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Resumen: El benzoato de sodio y el sorbato de potasio son aditivos ampliamente utilizados como conservantes
en alimentos procesados, debido a su eficacia para prevenir alteraciones microbioldgicas como la fermentacion,
el enmohecimiento y la putrefaccion. De acuerdo con el Codex Alimentarius, el limite maximo permitido para
cada uno de estos aditivos en productos como las mermeladas es de 1000 mg/kg, equivalente a 100 mg/100 g. En
el presente estudio se desarrolld, valido y aplicéd un método basado en Cromatografia Liquida de Alta Resolucion
(HPLC) para la cuantificacion simultanea de ambos conservantes en cinco muestras comerciales de mermeladas
de guayaba adquiridas en Paraguay. La validacion intralaboratorio, realizada conforme a los lineamientos de la
guia ICH Q2(R1), demostré excelente linealidad en el rango de trabajo (R*= 0,999 para ambos analitos), asi como
alta sensibilidad, con limites de deteccion (LOD) de 0,15 mg/L para benzoato de sodio y 0,18 mg/L para sorbato
de potasio, y limites de cuantificacion (LOQ) de 0,45 mg/L y 0,54 mg/L, respectivamente. La metodologia evi-
denci6 adecuada precision, reproducibilidad y selectividad para su aplicacion en matrices alimentarias complejas.
Su aplicacion a muestras comerciales permitié cuantificar ambos conservantes en un rango de 19,05 a 153,59
mg/100 g para benzoato de sodio y desde valores inferiores al limite de deteccion hasta 95,13 mg/100 g para
sorbato de potasio, observandose que dos de las muestras analizadas presentaron concentraciones de benzoato
superiores al limite establecido. Los resultados confirman la utilidad del método cromatografico validado como
una herramienta analitica confiable para la evaluacidn composicional de productos procesados y como soporte
técnico en actividades de control de calidad y aseguramiento analitico en la industria alimentaria.

Palabras clave: Aditivos alimentarios, Conservantes, Mermeladas comerciales, Cromatografia liquida de alta
resolucion (HPLC).

Abstract: Sodium benzoate and potassium sorbate are widely used food additives employed as preservatives in
processed foods due to their effectiveness in preventing microbiological alterations such as fermentation, mold
growth, and spoilage. According to the Codex Alimentarius, the maximum permitted level for each of these
additives in products such as jams is 1000 mg/kg, equivalent to 100 mg/100 g. In the present study, a High-
Performance Liquid Chromatography (HPLC) method was developed, validated, and applied for the simultaneous
quantification of both preservatives in five commercial guava jam samples acquired in Paraguay. Intr alaboratory
validation, performed in accordance with the ICH Q2(R1) guideline, demonstrated excellent linearity within the
working range (R? = 0.999 for both analytes), as well as high sensitivity, with limits of detection (LOD) of 0.15
mg/L for sodium benzoate and 0.18 mg/L for potassium sorbate, and limits of quantification (LOQ) of 0.45 mg/L
and 0.54 mg/L, respectively. The methodology showed adequate precision, reproducibility, and selectivity for
application in complex food matrices. Its application to commercial samples enabled the quantification of both
preservatives within a range of 19.05 to 153.59 mg/100 g for sodium benzoate and from below the detection
limit to 95.13 mg/100 g for potassium sorbate, with two samples presenting sodium benzoate concentrations
exceeding the established regulatory limit. These results confirm the usefulness of the validated chromatographic
method as a reliable analytical tool for the compositional evaluation of processed food products and as technical
support for quality control activities and analytical assurance in the food industry.

Keywords: Food additives, Preservatives, Commercial jams, High-performance liquid chromatography (HPLC).
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Introduccion

Los aditivos alimentarios son sustancias que, sin
constituir en si mismas un alimento ni un ingredi-
ente habitual, se incorporan de forma controlada
durante los procesos de fabricacion, elaboracion,
preparacion, tratamiento, envasado, transporte o
almacenamiento de alimentos con fines tecnologi-
cos, incluyendo mejoras organolépticas. Su uso da
lugar, de forma directa o indirecta, a la presencia
de residuos o compuestos en el alimento final
que pueden modificar sus caracteristicas (Codex
Alimentarius, 2023). Esta definicion excluye a los
contaminantes y a las sustancias afiadidas con fines
nutricionales.

Entre los aditivos alimentarios mas utilizados
se encuentran los conservantes, cuyo proposito es
prevenir alteraciones microbiologicas, tales como la
fermentacion, el enmohecimiento y la putrefaccion.
Su empleo se ha incrementado en las ultimas déca-
das debido a las importantes pérdidas econdmicas
asociadas al deterioro microbiano de los alimentos,
asi como a los riesgos sanitarios que implican los
productos alterados para el consumidor final. En
este sentido, la actividad metabdlica de bacterias,
mohos y levaduras constituye uno de los principales
factores responsables del deterioro de alimentos
procesados, lo que ha impulsado el desarrollo y la
optimizacion de tecnologias de conservacion mas
eficaces (Jay et al., 2005).

Los conservantes quimicos actian inhibiendo
el desarrollo de microorganismos, especialmente
hongos y levaduras. Entre los mas utilizados en
la industria alimentaria destacan el benzoato de
sodio y el sorbato de potasio. El benzoato de sodio
(NaCsHsCO:2) es una sal del acido benzoico (Fig.
1) que inhibe el crecimiento de levaduras, mohos y
algunas bacterias, siendo mas eficaz en medios aci-
dos (pH <4). Su actividad antimicrobiana se debe a
su capacidad para interferir en el metabolismo enz-
imatico microbiano (Kirk et al., 2004). Se emplea
habitualmente en conservas, bebidas carbonatadas,
aderezos, zumos y mermeladas (Casp & Requena,
2003). Diversos estudios han indicado que el ben-
zoato de sodio y sus sales presentan baja toxicidad
a las concentraciones comunmente empleadas en
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Figura 1. Estructura molecular del benzoato de sodio.

alimentos, ya que son rapidamente metabolizados
en el organismo. No obstante, se ha reportado la
posible formacion de benceno un compuesto cla-
sificado como carcinogénico cuando el benzoato
interactiia con acido ascorbico bajo determinadas
condiciones, tales como pH acido, exposicion a la
luz y temperaturas elevadas (McNeal et al., 2010;
Gardner & Lawrence, 2014). Estas observaciones
han motivado un mayor control regulatorio y el
desarrollo de estrategias tecnoldgicas orientadas
a minimizar este riesgo en productos alimentarios
y bebidas.

Por su parte, el sorbato de potasio (E-202),
sal del acido sorbico (Fig. 2), es ampliamente
utilizado como conservante debido a su eficacia
frente a hongos y levaduras, su alta solubilidad
y su bajo impacto toxicologico. Este aditivo ha
sido clasificado como generalmente reconocido
como seguro (GRAS, por su sigla en inglés, Gen-
erally Recognized as Safe) por la Food and Drug
Administration (FDA) de los Estados Unidos, y
su uso también ha sido evaluado y autorizado por
organismos internacionales como la FAO y la OMS
para diversas aplicaciones alimentarias, incluyendo
productos sometidos a altas temperaturas, como
las mermeladas (FAO & WHO, 2020). Su eficacia
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Figura 2. Estructura molecular del sorbato de potasio.
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se ve limitada frente a ciertas bacterias, y aunque
generalmente es bien tolerado por el organismo,
puede generar reacciones quimicas no deseadas al
interactuar con otros aditivos, como los nitritos, con
los que puede formar compuestos potencialmente
carcinogenos como el acido etilnitrélico (ENA)
(Liick & Jager, 1995).

Ambos conservantes estan regulados interna-
cionalmente. El Codex Alimentarius establece un
limite maximo de uso de 1000 mg/kg, equivalente a
100 mg/100 g tanto para el benzoato de sodio como
para el sorbato de potasio en productos como las
mermeladas (Codex Alimentarius, 2023).

En este estudio se empled la cromatografia
liquida de alta resolucion (HPLC) para determinar
la concentracion de benzoato de sodio y sorbato de
potasio en muestras comerciales de mermeladas de
guayaba disponibles en el mercado paraguayo, con
el fin de verificar si los niveles de estos conservantes
cumplen con la normativa vigente y garantizar
la inocuidad alimentaria. La estrategia analitica
seleccionada ha demostrado ser eficaz y sensible
en la cuantificacion de conservantes en matrices
alimentarias complejas (Benitez-Villalba et al.,
2017; Benitez-Villalba et al., 2018), asegurando
resultados confiables para el control de calidad y
el cumplimiento regulatorio.

Materiales y métodos
Productos quimicos y reactivos

En esta investigacion se emplearon estandares
certificados de benzoato de sodio (>99%, CAS
532-32-1) y sorbato de potasio (E-202,>99%, CAS
24634-61-5), adquiridos respectivamente de las em-
presas Amigo & Arditi S.A. Ademas, se utilizaron
acetato de amonio de grado analitico (J.T. Baker,
Alemania), acetonitrilo de grado cromatografico
(Merck, Darmstadt, Alemania) y agua destilada.

Instrumentacion y software

La cuantificacion de benzoato de sodio y sorbato de
potasio se realizo mediante cromatografia liquida de
alta resolucion (HPLC) utilizando un sistema Shi-
madzu (Japon), modelo DGU-20AS E, equipado
con bomba cuaternaria, inyector automatico y de-

3de 12

tectores de fotodiodo (PDA) y fluorescencia (FLD).
La adquisicion, integracion y analisis de los datos
cromatograficos se efectué mediante el software
LCsolution.exe, version 1.0 (Shimadzu, Japon). Las
muestras fueron previamente homogenizadas en un
bafio de ultrasonido NGS. Para la pesada de reac-
tivos y muestras se empled una balanza analitica
RADWAG 310.R2 (Polonia). El tratamiento de los
datos se llevo a cabo utilizando Microsoft® Office
2010, aplicando analisis descriptivos de medias y
desviaciones estandar.

Condiciones cromatograficas

Las condiciones cromatograficas fueron optimiza-
das con el objetivo de lograr una adecuada separa-
cion y deteccion de los analitos. Para el desarrollo
y optimizacion del método cromatografico se uti-
lizaron soluciones estandar de benzoato de sodio y
sorbato de potasio, cada una a una concentracion de
50 mg/L, con el fin de ajustar parametros tales como
el tiempo de retencion, la resolucion entre picos,
la composicion de la fase movil y las condiciones
de deteccion. Dadas las propiedades fisicoquimicas
de los analitos, se emple6 cromatografia liquida de
alta resolucion (HPLC) en fase reversa, donde la
fase estacionaria es menos polar que la fase movil.
Se selecciond una columna ZORBAX Eclipse
XDB-C18 (150 mm x 4,6 mm; 5 um), basada en
interacciones hidrofobicas entre los analitos y la
fase estacionaria, adecuada para compuestos de
polaridad moderada.

Las variables cromatograficas principales fase
movil, pH, temperatura de la columna y volumen
de inyeccion se optimizaron de manera univariada,
seleccionando las condiciones finales segtn la re-
solucion, simetria de picos y tiempos de retencion.
Las mermeladas comerciales de guayaba, debido a
su alto contenido de azlcares, pectinas y colorantes,
constituyen asimismo una matriz compleja, lo que
justifica la adaptacion del método para lograr una
separacion eficiente y una cuantificacion precisa
de los conservantes. (Benitez-Villalba et al., 2024;
Benitez-Villalba et al., 2023; Benitez-Villalba et
al., 2021; Benitez-Villalba et al., 2022). Estos en-
sayos respaldaran la robustez y aplicabilidad de la

Cuantificacion de aditivos conservantes en mermeladas comerciales de guayaba mediante HPLC



4 de 12

estrategia analitica utilizada para la cuantificacion
simultanea de conservantes en alimentos procesa-
dos como las mermeladas.

Preparacion de las soluciones patrén de benzoa-
to de sodio y sorbato de potasio

Para la preparacion de las soluciones patron madre,
se pesaron 100 mg de benzoato de sodio y 100 mg
de sorbato de potasio utilizando una balanza ana-
litica. Cada compuesto se disolvio por separado en
matraces aforados de 100 mL con agua destilada,
obteniéndose asi soluciones individuales con una
concentracion de 1000 mg/L. A partir de las solu-
ciones madre, se prepararon diluciones para obtener
soluciones mixtas de trabajo que contenian ambos
aditivos simultaneamente. Las diluciones se realiza-
ron en matraces aforados de 50 mL, completando el
volumen con la fase moévil, segtin las proporciones
indicadas en la Tabla 1.

En todos los casos, el volumen final fue ajustado
a 50 mL con fase movil, compuesta por 80% de
solucion buffer de acetato de amonio 20 mM (pH
=4,2)y 20 % de acetonitrilo.

Validacion del método analitico de cuantificacion

La validacion de métodos analiticos es un paso
fundamental para garantizar que los resultados
obtenidos mediante un procedimiento especifico
sean confiables, reproducibles y adecuados para el
proposito previsto. Para este estudio, se valido el
método de cromatografia liquida de alta eficiencia
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(HPLC) para la cuantificacion simultanea de ben-
zoato de sodio y sorbato de potasio en mermeladas
de guayaba, siguiendo los lineamientos propuestos
por la International Conference on Harmonisation
(ICH, 2005) y las recomendaciones de la AOAC
(2016).

Linealidad

La linealidad del método se evalué mediante la
preparacion de soluciones patréon que contenian
ambos analitos en concentraciones de 1, 10, 20,
30, 40, 50 y 100 mg/L. Cada concentracion fue
inyectada por triplicado, y se construyeron curvas
de calibracion a partir de la relacion entre el area del
pico cromatografico y la concentracion del analito,
siguiendo criterios recomendados en la literatura
(Shrivastava & Gupta, 2011).

Limite de deteccion (LOD) y limite de cuantifi-
cacion (LOQ)

El limite de deteccion (LOD) y el limite de cuanti-
ficacion (LOQ) se calcularon siguiendo la ecuacion
basada en la desviacion estandar de la respuesta y
la pendiente de la curva de calibracion, de acuerdo
con las recomendaciones de la ICH (2005). Para
ello, se realizaron multiples inyecciones de las
soluciones patrén a concentraciones bajas dentro
del rango de trabajo del método, permitiendo es-
timar la variabilidad de la sefial y la sensibilidad
del sistema. Estos parametros fueron considerados
como indicadores de la capacidad del método para
detectar y cuantificar concentraciones minimas

Tabla 1. Preparacion de soluciones mixtas de trabajo de benzoato de sodio y sorbato de potasio.

Concentracién final Volumen de benzoato de Volumen de sorbato de Volumen de fase movil
(mg/L) sodio (mL) potasio (mL) hasta 50 mL (mL)
100 5 5 40
50 2,5 2,5 45
40 2 2 46
30 1,5 1,5 47
20 1 1 48
10 0,5 0,5 49
1 0,05 0,05 49,9
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de los analitos, garantizando que la técnica sea
adecuada para la determinacién de conservantes
en mermeladas comerciales (FAO/WHO, 2021).

Rango dinamico lineal

El rango dinamico lineal (RDL) se establecid entre
1 y 100 mg/L para ambos analitos. Dentro de este
intervalo, la respuesta instrumental mostré una
proporcionalidad directa con la concentracion del
analito, cumpliendo con los criterios de linealidad
recomendados por la AOAC (2016), los cuales
consideran aceptable un coeficiente de correlacion
(R?) superior a 0,99 para métodos de cuantificacion
de aditivos alimentarios.

Sensibilidad analitica

La sensibilidad del método se evalu6 a partir de la
pendiente de las curvas de calibracion construidas
para cada analito, considerando las soluciones
patrén inyectadas en triplicado a distintas con-
centraciones dentro del rango de trabajo. Este
parametro permitié determinar la capacidad del
método para diferenciar pequefias variaciones en
la concentracion de benzoato de sodio y sorbato de
potasio, garantizando que la técnica sea adecuada
para su aplicacion en muestras reales de alimentos
procesados (Moldoveanu & David, 2015).

Exactitud del método: Precision y veracidad

La exactitud del método se evaludé mediante
estudios de recuperacion y repetibilidad. La re-
cuperacion se determino adicionando cantidades
conocidas de benzoato de sodio y sorbato de po-
tasio a una mermelada de guayaba casera libre de
conservantes. La precision se evalu6 calculando
la desviacion estandar relativa (RSD) de medidas
repetidas en un mismo dia (precision intradia) y en
dias consecutivos (precision interdia), siguiendo los
criterios recomendados por EURACHEM (2014).
Estos estudios permiten asegurar que el método sea
adecuado para la cuantificacion de conservantes en
alimentos.

Aplicacion del método analitico
El método validado se aplicé a cinco muestras
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comerciales de mermeladas de guayaba, con el
objetivo de evaluar su desempefio en matrices reales
(Codex Alimentarius, 2017). Para la preparacion de
las muestras, se pesaron 10 g de mermelada en un
vaso de precipitados de 100 mL y se afiadi6 agua
destilada hasta alcanzar un volumen total aproxi-
mado de 50 mL.

La mezcla se homogeniz6 con una varilla de
vidrio y se agitd durante 4 minutos utilizando un
agitador magnético, seguida de un reposo de 5
minutos para favorecer la sedimentacion de particu-
las insolubles. El sobrenadante acuoso se decanto
a través de un embudo con lana de vidrio y se re-
colectd en un matraz Erlenmeyer de 50 mL. A partir
de este extracto, se tomo un volumen de 1 mL, que
se aforo hasta 10 mL con la fase movil, obteniendo
la solucion lista para el analisis cromatografico.

Tanto el extracto de las muestras como las
soluciones patrén se filtraron mediante un filtro
de jeringa de nylon de 0,45 pm y se recolectaron
en viales de inyeccion, que posteriormente fueron
introducidos en el muestreador automatico del
sistema HPLC bajo las condiciones cromatogra-
ficas previamente optimizadas, garantizando la
correcta identificacion y cuantificacion simultanea
de benzoato de sodio y sorbato de potasio en las
muestras evaluadas.

Resultados y discusion
Optimizacion de las condiciones cromatograficas

Con el objetivo de lograr una separacion eficiente,
reproducible y con adecuada resolucion de benzoato
de sodio y sorbato de potasio, se optimizaron las
condiciones cromatograficas del sistema HPLC
(Tabla 2). Dado que ambos conservantes presen-
tan caracteristicas estructurales compatibles con
separacion en fase reversa, se emple6 una columna
ZORBAX Eclipse XDB-C18 (150 mm % 4,6 mm;
5 um), reconocida por su alta eficiencia en la sepa-
racion de compuestos organicos moderadamente
polares.

Durante la optimizacion se evaluaron tres
combinaciones de fase movil con diferentes pro-
porciones de tampon de acetato de amonio 20
mM (pH 4,2) y acetonitrilo (v/v), seleccionandose
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Tabla 2. Condiciones cromatograficas Optimas para la separacion simultanea de benzoato de sodio y sorbato de potasio por HPLC.

Parametro

Condicion Optimizada

Tipo de columna

Modo de separacion

Fase mévil

Temperatura de columna 30°C
Volumen de inyeccion 20 uL
Longitud de onda 225 nm
Tiempo de analisis 15 minutos

Tiempo de retencion

Detector DAD

Software de adquisicion

ZORBAX Eclipse XDB-C18 (150 mm x 4,6 mm; 5 um)
Cromatografia en fase reversa

Tampodn acetato de amonio (pH 4,2): Acetonitrilo (80:20)

5,951 min Benzoato de sodio
7,215 min Sorbato de potasio

LC Solution.exe (version 1.0)

finalmente la proporcion de 80% tampon y 20%
acetonitrilo. Esta combinacidén permitid obtener
picos bien definidos, con resolucion critica (Rs) de
2,15, simetria de picos entre 0,98 y 1,05, y tiempos
de retencion promedio de 5,951 + 0,023 min para
el benzoato de sodio y 7,215 £+ 0,031 min para el
sorbato de potasio, asegurando una separacion
reproducible y una linea base estable. La eleccion
de un pH ligeramente acido se fundamento en las
propiedades acido-base de los analitos; conside-
rando los pKa de 4,2 para el benzoato de sodio y
4,7 para el sorbato de potasio, en estas condiciones
ambos compuestos se encuentran predominante-
mente no ionizados, lo que favorece su retencion
en la fase reversa y mejora la detectabilidad por
absorcion UV (Lick & Jager, 1995; Moldoveanu
& David, 2015).

La temperatura de la columna se mantuvo con-
stante a 30 °C y se inyectd un volumen de 20 uL
de muestra, ofreciendo una buena sensibilidad sin
sobrecargar la columna. La longitud de onda de
deteccion se fijo en 225 nm, correspondiente a los
maximos de absorcion UV de ambos compuestos.
La duracion total de la corrida fue de 15 minutos,
garantizando eficiencia y aplicabilidad en analisis
rutinarios de alimentos.

En la Tabla 2 y la Fig. 3 se resumen las condi-

ciones cromatograficas optimas y los parametros
evaluados, los cuales fueron fundamentales para
garantizar la correcta separacion y cuantificacion
de los analitos en las muestras comerciales de
mermeladas.

Validacion del método analitico

El método propuesto mediante cromatografia
liquida de alta resolucion (HPLC) fue validado para
la cuantificacion simultanea de benzoato de sodio
y sorbato de potasio en mermeladas de guayaba,
siguiendo los lineamientos establecidos por la guia
ICH Q2(R1) (2005) y las recomendaciones de la
AOAC International (2016). La validacién incluy6
la evaluacion de linealidad, rango dinamico lineal,
sensibilidad, limites de deteccidon y cuantificacion,
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Figura 3. Cromatograma de los conservantes con las condi-
ciones Optimas estandar 50 mg/L.
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Figura 4. Curva de calibrado del benzoato de sodio.

exactitud, precision y aplicabilidad a muestras
reales.

Para garantizar la confiabilidad del método, se
establecieron previamente criterios de aceptacion
conforme a dichas normativas. Se considero acept-
able un coeficiente de determinacion (R?) > 0,99
para la linealidad, valores de precision expresados
como desviacion estandar relativa (%RSD) <5 %
para repetibilidad, recuperaciones comprendidas
entre 80 % y 110 % para estudios de exactitud
en matrices alimentarias, y limites de deteccion y
cuantificacion calculados seglin la relacion entre la
desviacion estandar de la respuesta y la pendiente
de la curva de calibracion.

Linealidad

La linealidad se evalué mediante el analisis de so-
luciones estandar en concentraciones comprendidas
entre 1 y 100 mg/L para ambos analitos. Las curvas
de calibracion obtenidas mostraron una correlacion
lineal excelente, con coeficientes de determinacion
R2=0,999 para el benzoato de sodio y el sorbato de
potasio, cumpliendo con el criterio de aceptacion
establecido (R*>0,99). Las Figs. 4 y 5 confirman
graficamente esta relacion lineal, evidenciando una
dispersion minima de los puntos experimentales
respecto a la linea de regresion.

Las ecuaciones de regresion lineal obtenidas
para las curvas de calibracion fueron las siguientes:

e Benzoato de sodio: Area (mAU:s) =
18937 x Concentracion (mg/L) + 23516

e Sorbato de potasio: Area (mAU's) =
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69465 x Concentracion (mg/L) + 91786

donde el area corresponde a la senal cromatografica
integrada expresada en miliunidades de absorbancia
por segundo (mAU-*s), y la concentracion se expresa
en miligramos por litro (mg/L).

Todo esto evidencia la buena respuesta del detec-
tor y la proporcionalidad directa entre sefal cro-
matografica y concentracion del analito, condicion
esencial para un método cuantitativo robusto
(Shrivastava & Gupta, 2011).

Rango Dindamico Lineal (RDL)

El rango dinamico lineal se establecid experimen-
talmente como el intervalo de concentraciones en el
cual el método demostr6 simultineamente lineali-
dad, precision y exactitud aceptables, de acuerdo
con los criterios recomendados por las guias inter-
nacionales de validacion analitica (ICH Q2(R1),
2005; AOAC International, 2016; Eurachem, 2014).
Para su determinacion, se evalud el compor-
tamiento de las curvas de calibracion en distintos
niveles de concentracion, considerando como cri-
terios de aceptacion desviaciones relativas menores
al 5% y recuperaciones dentro del intervalo del
80—-120%, condiciones necesarias para garantizar
confiabilidad cuantitativa.
Bajo estos criterios, el rango dindmico lineal de-
terminado fue:

e Benzoato de sodio: 8,45 — 100 mg/L
e Sorbato de potasio: 6,23 — 100 mg/L
Estos intervalos representan el rango operativo del

CALIBRADO SORBATO DE POTASIO
8000000

¥ =69465x + 91786
R¥=0,9996.
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6000000
5000000
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0 2 a0 60 80 100 120
CONCENTRACION MG/L

Figura 5. Curva de calibrado del sorbato de potasio.
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método para cuantificacion confiable en muestras
reales, asegurando robustez estadistica y desem-
pefio analitico adecuado.

Sensibilidad analitica

La sensibilidad del método se evalué6 mediante
la pendiente de las curvas de calibracion y la de-
terminacion de los limites de deteccion (LOD) y
cuantificacion (LOQ), calculados a partir de la des-
viacion estandar residual y la pendiente de la curva
de calibracion, siguiendo los criterios establecidos
por la guia ICH Q2(R1) (2005).

Los valores obtenidos evidenciaron una elevada
sensibilidad instrumental:

Benzoato de sodio:
e Pendiente: 18 937

e LOD: 0,15 mg/L
e LOQ: 0,45 mg/LL
Sorbato de potasio:
e Pendiente: 69 465
e LOD: 0,18 mg/L
e LOQ: 0,54 mg/L
Estos resultados (Tabla 3) confirman la capacidad
del método para detectar y cuantificar ambos anali-

tos a niveles traza, lo que respalda su aplicabilidad
en matrices alimentarias complejas.

Tabla 3. Parametros de calibracion del método HPLC.
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Exactitud y precisién del método

La exactitud del método se evalué mediante ensayos
de recuperacion en muestras fortificadas a niveles
representativos dentro del rango de trabajo, obtenié-
ndose valores comprendidos entre 95,2% y 102,4%
para ambos analitos. Estos resultados se encuentran
dentro del intervalo aceptable recomendado para
métodos cuantitativos en matrices alimentarias
(80-120%), conforme a los lineamientos estab-
lecidos por las guias internacionales de validacion
analitica (ICH Q2(R1),2005; AOAC International,
2016; Eurachem, 2014).

La precision del método se determino en térmi-
nos de repetibilidad (precision intradia) y precision
intermedia (interdia), expresadas como desviacion
estandar relativa (RSD). Los valores obtenidos
fueron inferiores al 2% en todos los casos, eviden-
ciando una adecuada reproducibilidad del proced-
imiento analitico bajo condiciones experimentales
controladas.

El desempefio observado confirma la confiabi-
lidad del método para la cuantificacion simultanea
de conservantes en matrices alimentarias complejas.
Resultados de validacion comparables han sido re-
portados previamente por el equipo investigador en
la determinacion cromatografica de compuestos en
matrices alimentarias y biologicas, lo que respalda
la consistencia metodologica del enfoque analitico

Parametro

Ecuacion de la recta

Coeficiente de correlacion (R?)

n (puntos de calibracion)

Pendiente (b)

Interseccion (a)

Desviacion estandar (S,)

Limite de deteccion (LOD)

Limite de cuantificacion (LOQ)

Limite inferior del rango lineal cuantificable (mg/L)

Rango Dindmico Lineal (RDL)

Benzoato de sodio Sorbato de potasio
Y =18937X + 23516 Y = 69465X + 91786
0,999 0,999
21 21
18937 69465
23516 91786
15997,54 43273,13
0,15 mg/L 0,18 mg/L
0,45 mg/L 0,54 mg/L
2,53 mg/L 1,87 mg/L
8,45-100 mg/L 6,23-100 mg/L
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Tabla 4. Contenido de conservantes en mermeladas comerciales (mg/100 g, media = SD, n = 3). < LD: Menor al limite de

deteccion.

Muestra Benzoato de sodio (mg/100 g) CV % Sorbato de potasio (mg/100 g) CV %
Muestra A 19,05+ 1,16 6,10 <LD —
Muestra B 153,59+ 4,19 2,73 12,23 + 0,14 1,18
Muestra C 140,90 + 12,28 8,72 11,96 £ 0,94 7,83
Muestra D 81,71 + 3,08 3,77 53,70 + 0,38 0,70
Muestra E 56,32 +£0,26 0,46 95,13 + 1,03 1,08

aplicado en el presente estudio (Benitez-Villalba et
al., 2021; Benitez-Villalba et al., 2024).

Aplicacion del método a muestras comerciales

El método validado fue aplicado a cinco muestras
comerciales de mermeladas de guayaba adquiridas
en el mercado paraguayo, etiquetadas como Mues-
tra A hasta Muestra E. Cada muestra fue analizada
en triplicado (n = 3) bajo condiciones de repetibi-
lidad instrumental, realizandose tres inyecciones
independientes a partir de la misma solucion de
muestra. La cuantificacion se efectuo utilizando la
curva de calibracion correspondiente y los resul-
tados se expresaron en mg/kg, considerando una
densidad aproximada de 1 g/mL (Tabla 4 y Fig. 6).

Interpretacion de los resultados

Los resultados obtenidos tras la aplicacion del mé-
todo HPLC validado a cinco muestras comerciales
de mermeladas de guayaba evidenciaron variacio-
nes cuantitativas en el contenido de los conservantes
analizados entre las distintas marcas.

Expresados en base a masa del producto (mg/100
g), los valores de benzoato de sodio oscilaron entre
19,05 mg/100 g y 153,59 mg/100 g, mientras que
el sorbato de potasio presentd concentraciones
comprendidas entre valores inferiores al limite de
detecciony 95,13 mg/100 g. Considerando el limite
maximo establecido por el Codex Alimentarius para
estos conservantes en mermeladas (1000 mg/kg,
equivalente a 100 mg/100 g), se observa que la may-
oria de las muestras presentaron concentraciones
dentro de los niveles de referencia internacional. La

muestra A registré el menor contenido de benzoato
de sodio (19,05 + 1,16 mg/100 g) y no presentd
sorbato de potasio detectable (< LD), evidenciando
una formulacién con bajo uso de conservantes.
Las muestras D y E también mostraron concen-
traciones de benzoato de sodio dentro de los valores
normativos, con niveles de 81,71 + 3,08 mg/100 g
y 56,32 £ 0,26 mg/100 g, respectivamente. Por el
contrario, las muestras B y C presentaron concen-
traciones de benzoato de sodio superiores al limite
de referencia, con valores de 153,59 £4,19 mg/100
gy 140,90 + 12,28 mg/100 g, respectivamente.
En cuanto al sorbato de potasio, este conservante
fue detectado en cuatro de las cinco muestras
analizadas, observandose las concentraciones mas
elevadas en las muestras D (53,70 + 0,38 mg/100
g)y E (95,13 + 1,03 mg/100 g), todas dentro del
rango permitido por la normativa internacional. La
presencia simultanea de ambos conservantes en la
mayoria de las muestras es consistente con practicas
tecnologicas habituales en la industria alimentaria,
donde el uso combinado de agentes antimicrobia-
nos permite ampliar el espectro de accion frente

C:\Users\DELL\Desktop\Biotec 2023\Conservantes\21_06_2023\M3_2.Icd

* g Benzoato de sodio FOA Ml
409
309
§ Sorbato de potasio
204 E po

min
Figura 6. Cromatograma de los conservantes en una muestra
comercial.
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a microorganismos y mejorar la estabilidad del
producto durante su vida util (Liick & Jager, 1995;
Jay et al., 2005).

El analisis por replicado mostrod coeficientes
de variacion bajos en la mayoria de los casos
(0,46-8,72 %), lo que evidencia una adecuada pre-
cision y reproducibilidad del método en matrices
alimentarias reales. Los valores de CV ligeramente
superiores observados en la muestra C pueden atri-
buirse a variaciones propias de la heterogeneidad
de la matriz o del proceso de muestreo, sin afectar
la confiabilidad global del desempefio analitico
(Benitez-Villalba et al., 2022; Benitez-Villalba et
al.,2019). Estos resultados confirman la capacidad
del método cromatografico validado para la deter-
minacioén simultanea, precisa y reproducible de
conservantes en mermeladas comerciales, demost-
rando su aplicabilidad como herramienta analitica
robusta para estudios de composicion alimentaria,
evaluacion técnica de productos procesados y so-
porte a sistemas de aseguramiento de calidad.

Conclusion

Este trabajo de investigacion permitio desarrollar,
validar y aplicar un método analitico basado en
cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC)
para la cuantificacion simultanea de benzoato de
sodio y sorbato de potasio en mermeladas com-
erciales de guayaba. La metodologia demostr6 un
desempefio analitico adecuado, caracterizado por
alta linealidad, sensibilidad, precision y reproduc-
ibilidad, cumpliendo los criterios establecidos por
guias internacionales de validacion analitica, lo que
confirma su idoneidad como herramienta confiable
para la determinacion simultanea de conservantes
en matrices alimentarias complejas.

La aplicacion del método a muestras comercia-
les evidencio variaciones en el contenido de conser-
vantes entre diferentes formulaciones, situandose
la mayoria de los valores dentro de los niveles de
referencia internacionales. Estos resultados ilustran
la utilidad del procedimiento desarrollado para
estudios de composicion alimentaria y evaluacion
técnica de productos procesados, asi como para el
soporte analitico de sistemas de aseguramiento de
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calidad en la industria alimentaria.

Desde una perspectiva metodologica, el estudio
aporta un procedimiento validado, sensible y repro-
ducible que fortalece el enfoque analitico aplicado
al control de conservantes en alimentos. La vali-
dacion se realizé bajo condiciones intralaboratorio
y en matrices reales, lo que permitié demostrar de
manera robusta el desempeiio del método en esce-
narios analiticos representativos.

En términos de proyeccion, futuras investigacio-
nes podrian ampliar su alcance mediante estudios
colaborativos interlaboratorio, la evaluacion en un
mayor numero y diversidad de matrices alimentar-
ias, y la profundizacion del analisis del efecto matriz
mediante ensayos de recuperacion en muestras
fortificadas. Estas lineas de trabajo contribuiran a
consolidar la aplicabilidad del método en programas
de monitoreo rutinario, control de calidad y vigi-
lancia analitica en el sector alimentario.
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