunto o al menos respecto a su supetficie activa,
durante la fase que puede llamarse de aproximacién, que es previa a la
de acc:on enzimdtica propmmcn:c dicha. Es natural que el cfecto de los
agentes qu1m1cos sez madas ostensibie cuanto mayor SCmC]dﬂZd estructu-
ral exista entrc éstos y los sustrates, si el mecanismo es del primer tipo,
o el efecto dependeri de la afinidad hacia estos sustratos si es el segundo
tipo ¢l que 1mpera El efecto depende también en parte de la concentra-
cién a la que sc encuentre el aditivo.

Merece la pena destacar que igualmente pueden interferir en los pro-
cesos cnzimaticos aquellos productes de naturaleza idéntica a los que re-
sultarfan como finales en una reaccién cnzimidtica normal ya que tales
reacciones cesan cuandd en el equilibrio se alcanzan concentraciones li-
mite.

Después de estas consideraciones de cardcter general sobre la actua-
cion posible de los conservantes quimicos haremos otras p;‘ucurando en-
marcar la forma de actuacién posible del benzoico y benzoatos, en reali-
dad en cuanto éstos son fuente del prlmcro

Verdaderamente desde el punto de vista tedrico, no es previsible una
exaltada especificidad para la actuacion del dcide benzoico, con sélo un
grupo funcional —COOH unido al resto hidréfobo, a la manera de los
compuestos de accién general (no especifica), como pueden ser anilina
y fenol, de clerta semejanza estructural. Sin embargo en la bibliografia
se describen casos de especificidad de éste para la inhibicién de deter-
minados procesos de células bacterianas. En un plano méis amplio, sobre
gérmenes integros, Nosotros mismos hemos encontrado en experimentos
de laboratorio algunocs fallos de inhibicién para gérmenes concretos y
éxito en otros, pudiendo superarse aquellos por mayores concentraciones.
Afortunadamente no encontramos demasiada especificidad en cuanto a
clases de gérmenes ya que los éxitos se han tenido con bacterias, hongos
'y levaduras, aunque ¢l sentir general es que la eficacia para estas clases
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es creciente en el orden dado. Como en conscrvas vegetales la variedad de
gérmenes poubles es amplia es preferible que la especificidad no sea muy
manifiesta.

Consecuencia de la falta de especificidad es la proporcionalidad indu-
dable entre efecto y concentracién, como se prueba en los experimentos
de laboratorio, en los resultades de fabricas y en la informacidn que sc
tiene, a la que hemes hecho referencia, del uso piacnco de concentracio-
nes creclentes para aumentar fa segurldad pese a que sin duda las dosis
utilizadas en principio debfan ser mds que suficientes, en valor absoluto.
Pero no puede olvidarse, que la distribucién del benzoico, al igual que
la de otros muchos, depende de su coeficiente de reparto, que determina
la relacion de concentracién entre el ambiente (mds o menos acuoso) y el
material lipoideo que integra la cé'ula a destruir, fundamentalmente el
que forma parte de la membrana celular, puesto que de este material de
pende la fijacién en la célula y el paso a su través del antiséptico hasta
que éste alcance puntos vitales.

Repetidas veces hemos destacado la influencia favorable de los pH
bajos sobre la actividad del benzoico, lo que hemos comprobado conti-
nuamente ¢n nuestra experiencia industrial. En realidad esto es conoci-
do desde mucho tiempo y son bastantes los trabajos que se concretaron
a este estudio (17). El efecto del pH se traduce fundamentalmente ¢n la
inclinacién del equilibrio de disociacién hacia la forma no iénica que es
muy liposoluble en cemparacién con los aniones benzoato; este cfecto
era previsible. En trabajos para comprobar este supuesto VonN ScHEL-
HOorN (18) ha buscado la relacién de proporcionalidad entre concentra-
cién de benzoico no disociado, sélo o junto a otras sustancias, vy su efecti-
vidad. Adn mds recientes son los trabajos de Bosunn (19) en los que al
estudiar el efecto del benzoico y el salicilico sobre el proceso oxidativo de
las células y la respiracién endégena en algunas levaduras (concretamen-
tc Saccharomyces cerevisiae), a diferentes pH (hasta. pH = 6) concluye
que a igualdad de nimero de moléculas no disociadas el efecto es wdénti-
co, independientemente del pH. Calcula que al mds alto de los estudiados
por él existe una molécula no disoctada por cada 64, lo que representa el
1,6 % de la concentracién disponible, lo que justifica la disminucién de
efectividad cuando éste crece. No hay duda que el pH puede tener otros
efectos, asi el mismo Bosunp (20) ¢n un estudio sobre la rretencién de
benzoico realizada por las especies Proteus vulgqﬁs y por las que inte-

(N R H, Gosmomn, E. F, Doserang ¥ P. A, Termaurr, Tud. Eang. Chem., 30, 646 (1038);
QO Ramn y J, D, Coxn, Ind. Eng. Chem., 36, 185 {1944).

(18) M. Yon Scmpimonx, Deut, Lebensm. Rundschau, 46, 132 y 151 (1950).

(19) 1. Bosuno, Acfa Chem. Scand., 14, 1231 (1860).

(20) I Bosuwn, Physiol. Plantarum, 13, 793 {1960).
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gran la levadura de pan, demuestra que la absorcién relativa de inhibidor
crece al bajar el pH; dicho de otra manera, el coeficiente de reparto

Concentracién de benzoico en la célula

Concentracién de benzolco en el medio

crece al disminuir ¢l pH, por lo que el grafico que rcprescntasc esta varla-
cién es paralelo al de dependencia entre concentracién de forma no diso-
ciada y pH.

A pH muy ba]os llega a haber en el interior de la célula hasta 25 ve.
ces mds benzoico que en el exterior; atin cabe admitir que como la célu-
la no es homogénea y algunas estructuras del protoplasma muestran es-
pecial afinidad para el benzoico, en la superficie de tales estructuras habrd
considerable acumulacién del antiséptico y forzosa inhibicién de los pro-
cesos localizados en ellas. En una serie de experimentos realizados por
Oka (21), también con Saccharomyces cerevisiae, se muestra que ¢l ben-
zoico y otros inhibidores semejantes dentro de la célula pueden estar di-
sueltos o adsorbidos schre fases sélidas, siendo esta forma la realmente
activa.

Recogemos de Desrosier (22) un grifico en ¢l que se representa la
dependencia entre pH y actividad conservante del benzoico, lo que en
realidad depende tanto de los hechos considerados (moléculas no diso-
ciadas, capacidad de reparto, proporcién adsorbida) como de la actividad
auxiliar que por efecto propio pueda determinar el pH, y con sentido nec-
gativo influye también la tendencia a la rcaccién con materiales de efecto
substractivo (por ejemplo, clertas protefnas). He aqui el grifico a que nos
referimos:
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(21) 8. Oxa, Bull, Agr, Chem. Soc. Japan, 24, 59, 338, 412 y 516 (1560).
(22) N. W. Desnosien, The Technology of Feod Preservalion. EdQ,. The Avi Publishing Com
pany, Inc., Westport (1959); pig, 308,



Posibilidades del deido benzoico y benzoatos en.., C-29

-Drisroster (loc. cit)) comenta que la accién germicida del benzoico a
pH 3,0 es unas 10 veces superior a la ejercida a pH 7 y unas 100
veces mayor que la mostrada a pH ligeramente alcalino.

‘No hay duda que de una manera u otra el 4cido” benzoico ejerce su
accién sobre algunos de los diversos mecanismos'enzimdticos que rigen el
metabolismo celular, provocando disturbios sobre los mismos. Ha de des-
tacarse que la accién no es necesariamente inhibitoria sino que en algu-
nos casos €s mas bien estimulante, pero que siempre habrd un desequili-
brio en el accple general de las reacciones. Veamos algunos efectos bas-
tante catalogados, aunque rodavia queda mucho por hacer,

Asi, respecto al metabolismo de hidratos de carbono, siguiendo a Bo-
sunD (19) puede destacarse que el benzoico (en esto se comparta como el

salictlico} estimula la oxidacién de glucosa hasta piruvato y no impide la
‘oxidacién directa 4 acetato, entorpeciendo el acoplamiento normal de
utilizacién de los grupos piruvato y acetilo, “especialmente estos dltimos,
como fuente de energia, a través del ciclo tricarboxilico, o por formacién
de aceto-acético u otros pasos biosintéticos; la interferencia fundamental .
se ejerce sobre la funcién de la coenzima A (CoA), al formarse benzoil-
CoA en vez de la aceul-CoA normal; esta dluma, por ejemplo, se copu-
larfa con otra de acetil-CoA para producir acetilacético o con una de
oxalacético para formar ciuico, cadena que queda 1nterrump1da seguin
Avican y otros (23), al benzoilarse la coenzima A.

En general, los procesos afectados serfan aquellos en relacién con cler-
tas estructuras de la célula mientras quedarian sin afectar aquellos proce-
sos estimulados por enzimas solubles en el seno del protoplasma.

Hay una analogia entre la concentracién méxima que inhibe la repro-
duccidn celular y la gue bloquea la oxidacién normal de acetato, para el
caso de medios ricos en aminodcidos, en cambio, como Bosunp y otros
(24) observaron, cuando el medio de cultivo es pobre en aminodcidos los
gérmenes de prueba se destruyen a concentraciones de benzoico (y ram-
bién de salicilico) bajas, que no tienen efecto en la oxidacién de acetato.

Era ya conocido, segin los experimentos de Correrr y CLARKE (25)
que el benzoico inhibe la oxidacién del citrico, succinico'y mdlico en los
tejidos musculares. Por otro lado KapLan y otros (26) han estudiado el
efecto sobre varias enzimas del ciclo tricarboxilico. Bosunp (27), del que
tomamos ¢l esquema de dicho ciclo que acompafiamos, al comentar uno
de sus propios trabajos (28) destaca que la velocidad ‘de oxidacién de los

{23} T, Avigan, F M, QUASTEL ¥y PG ScnoLEme,_ Biochem, J. 6!_?, 329 (1955).

(24) 1. Bosusp, 1. Emrcmsey y N. Mouw, Psysiol. Plantirum, 13, 800 (1960).

(25) M. E. Corvert y M. F. Cuamke, J. Biol, Chem., 82, 429 (1929).

{26} E, H. Kartav, J. Kunxeoy ¥ J.. Davis, Arch, Biochem, Biophys., 51, 47 (19534).

(37 1. Bosunn,” Adv. in Food Research, 1X, 331 (1962).
(28) I, Bosune, Acla Chem. Scand., 14, 1243 (1960).
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diversos intermedios de este ciclo disminuyen por la accién de concentra-
ciones algo mayores que las requeridas para la inhibicién de la reproduc-
cién celular, deduciendo por tanto que la oxidacién del acetato es la
fase mas sensible; se sobreentiende que se inhibe el proceso de activacidn
que conduce a la formacidén de acetil-CoA, o incluso a la inmediata etapa
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de condensacién de esta acetil-coenzima con oxalacetato. Sin embargo,
es de resaltar que el bloqueo afecta también a las restantes fases del cicio,
habiendo observado Bosunp que la oxidacién de los diversos dcidos del
mismo, a partir del «-cetoglutirico se inhibe préc'ticamente igual que la
de este ultimo, pese a que podria prevérse que éste fuera el mdis sensible
puesto que para oxidarse lo hace via succini-CoA, comparable al comple-
jo acetil-CoA,

Aun cuando e] benzoico, andlogamente al salicilico, bloquea la oxida-
cién en la etapa de acetato activado (*), estimula sin embargo el consu-
mo de oxigeno por parte de la célula, lo que podria explicarse asi. Al pro-
ducirse un desacople que entorpece la formacién de ATP (=Adenosin-

(*) Nos referimos a Ia forma acetil-CoA.
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trifosfato) hay un incremento en el consumo de oxigeno para una idént-
ca cantidad de sustrato, a base de mayor nimero de degradaciones, corho
reaccién de la célula microbiana para compensar el pobre consumo que
determina la diferida formacién oxidativa de ATP. En efecto, en experi-'
mentos de Bosunp (19), realizados sobre Pseudomonas fluorescens, se
muestra que en presencia de benzolco estas bacterias metabolizan la
glucosa vig acetato, pasdndola a CO, y H,O. Hay hechos claros en los
que estd manifiesta la accién sobre la fosforilacién oxidativa (proceso
energético ligado al ATP), asf en 1956, Penniarn, Karwmirsky y Rours
(29) demostraron, después de unos estudios sobre las mitocondrias de cé-
lulas animales, que el 4cido salicilico inhibe la fosforilacidn oxidativa,
resultados que también ha obtenido Bosuxp (30) con el benzoico, pero
éste es algo menos especifico, requiriendo concentraciones altas en las
condiciones de pH (concretamente trabajé a pH = 7) utilizadas. ¥l que
la interferencia afecte al ATP no ¢s extrafio puesto que la formacién de.
éste debe estar ligada a estructuras de naturaleza lipoprotéica sobre las
cuales es mds légico que actilen es5tos conservantes liposolubles. Por otro
lado la metabolizacién de acetatos hasta carbénico y agua ha sido confir-
mada de manera inequivoca en el trabajo de Bosunp (31) realizado agre-
gando al sustrato metil y carboxilacetatos marcados.
- La toma de iones amonio es otro proceso asimilatorio fuertemente in-
_ hibido por ¢l benzoico y por el salicilico, seglin observaron BerNHEIM y
DE Tur (32) en sus trabajos con Pseudomonas aeruginosa; éstos sugic—
ren que el efecto debe explicarse por una inhibicién especifica de la pro-
duccién o utilizacién de los compuestos de elevada energia, lo que con-
cuerda con las observaciones antes hechas. Ivanovics (33) ya observé en
sus experimentos que ciertos aminoacidos, especialmente valina, lisina.
leucina y metionina, dlsmlnuyen la actividad del salicilico, mientras mas
recientemente Bosunp, Ericiiseny v MoLiv (24) demostraron que en el
casg del benzoico son el glutarmco, cisteina y metionina los mds activos
contra este inhibidor. En realidad, si la actividad del conservante no es
del todo especifica, la accién de los aminodcidos particulares podria, més
bien, considerarse como debida a la naturaleza del germen empleado o
a las propias condiciones expenmentales ‘
De una manera concreta conviene destacar también como efecto del
benzoico sobre enzimas el poder inhibidor selectivo frente a D-aminoéci-
do-oxidasas, observado en experimentos «n vitron por Krem y Ka-

{(29) R, Pesvuit, G. Kanarsy v J. Bourm, Arch. Biochem. Biophys., $4, 330 (1556).
(30) 1. Bosuwnp, Acia Chem. Scand., 11, 541 (1957).

{31} 1. Rosunp, Physiol Planlarum 13, 812 {1960).

(32) T, Beanaew vy W, E, nz Zung, J. Pharmacol., Exptl, Therap., 103, 107 (1951),
(33} G. Ivamovies, Z. physml Chem Hoppe-Seyler's, 27§, 33 (1942)
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MIN (34), poder que ha de tener aiin mis hondo s1gn1ﬁcad0 cuando se
abarca a DD- y L-aminodcido-oxidasas «in vivon, sobre todo si tales enzi-
mas catalizan igualmente Ja reaccién inversa de formacién de amino-
dcidos a partir de cetodcidos y de iones amonio, lo que ha sido confirma-
do por los- trabajos de RADHAKRISHAN vy MEerstER (33). Es interesante re-
saltar que en lo que a esta accién se refiere el pader del benzoico ¢s casi
3,3 veces superior al del salicilico y unas 42 veces mds intenso que el del
para-oxibenzoico, segin se deduce del trabajo de Bartrerr (36) en el
que se compara la acuvidad de varios derivados para- v orto- sustituidos
del benzoico frente a D-aminoacido- oxidasas; de ellos el mas parec1do al
benzoico es el para- clorobenzomo

Por tltimo, segiin traba]as de KuTTnER y Waceeic (37} el poder in-
hibidor del benzoico frente al enzima catecolasa es también bastante es-
pecifico, siendo unas 32 veces superior al mostrado por el salicflico y unas

- 41 veces mayor que el del para-oxibenzoico.

En definitiva, se ha visto que el benzoico interfiere por un lado con
varios sisternas enzimdticos, en algunos como el de las aminodcido-oxi-
dasas y catecolasas con gran cspecificidad, y por otro con el metabolismo
cnergético (formacién de ATP) aunque en éste no con tanta espec1ﬁc1dad
como ¢l salicilico, al menoes en los prenmenros de laboratorio con mite-
condrias. Pero no puecden desestimarsc las acciones que por su elevada li- -
posolubilidad debe ejercer por acumulacién sobre la membrana celular
0 en otras estructuras de la célula microbiana. Quedan por tanto ain du-
das sobre la forma auténtica de actuacién de este conservante, pero se
admite que es la suma de efectos pa1c1a1cs la que justifica su actividad
practica, que estd bien reconocida.

En general todos estos estudios han sido hechos a temperaturas muy
suaves, mientras que en la préctica se recurre en muchos casos de aplica-
cién, la mayoria, a aprovechar la accién sinérgica del calor o la de otros
conservantes, como sucede en los ejemplos concretos gue comentamos en
su momento.

Aspectos toxicoldgicos y legales

Queda ahora por considerar si los efectos del benzoico podrian perju-
dicar de alguna manera al hombre al ingerir las conservas que contienen.

(34) R. Keere y H. Kamin, J Biol, Chem. 138, 507 (1941).

(35) N. Rapmakpisnsaw v A, MeisTer, J. Biol..Chem., 233, 444 (1958
(36) . R. Bamrurrr,. I Am Chem, SDc 70, 1010 (1J48)

{37) R. Kurrxen y H. \VAGREICH Arch. Blochem Biophys., 43 .80 {1953)

?- Al
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este aditivo (*). Con este fin s¢ vuelve a recordar que es condicidén im-
prescindible para que merezca la pena el intentar comprobar la utilidad
de un conservante el que éste no sea un producto nocivo para la salud, ni
de manera inmediata ni por efecto acumulativo. En cste sentido pueden
destacarse los siguicntes hechos en relacién con el benzoico:

a) Es tradicionalmente utilizado el benzoico para la conservacién de
productos alimenticios y de muchos medicamentos sin recordarse inci-
dencias por su efecto.

b) El Ministerio de Sanidad inglés que en 1923 considerd el uso de
antisépticos y materias colorantes para alimentos «como prictica indesca-
blen ordend los conservantes entonces usuales en tres grupos:

b)) formaldehido y sus derivados y fluoruros
bh;) dcidos bérico y salicilico y sus sales de sodio
by} 4cido benzoico y sulfuroso y sus sales de sodio

destacando que sélo podrian ser permitidos los del tercer grupo {en el
que va el benzoico) aunque dentro de ciertos limites.

c) Las reuniones de expertos para ¢l control de productos alimenti-
cos de la Europa Occidental (representantes de Inglaterra, Francia, Ale-
mania, Italia y pafses del Benelux) en junio de 1956 en La Haya y en
encro de 1957 en Bonn, hicleron cuatro grupos de conservantes:

c) Sin pehgro para Ia salud (cloruro sodico, azdcar, alcohol, vinagre,
icidos acético, lictico, pmplomco carbdnico, tartdrico, cftrico.
sérbico y las sales sddicas de ellos, glicerina,.. )

c:) Sin peligro para la salud si se usan dentro de ciertos limites {(dcido
benzoico y benzoato sédico, anhidrido sulfuroso y sulfito sédico).

¢;) Sustancias peligrosas para la salud (dcidos bérico, 4cidos monoclo-
ro y monobromo acético, para-oxibenzoico y sus ésteres, ClOl’Opl-
crina, 4cido dehidroacético, las sales de los diversos 4cidos cita-
dos, la 8-oxiquinoleina, tiourea,...).

¢,) Sustancias cuyo peligro o inocuidad para la salud no han sido com
probados con seguridad (antibiéticos, dcidos croténico y férmico v
sus sales, difenilo, salicilico y su sal sédica, morfolina,...)

estimando que sélo los de los dos pumeros grupos debian ser tenidos en
consideracion para las dlsposmlones transitorias.
d) En Estados Unidos, pais de legislacién sobre alimentos tradicio-

£{*) El benzoico es conslituyente natural en el arindano ag-io, ciruelas, cancly y clavo,
en la goma llamada benzoina, en los bilsamos de Perii y Tolu.
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nalmente rigurcsa, hay una orden de la Food and Drug Administraticn,
de 3 de marzo de 1909 autorizando el benzoato sédico que fue el dnico
conservante hasta 1953 (38),

Como sc trata de hacer una exposicién objetiva no puede omitirse
como comentar_io adicional que si este conservante se usara en cantidades
muy grandes, como ocurre con la mayoria de los productos orgénicos,
podria llegar a ser téxico o a perjudicar la flora intestinal, pero utilizado
en cualquiera de las cantidades concretas que suelen autorizar las diver-
sas legislaciones tiene Ia ventaja de que se hace relativamente ficil su eli
minacién por la orina, al copularse con glicocola y constituir dcido hipd-
tico (*).

C.H,-COOH + H,NCH,-COOH - C.H,-CO-NH-CH,-COOH + H,0

El conjunto de hechos favorables y ¢l probado poder conservante del
benzoico justifica el porqué las legislaciones sobre alimentos de casi to-
dos los paises establecen puntos de vista concretos en relacién con su
empleo. Muy de pasada haremaos una revisién (¥} sobre la postura de al-
gunos de los paises mds caracteristicos; para la exposicién se han orde-
nado alfabéticamente

Alemania (39) cspecifica las productos en que puede admitirse cl
benzoico y las tolerancias en cantidad. Y por lo que afecta a conservas
pueden. destacarse unos cuantos ejemplos. Asi, autoriza 0,15 %, para esca-
beches y otros derivados de pescados y moluscos, en salsa; el 0,25 9% para
pescados en aceite o para productos a base de hueva (caviar, por ejem-
plo); el 0,4 9 para derivados de anchoas poco saladas y para preparados
de mariscos no esterilizados; el | 9 para yemas y huevos completos ba-
tidos o desintegrados (licuados); el 0,25 % para mayonesas; un 0.l %
para zumos y combinados de ellos destinados a bebidas refrescantes; un

(38)) A, Souem, «Posibilidades del dcido sdrbico en la industria conserveran. Publicaciones
del Centro de Investigacién de Frulos y Comnservis, Murcia (1959). .

(" De la misma manera que &l benznico se elimina come biparico, el fenil reélico se eli.
mina como fenil acetdrico CGHS-(:Hz-CO-NH—CHS-COOH. fambén por copulacidn con glicocola
Kvooe [véase L, F, Fissen y M. Fiesmn (tead, F. Giray), Ed. Grijalvo, 8. A., México, D. F.
{1960), pag. 600] mzeneraliza ¢l hecho a Iodos los compueslos de férmula general CBHS-(CI'I2)H
-COOH dando hipurico o fenil acetirico segin que » sen un ntmerc par o impa. respecliva-
mente.

(*} La Asociacidn de Invesligacién de Conservas Vegelales, para la que Llrabajan ¢l Doparia-
menio de Quimica Vegelal da Vilencia y el Centra de Investigatién de Frutos y Gonservas de
Murcla, ambos del Palronale «Juan de Ia Ciervan, ha enviado a sus miembros una citcular li-
tulada «Legislacién (n.° 1): Bapzoico ¥y Renzoatosn, Depto. de Q. Vegetal, Valencia, ociub:o,
1963, que consliluye una excelente revisién, pero de difusién restringida.

(39) La ley general de producios alimeniicios es de 21 de diciembre de 1958, modifica la
de 17 de enerp de 1956 v ordencnza de 14 de agosio de 1943; regula el empleo de adilivos y en
ol reglamento de dicha ley de 19 de diciembre de 1959 se especifica lo relativo 2l uso del &cido
benzoico. i
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0,159, para algunas compotas en envases no herméticos; un 0,15 %
para_ensaladas de verduras; 0,20 o/, para conscrvas de pepinillos y otros
variantes al aceite en los que la conservacidn no se deba a fermentacién
tactica; 0,15 9 para mazapanes y productos similares obtenidos de semi-
llas oleosas distintas de la almendra y para ciertos turrones de frutas;
0,25 9, para cebollas y rdbanos rallades; 0,159 para pieles de citricos
ralladas. Requiere la legislacién alemana gue se haga constar en la etique-
ta de los elaborades ¢l hecho de contener antiséptico, indicindose ¢l
nombre correspondiente o el nimero que en la ultima codificacidn  se

adopts (¥) (*4).

En Canadi (40) se admite igualmente el 0,1 9% de benzoico, especiﬁ-
cdndose su uso para los siguientes elaborados: pulpas, pasta, puré y cap-
sup de tomate; encurtidos; zumos de frutas; mermeladas diversas (sin
y con pectina afiadida); jaleas de frutas con pectina afiadida; rellenos
para pasteles; picadillos de carne y varios elaborados de pescado. Existe
la obligacion de declarar la adicién, indicindole en la etiqueta.

En Dinamarca (41) las Ginicas normas especificas de utihzacién han sido
dadas por el Servicio de Sanidad para el caso de los zumos de frutas (los
que hayan de diluirse mds de cuatro veces para su consumo podran con-
tener hasra 2.000 mg/l.; los que se consuman sin diluir pueden llevar
hasta 400 mg/i.), compotas y mermeladas de frutas (l 500 mg/Kg} v
derivados de huevos (liquidos, congelados o deshidratados) para los que
admiten 8.000 mg/Kg.

Estd, en cambio, expresamente prchibido en los siguientes productos:
leche, nata, leches condensadas y deshidratadas, mantecados helados y
sorbetes; meZclas y polvos para su preparacién, quesos fundidos, man
tequilla y margarina, aceites y grasas comestibles y vinagre.

En Egipto un decreto del afio 1953 admite la adicién de 2.000 p-p
(0,29) al zumo de uva no fermentado; 1.000 p.pm. a bebidas al cohoh-
cas a base de frutas, estimulantcs y zumos de frutas azucaradas o no;

(*) La orden do 10-X11-1952. [Véase: «Lebhensmillethechi», Ed. C. M Beck, Munich-Berlin
(1961), pig. 311 asigna al benzoico y benzoale el n.® 2.

(**3 Una inleresanle revisién sobre Iz legislacién :nlerier a 1-VI-1930 cs: A. KiomsoL.
H. Srentacn 'y K. . Bracser, «Deulsches Lebensinitlcliechts, Ed. Kohlhammer, Stuilgari
(1059); se refiere a benzoico cn pags, 103, 501 y 566.

{40) Food & Duugs Acl & Regulations,

{41} TLa ley de alimenlos de 28 de abril de 1950 prevé gue ¢l Minislerio del Interior regu-
laré lo refarente a cada aditive parlicular; esle Minisierio no ha hecho use de esa fa-ulfad ¥ por
eso ivs disposiciones en vigor son del Servicio de Sanidad (Orden de 19 de febrero de 1960). Una
Orden anlerior {12 de¢ julio de 1958) obliga a la declaracidn en las (.quuclas de los adilivos
utilizados. -
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120 p.p.m. a las aguas minerales azucaradas y al licor de gengibre y
250 p.p.m. a las legurnbres azucaradas y a las salsas a base de frutas y le-
gumbres. Existe obligatoriedad de declararlo en la eriqueta (Art. 3.° del
Decreto) para su utilizacién en ¢l pais y mediante una marca especial,
sefialada por el Ministerio de Comercio, para el caso de éste u otros adi-
tivos, si la calidad o cantidad en que se usen estdn autorizados por los
paises de destino (Art. 8.° del citado Decreto).

En Espaila existe una orden transitoria del Ministerio de la Goberna-
cién de 8 de octubre de 1945 que autoriza el empleo de benzoico en la
proporcién de 1 por mil, siempre que se solicite permiso, para su empleo,
de la Direcciéon General de Sanidad (Secclon de Industrias de la Alimen-
tacién} y se haga la declaracion en la etiqueta. En cambio salié una or-
den quizd un poco dréstica del Ministerio de Comercio que no prevé su
utilizacién para la exportacién incluso para productos que han de re-
envasarse en paises de destino, atin en el supuesto que en los mismos,
como ocurre en algunos casos, esté autorizado éste u otros aditivos; la
referida orden del Ministerio de Comercio es de 16 de mayo de 1961, se
circunscribe a conservas de albaricoque, melocotén, frutas en almibar,
tomate, pimiento y esparragos como productcs mds caracteristicos espa-
fioles, autorizando sélo ¢l sulfurcso, lo que como es natural sélo podria
atectar al caso de productos embarrilados. A nuestro criterio, hubiera
sido prudente que en la citada disposicidén existiera una cldusula admi-
tiendo «aquellos conservantes que fueran permitidos en los paises de des-
tino siempre que s¢ cumplieran las formalidades exigidas por tales
paises».

En cambio la orden del Ministerio de Comercio de 31 de julio de
1962, en sus normas para la exportacién de derivados de agrios, autoriza
hasta un 2 por mil de benzoico para la conservacién de zumos naturaies
y de jarabes. Para bebidas a base de zumos citricos autoriza el 0,2 por
mil y nada para los congelados.

Por otro lado 1a Presidencia de Gobierno p0r Orden de 5 de marzo de
1963 (B. O. de 13 de marzo) aprueba nuevas reglamentaciones para zu-
mos de frutas, concentrades, edulcorados y néctares; otra para bebidas re-
frescantes y una tercera para jarabes y horcharas. Se admite el 1 por mil
de benzoato sédico para zumos destinados a consumo directo y el 2 por
mil para preparados industri;ﬂes (zumos, concentrados y edulcorados),
prohibiéndolo para néctares. La reglamentacién para bebidas refrescan-
tes hace cuatro grupos: a) aguas gascadas, b) gascosas o sodas, c) de ex-
tractos (cola, agua ténica, frutas disgregadas, etc.), d) zumos de frutas.
Permite la reglamenracién 120 mg/]l para las de los grupos b) y--¢} v
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600 mg/l para las del c), no admitiendo nada, por innecesario, para las
del grupo a). En la reglamentacién de jarabes y horchatas se admite 0,6
por mil para lus jarabes de csencias, 1 por mit para los de zumeos de fru-
tas y hasta un 2 por mil para las horchatas,

Estados Unidos (42) califica al benzoato sédico, con una tolerancia
hasta 0,1 94, como una de «las sustancias que se reconocen como seguras
para su pretendido uso dentro del significado de la seccién 409 de la Ley
de Alimentos y Drogas (de la Food & Drug Admlmstr.mon)» No ‘obs-
rante el uso de cualquier aditivo 1equ1ere en aquel pafs la declaracién ex-
presa de Ta Ley para cada producto, asi puede destacarse (43) que para
mermeladas, jaleas y cremas de frutas, asi como para margarina v oleo-
margarina se permite la ufilizacién del 1 por mil de benzoato sédico 0.
de benzoico con la condicién de que se indique en la correspondiente
etiqueta «...added as a preservativer.

En Francia existia una Ley gencral (44) quc prohibfa los aditivos para
la conservacién de alimentos, admitendo por tanto sélo métodos fisicos
de conservacién. M4s recientemente han ido saliendo disposiciones parti-
culares permitiendo el anhidrido sulfuroso para algunos productos El
benzoato sddico se ha admitido por Orden de 26 de ]uho de 1956 sélo
para el caso concreto del caviar.

En Gran Bretafia en su legislacién de 4 de agosto de 1925 Permin’a el
dcido benzoico para los siguientes productos relacionados con conservas:
zumos de uvas no fermentados o vinos no alcohdlicos procedentes de és-
tas {(2.000 p.p.m.), otros vinos no alcohélicos y zumos de frutas, edulco-
rades’ o no (600 p.p.m.), aguas minerales cdulcoradas (120 p.p.m.), licor
de gengibre (120 p.p.m.), extracto de café (450 p.p.m.), encurridos y fru-
tas o verduras en sa'muera (250 p.p.m.). Existe obligacién de declarar
en la eriqueta la adicién del conservante cuando a los vinos ¥y zZumos s¢
les haya agregado més de 600 p.p.m. o cuande haya sido empleado para
¢l extracto de café y encurtidos y salmueras, aunque se utilice en la pro-
porcién establecida como limite.

Grecia promulgd su legis'acién gencral sobre aditives en 1924, exis-
tiendo una serie de aclaraciones mas recientes. Asi, la circular 113 de
1940 autoriza un 1 por mil de benzoato sédico para limonadas contenien}

Y
(42) Enmienda a la Ley de Alimentos y Drogas de 1a Food & Drug Admlmslrnllon, qua
entrd en vigor el 6 de marzo de 1960. ‘,,
(48) Code of Federal Regulations, Part, 121, Chapter I, tille 2, Subpart,.
(44) Decrelo da 15 de abril de 1812 y resolucién de 28 de junio-de 1912,
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do jarabe de pasas o glucosa. La niimero 165 de 1940 admite para con-
servas de verduras en formatos de mds de 1 Kg., hasta 1,5 grs./Kg. La
Orden de 1940, n.” 166, prevé el uso de 1,5 grs./Kg. para mermeladas o
compotas y el | por mil para mermeladas de higos. Posteriores son la
Orden 108 de 1936 que autoriza 1 por mil de benzoico o benzoaro sédi-
€O para limonadas efervescentes y la dlsposmlon 1.040 de 1956 que esta-
blece como limite para mostos 1 -gr/Kg. Debe constar en las etiquetas

Holand:i limita ¢! empleo a los siguientes productos: zumos de fru-
tas (250 mg/Kg) (45 a), materias primas a base de huevo (2.500 mg/Kg)
(45 b), salsa picante (250 mg/Kg) (45 ¢), margarina (2.500 mg/Kg) (45 d).
vinos de frutas (300 mg/Kg) (45 ¢), semiconservas de pescado (45f). En
todos los casos debe de declararse en las etiquetas.

Irlanda, a lo largo de una seric de disposiciones (46) admite e] nso de
benzoico o benzoato en los mismos productos que Gran Bretafia, sélo que
no hacen referencia al extracto de café, y también con los mismos limi-
tes. Se declarard en la etiqueta.

Italia en su dluma disposicidn, a la que ya hemos hecho alusién en
otro lugar (46) regula el empleo de aditivos. en general y de benzoico y
benzoatos en particular. Se autor.za expresamente 1.500 mg/Kg. para se-
miconservas de pescado y para caviar y suceddneos; provisionalmente
(hasta 8 de agosto de 1963) autoriza 500 mg/] para bebidas no aleohéli
cas, gaseadas o.no. Debe declararse en la etiqueta *).

Nmuegd (47) admlt el benzoico en los siguientes productos y con loa
siguientes limites: quesas (0,3 %), semniconservas de pescado y salazo-
nes (0,5:9), conservas de legumbres, frutas y bayas (0,15 %). grasas, acei~
tes, mayonesas y productos a base de mayonesa (0,3 %) y bebidas refres-
cantes carbonadas (0,05 9%). El benzoico puede ser sustituido por la mis-

(45) @) Orden de 2-11-39; b) 30-8-40; ¢) 811-47; 4} 10-9-48; e} 27-7-54; ) 10-11-54,

(46) Nireann Statutory Rules and Orders, 1958, n.e 64, the Public Health {Prescrvalives, elc.
in food Regulations 1928. Stalulo-y Rules and Orders 1943 Nr. 74 Public Mealth (Preservali-
ves, 6. in food) (Amendment) Regulations (1943).

*(") Interesantes revisiones de la legislacién ilaliana sobre aliment:cién anles de la dis-
posicién de 19 de cnero de 1963 a la que se refierc en (8), son: G, Ravacuierr: «Codice della
legislaziones sugli alimenti bevande sostance e prodolli agraris, Ed. S.P.E.L., Bolonia (1957);
G. Ramcrmrri: sComplemento al Codice dells legislazione sugli alimenti bevande sostance o
prodott agrarin, Ed. S.P.E.L., Bolonia (1959); G. Rasacuierrr: «Nuova legislazione sulla Disci-
plina Igienica della P.oduzione e dolla Vendila dellc Soslanze Alimentari e delle Bevanden (in-
chiye la lTegislacion y jurisprudencia relativa a alimenlos, bebidas, sustancias ¥ productos -agri-
rolas, entre 30-6-1950 y 30-6-1962, constituyenda el segundo complemeuio n] uCodlce della .le-
gislaziona...» primeramente seiialado. Ed. S.P.E.L., Boioma (1962) o o

{47) Real Decrelo de 3 ‘de mayo de’ 1955
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ma proporcién de benzoato sédico; uno u otro deberd declararse en la
etiqueta.

Portugal tiene regulado ¢l empleo de benzoico o benzoato sédico en
los siguientes productos, para los que dd-los signientes limites: semicon-
servas de pescado (0,5 %), zumos de frutas destinados a preparar bebidas
no alcohdlicas (0,15 %), pulpas de frutas y preparados de éstas para com
potas y similares (0,2 9), conservas de verduras (sin vinagré) (0,2 9/) y
conservas en vinagre (1,5%). Hay obligacién de declararlos en la etiqueta

Sl.l(iCld (48) sélo permitia dltimamente o cmpleo de benzoico o ben

zoato en semiconservas de pescado (0,2 %) y en mostos (0,15 %) debien
do declararse en la etiqueta

Suiza (49) admite benzoico -0 benzoato sodico en los siguicntes casos
y con los limites que se indican: conservas en vinagre (pepinillos, cebo-
llas, zanahorias,...) (1.5 gr/]), jugos de frutas, salvo el de uva y frutas de
pepita (I gr/Kg), jarabes de fruras (0,4 gr/Kg), confituras de frutas
(1,0 gr/Kg) mermeladas, jaleas, concentrados y otros productos que por
su consistencia se utilizan extendidos sobre el pan (1 gr/Kg) Como en
todos los paises se requiere hacer declaracién en la etiqueta.

Turqula seghin nuestra informacién se rlgc por la Ley de 24 de abril
de 1930 y’ admite el benzoico en los sigulentes productos embutidos,
conservas de carne y ahumados (0,125 gr/100 gr), margarina (0,2 ¢r/100
gr), mayonesa (0,25 gr/100 gr), zumos de frutas (0,15 gr/100 gr) y puré
de tomate (0,20 gr/100 gr), obligando a declarar en la etiqueta su empleo.

Como se deduce de lo que acabamos de exponer en relacidn con cada
pais hay gran heterogenidad en los puntos de vista lo que indudablemen-
te complica las transacions internacionales en unos tiempos en que éstas
deben simplificarse en sus trdmites, mdxime ante la formacién de comu-
nidades condémicas con tendencla a la desaparicién de cotos aduaneros.

Por un lado la F.A.O. intenta la creacién de un Cédigo de Alimenta-
cién de cardcter internacional en el que se ainen de manera definitiva las
voluntades de los diversos Gobiernos que en sus Cédigos Alimenticios
parnculares han ido estableciendo los jalones nccesarios para este otro
plan mds ambicioso.

Por otro lado el Parlamento Europeo el 28 de junio de 1963 (Gaceta

(48) Decreto de 19 de noviembr¢ de 195G,
(49} Ordonnance réglant le commerce des denrées alimentaires et de divers objets usuels
da 26 de mayo de 1936.
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Oficial de la Comunidad Europea, de 12 de julio de 1963) aprobé una re
solucién por la que se pretende hacer una lista Unica de conservadores
de productos alimenticios que deben ser permitidos en la cual figuran el
benzoico y sus sales sddicas, potdsica y cilcica. Han de salir otras regula-
ciones en las que se especlﬁquen los productos concretos a los que pue-
dan adicionarse estos conservantes asi como los limites convenientes.

Comentario final

Creemos que a lo Lirgo de todo este trabajo se ha tratado de exponer
de forma objetiva la situacién actual del 4cido benzoico y benzoatos
como conservantes a la luz de la informacién bibliogrifica y de la que
nosotros hemos adquirido en nuestro constante contacto con la Industria,
felizmente complementada en un plan de experiencias realizadas en nues-
tros laboratorios de Microbiologfa y en los de Tecnologia con resultados
muy exphc:tos Destacamos la efectividad del conservante aqui estudiado
siempre que su uso se haga correctamente, sobre todo en lo que respecta
a distribucidn en el seno del ploducto a comservar y en las condiciones de
pH que en él re’'nan por naturaleza o por correccién hasta el limite con-
venlente medmnte la i 1nc0rporac1on de otros ‘dcidos.

Murecia, 25 de febrero de 1964.

Ceniro de Investigacion de Frutos y Conservas, .
Universidad de Murcia y Patronato "Juan de la Cierva”





