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Optimización y validación de un método
por HPLC en fase reversa en columna monolítica

para el análisis de trans resveratrol en vino
Optimization and validation of a RP-HPLC method to determine

trans resveratrol in wine using a monolithic column

FANNY C PADILLA*, YOLAIZA RIVERA, IRENE VERGARA, MARIELA RINCÓN, LIZET BOU RACHED

RESUMEN

El consumo moderado y regular de vino protege contra el desarrollo de enfermedades cardiovasculares y cáncer.
Estos beneficios están asociados a compuestos antioxidantes presentes en el vino como el resveratrol. El presente
trabajo tiene como objetivo la optimización y validación de un método analítico por HPLC para la cuantificación del
trans resveratrol presente en los vinos tintos de producción nacional. Para la optimización del método se evaluaron
dos tipos de solventes orgánicos, sistemas de gradiente y volumen de inyección. Las condiciones cromatográficas
con las que se obtuvo la mejor separación de los antioxidantes fueron columna monolítica C18 a 30°C, sistema de
gradiente acetonitrilo: agua acidificada con ácido fosfórico a pH 3, detector UV a una longitud de onda de 306 nm,
volumen de inyección de 30 μL. El proceso de validación demostró que el método cumple con los criterios de valida-
ción establecidos: Especificidad, linealidad (r > 0,99), repetibilidad < al 2%, precisión intermedia < al 2,7%, exacti-
tud (97-102%), límite de detección 0,0557 ppm, límite de cuantificación 0,1857 ppm, siendo el método robusto. El
método se aplicó en la cuantificación del trans resveratrol en muestras de vino tinto de producción nacional (Syrah,
Petit Verdot y Tempranillo) obteniéndose 2,45 y 0,92 ppm de resveratrol para el Syrah y Petit Verdot, respectivamen-
te, mientras el Tempranillo presentó un contenido de 0,16 ppm inferior al límite de cuantificación.

Palabras clave: Resveratrol, vino tinto, HPLC, columna monolítica.

Abstract

Moderate and regular consumption of wine may protect against cardiovascular diseases and cancer. These benefits
are associated to antioxidant compounds present in wine like trans resveratrol. The main objective of this work was
optimization and validation of an HPLC method to quantify trans resveratrol present en red wines of national produc-
tion. Optimization was performed by evaluation of two types of organic solvents in the mobile phase, different gradi-
ent programs, and injection volumes. Best chromatographic conditions for the separation of antioxidants were: a C18
monolithic column at 300C, a gradient program with acetonitrile: water, acidified with phosphoric acid to pH 3, UV
detector at 306 nm, and un injection volume of 30 μL. The method validation process demonstrated that it complied
with all the established acceptance criteria: Specificity, the method was able to separate resveratrol from any inter-
ference of other compounds present. Linearity with a regression coefficient > 0.99, repeatability and intermediate
precision with a coefficient of variation ≤ 2% and 2.7% respectively, accuracy in the range of 97-102%, limit of detec-
tion of 0.0557 ppm and limit of quantification of 0.1857 ppm. The method was robust. Application of this method for
quantification of trans resveratrol in red wine samples of national production (Syrah, Petit Verdot and Tempranillo)
presented 2.45 and 0.92 ppm of trans resveratrol for the first two samples, and a trans resveratrol content of 0.16
ppm for Tempranillo, amount smaller than the limit of quantification. 
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Introducción

Estudios recientes indican que ciertas enferme-
dades cardiovasculares, el envejecimiento prematu-
ro de la piel y enfermedades como el cáncer están
asociadas al estrés oxidativo. La oxidación es un pro-
ceso químico que tiene lugar continuamente en el
organismo por lo que compuestos antioxidantes
ingeridos en la dieta diaria, son fundamentales para
la prevención de estas enfermedades (Sánchez-Valle
y Méndez-Sánchez, 2013). 

Los compuestos fenólicos son el grupo más ex -
tenso de sustancias no energéticas presentes en los
alimentos de origen vegetal. En los últimos años se
ha demostrado que una dieta rica en polifenoles
vegetales puede mejorar la salud y disminuir la inci-
dencia de enfermedades cardiovasculares (Schroe -
ter y col., 2006; Perez-Vizcaino y col., 2009). La
capacidad de los polifenoles para modular la activi-
dad de diferentes enzimas, y para interferir conse-
cuentemente en mecanismos de señalización y en
distintos procesos celulares, puede deberse, al
menos en par te, a las características fisicoquímicas
de estos compuestos, que les permiten participar en
distintas reac ciones metabólicas celulares de óxido-
reducción. Sus propiedades antioxidantes justifican
muchos de sus efectos beneficiosos.

En la naturaleza existe una amplia variedad de
compuestos que presentan una estructura molecu-
lar caracterizada por la presencia de uno o varios
anillos fenólicos. Estos compuestos se denominan
polifenoles. Se originan principalmente en las plan-
tas, que los sintetizan en gran cantidad, como pro-
ducto de su metabolismo secundario. Algunos son
indispensables para las funciones fisiológicas vege-
tales. Otros participan en funciones de defensa ante
situaciones de estrés y estímulos diversos (hídrico,
luminoso, etc.).

Existen varias clases y subclases de polifenoles
que se definen en función del número de anillos
fenólicos que poseen y de los elementos estructura-
les que presentan estos anillos. Los principales gru-
pos de polifenoles son: ácidos fenólicos (derivados
del ácido hidroxibenzoico o del ácido hidroxicinámi-
co), estilbenos, lignanos, alcoholes fenólicos y flavo-
noides. La biosíntesis de los polifenoles como pro-
ducto del metabolismo secundario de las plantas
tiene lu gar a través de dos importantes rutas prima-
rias: la ruta del ácido siquímico y la ruta de los polia-
cetatos (Bravo, 1998). La ruta del ácido siquímico
proporciona la síntesis de los aminoácidos aromáti-
cos (fenilalanina o tirosina), y la síntesis de los áci-
dos cinámicos y sus derivados (fenoles sencillos,
ácidos fenólicos, cumarinas, lignanos y derivados
del fenilpropano). 

Debido al contenido y tipo de compuestos fenóli-
cos y a la actividad antioxidante del vino, se ha suge-
rido que su consumo podría tener un potencial tera-
péutico, ya que se ha demostrado que su consumo
regular y moderado, tiene un efecto protector contra
el desarrollo de importantes patologías como el cán-
cer y las enfermedades cardiovasculares (Leighton y
col., 1998; Faustino y col., 2003; Guéndez y col.,
2005; Monagas y Gómez-Cordoves, 2005; Careri y
col., 2003).

Entre los compuestos fenólicos más importantes
presentes en el vino se encuentran los siguientes
gru pos: ácidos benzoicos, ácidos cinámicos (como
el ácido p-cumárico y el ácido ferúlico), derivados de
la tirosina, estilbenos y flavonoides como por ejem-
plo, la catequina, epicatequina y quercetina (Flanzy,
2003). 

Uno de los polifenoles presentes en el vino, que
por su alto poder antioxidante despierta en la actua-
lidad mayor interés es el resveratrol. Este interés ha
progresado en los últimos años, debido a los estu-
dios epidemiológicos realizados, que indican una
relación inversa entre el consumo moderado de vino
y el riesgo a las enfermedades coronarias, conside-
rando que el resveratrol es el compuesto mayormen-
te responsable de la actividad anticancerígena tanto
in vivo como in vitro (Goldfinger, 2003; Acquaviva
y col., 2002; Vidavalur y col., 2006).

El resveratrol es una fitoalexina llamada 3’,5,4’ -
trihidroxiestilbeno que existe de manera natural en
dos formas, cis y trans, las cuales se encuentran en
equilibrio y tienen actividades biológicas similares
(Figura 1) (Jeandet y col., 1991; Takashi y col.,
2009). Este polifenol es el estilbeno más abundante
de las uvas, y además se encuentra presente en una
variedad de plantas como Veratrum grandiflorum,
Po ly  gonum cuspidatum. El resveratrol es producido
en las plantas durante períodos de estrés ambien tal
como en infecciones fúngicas, daño, o irradiación
con luz ultravioleta. A pesar de que el sustrato, 4-
coumaroil-CoA, malonil-CoA está presente en todas
las plantas, la mayoría de ellas no contienen la enzi-
ma (resveratrol sintetasa) necesaria para la biosínte-
sis del resveratrol (Labinskyy y col., 2006).

Las uvas, materia prima en la fabricación del
vino, tienen un contenido variable de compuestos
fenólicos en la piel, pulpa y semillas. El vino tinto es
una excelente fuente de polifenoles y puede conte-
ner entre 1000-4000 ppm de flavonoides que tienen
diferentes actividades biológicas (Arnous y col.,
2001). El resveratrol se encuentra de manera abun-
dante especialmente en la piel de la uva roja, por lo
que se encuentra presente en el vino tinto y en me -
nor cantidad en el vino blanco. En la piel de las uvas,
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el resveratrol alcanza concentraciones entre 50 a
100 μg/g de peso fresco, asimismo el vino blanco,
rosado y tinto contiene trans – resveratrol. En el vino
tinto, las concentraciones de este compuesto se
encuentran entre 0,1 a 14 mg/L con uno de los ni ve -
les más altos reportados en vinos de la cepa de uvas
Pinot noir (Otto y col., 1999; Stewart y col., 2003; La -
bins kyy y col., 2006; Opie y col., 2007; Net zel y col.,
2003). La presencia de altas concentraciones de res -
ve ratrol se asocia al proceso de elaboración en los
que la maceración y fermentación de las uvas se pro-
duce en contacto con la piel y es en ésta don de se en -
cuentran la mayoría de los polifenoles. El contenido y
composición final de polifenoles no solo depende del
tipo de uvas y los procesos antes mencionados; tam-
bién de penden del método de producción así como
de las reacciones químicas que tienen lugar durante el
añejamiento (Czyzowska y Pogor zelski, 2004).

Diferentes estudios epidemiológicos han sugeri-
do que la dieta Mediterránea está asociada con un
ries go reducido de enfermedades cardiovasculares
(Keys y col., 1986, De Lorgeril y col., 1999), de he cho
se ha relacionado la ingesta moderada de vino tinto
rico en resveratrol con disminución del riesgo de en -
fermedad coronaria, reducción de daño al miocardio

Figura 1. Estructura del trans y cis resveratrol (Abert Vian y
col., 2005)

durante isquemia – reperfusión, inhibición de la oxi-
dación de las LDL y supresión de la agregación pla-
quetaria y adhesión de leucocito. Asimismo, algunos
investigadores han indicado que el efecto cardiopro-
tector del resveratrol es debido a su capacidad antio-
xidante (Wu y col., 2001). Adicionalmente, se ha
comprobado que su posible actividad como fitoes-
trógeno puede contribuir a su acción cardioprotecto-
ra (García y Caraballo, 2001; Kinsella y col., 1993;
Careri y col., 2003). Igualmente se ha demostrado
que el resveratrol, puede disminuir los depó sitos del
péptido β-amiloide en el cerebro por lo que se ha
sugerido un papel neuroprotector en la enfermedad
de Alzheimer (Marambaud, 2005).

El método más frecuente para la cuantificación e
identificación del resveratrol es la cromatografía líqui-
da de alta resolución (HPLC). Varios autores han reali-
zado estudios para el desarrollo y optimización de
métodos analíticos empleando columnas C18, con
detectores UV, de fluorescencia y con arreglo de dio-
dos (Malovana y col., 2000; Rodríguez-Delgado y col.,
2001; Kolouchova y col., 2004, Ozan y col., 2007).

Recientemente, se han empleado las columnas
en fase reversa Chromolith, que son barras monolí-
ticas de sílica, libre de metal, altamente porosas,
condición que permite la aplicación de altos flujos a
muy bajas presiones, aumentando la productividad
analítica, logrando una mayor adsorción de los anali-
tos y por ende la separación cromatográfica está
garantizada en términos de eficiencia y resolución
(Merck, 2005). El uso de estas columnas ha permiti-
do el análisis de los compuestos fenólicos en el vino
por inyección directa de la muestra, cuantificación
en una simple corrida y corto tiempo (Abert Vian y
col., 2005; Massimo y col., 2002). 

En Venezuela, hasta el presente no se ha descri-
to y aplicado un método para cuantificar resveratrol
en vinos tintos; por ello nos propusimos optimizar y
validar un método analítico por HPLC en fase reversa
para la cuantificación del trans-resveratrol presente
en algunos vinos tintos de producción nacional, utili-
zando una columna Chromolith y detector UV.

Materiales y métodos

MUESTRAS

Las muestras de vinos tintos comerciales de dife-
rentes varietales de uvas de producción nacional,
fue   ron obtenidas en el mercado nacional. Tempra  ni -
llo (composición varietal: 95% Tempranillo, 5% Pe tit
Verdot y grado alcohólico: 12,6° GL), Petit Ver dot
(com posición varietal: 98% Petit Verdot, 2% Tem pra -
 ni llo y grado alcohólico: 12,8° GL) y Syrah (compo -
sición varietal: 98% Syrah, 2% Petit Verdot y grado
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 al co hólico: 12,8° GL). Es importante tomar en cuen-
ta que el varietal Syrah se conoce también co mo
Shi raz y la denominación depende del sitio de ori -
gen: Syrah de Francia y Shiraz de Australia (Ro giers y
col. 2004). 

La fermentación, maduración y añejamiento es
similar para los tres tipos de vino. La fermentación y
maduración se realiza en tanques de acero inoxida-
ble a temperatura entre 25-27 °C, durante ocho días
y el añejamiento consiste en mantener el vino duran-
te 5 a 18 meses en barricas de roble americano o
roble francés (Gonzales, 2013).

Las muestras fueron filtradas a través de mem-
brana de 0,45 μm e inyectadas directamente en el
cromatógrafo.

REACTIVOS

El ácido p-coumárico, dihidrato de quercetina,
trans-resveratrol 99% GC (Sigma) y ácido ferúlico
99% (Aldrich) se usaron como patrones. Todos los
sol  ventes orgánicos y el agua utilizados en la prepa-
ración de las soluciones fueron grado HPLC, los de -
más grado analítico.

SOLUCIONES PATRÓN

Las soluciones patrón se prepararon para obte-
ner 186,1; 160,4; 211,5 y 288,4 ppm, de ácido p-
cou  márico, quercetina, trans-resveratrol, y ácido
ferúlico, en una mezcla de etanol y agua (75:25 v/v).

SOLUCIÓN DE TRABAJO

Diariamente se preparó la solución de trabajo co -
mo la mezcla de las soluciones patrón, tomando una
alícuota de la solución patrón de cada antioxidante
para obtener concentraciones: de ácido ferúlico, p-cou-
márico, trans resveratrol, y quercetina de 2,88; 1,86;
2,11 y 8,00 ppm, respectivamente; utilizando la
misma mezcla de etanol-agua para la dilución.

CONDICIONES CROMATOGRÁFICAS

Para el desarrollo, validación y aplicación del
mé  todo se utilizó un equipo cromatográfico (HPLC)
 Wa ters (Milford, MA, USA), con un inyector automá-
tico (717 plus Autosampler), sistema de bombas
(1525 binary HPLC pumps), detector UV (2487 Dual
λ  Ab sor bance Detector), Integral Vacuum Degas ser/
Plun ger, acoplado a una computadora con el progra-
ma BREEZE (Waters) para el procesamiento de da -
tos. Se utilizó una columna Chromolith Perfo mance
RP-18e 100-4.6 mm (Merck) y una precolumna RP-
18e 5-4.6 mm. 

Las condiciones cromatográficas iniciales fueron
las empleadas por Massimo y col. (2002), con gra-
diente de elución binario Fase A: metanol:agua
(2,5:97,5 v/v), Fase B: metanol:agua (50:50 v/v),
am bas fases acidificadas con ácido fosfórico (H3PO4)
a pH 3, flujo de 2,1 mL/min, temperatura de 30º C,
a 306 nm y un volumen de inyección de 20 mL. 

Para optimizar el método y sus resultados se rea-
lizaron pruebas cambiando en las dos fases la pro-
porción de metanol o sustituyendo el metanol por
acetonitrilo, que cambia la fuerza del solvente y su
selectividad. Posteriormente se cambió el volumen
de inyección para evaluar luego en los cromatogra-
mas obtenidos la adecuación del sistema.

VALIDACIÓN

Para la validación se consideraron los siguientes
parámetros: especificidad, precisión, linealidad,
exac titud, límite de detección (LOD), límite de cuan-
tificación (LOQ) y robustez cumpliendo previamente
con los requisitos de adecuación del sistema.

ESPECIFICIDAD O SELECTIVIDAD

Para determinar la selectividad, se usó la solu-
ción de la muestra de vino tinto (Syrah) al 100% y la
mezcla de patrones con cis resveratrol al 100%. Se
considera el 100% una concentración de 2 ppm del
trans resveratrol, pues diferentes investigadores re -
portan que la concentración promedio del trans
resveratrol en el vino tinto es de aproximadamente
2 ppm (Massimo y col., 2002; Nikfardjam y col.,
2005; Stervbo y col., 2007).

La mezcla de patrones con cis resveratrol se pre-
paró tomando una alícuota (100 μl) de las solucio-
nes de ácido ferúlico, p-coumárico, solución de cis
resveratrol obtenido a partir de la solución madre de
trans resveratrol expuesta a la luz natural durante
5 h y 500 μl de la solución de quercetina; llevando a
vo lumen con la mezcla de etanol: agua (75:25) en
ba lón de 10 mL. Se realizó una inyección de cada
una de las soluciones anteriores, de la fase móvil y
del solvente.

Se considera que el procedimiento analítico cum-
ple con este parámetro si es capaz de separar el ana-
lito de interés sin que exista interferencia de otras sus -
tancias presentes; y si además, los productos de de -
gradación y/o sustancias relacionadas y otros compo-
nentes no interfieren con la cuantificación del analito.

LINEALIDAD

Se realizaron mediciones por duplicado de cinco
(5) soluciones estándar de trans resveratrol al 60%,
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80%, 100%, 120% y 140%; considerando el 100%
de trans resveratrol la concentración de 2 ppm. La
re gresión lineal se calculó a partir del promedio de
las áreas obtenidas para cada concentración evalua-
da, obteniéndose la ecuación de la curva y el coefi-
ciente de correlación. El criterio de aceptación para
este parámetro viene dado por la obtención de un
coeficiente de correlación ≥ 0,990 (AOAC, 2002).

ADECUACIÓN DEL SISTEMA

Se determinó la precisión del sistema realizando
cinco (5) inyecciones consecutivas de la mezcla de
estándares al 100% de la concentración de trabajo,
considerando como criterio de aceptación un coefi-
ciente de variación ≤ 2%. Asimismo, se realizó la ade -
cuación del sistema calculando los siguientes paráme-
tros cromatográficos: número de platos teóricos (N),
factor de capacidad (k ) y asimetría del pico o factor
de cola (T) utilizando el programa Breeze de Waters.

PRECISIÓN

La precisión del método fue realizada a nivel de
precisión intra-diaria (repetibilidad) y precisión inter-
diaria (precisión intermedia o reproducibilidad). Para
determinar la repetibilidad del método se realizaron
seis (6) inyecciones directas de la muestra de vino
tinto Syrah (100%) previamente filtrada por membra-
na de 0,45 μm, expresando los resultado en % de la
desviación estándar relativa (%DER) o coeficiente de
variación (CV). Este valor debe ser ≤ 2%

Dos analistas y en días diferentes determinaron
la precisión intermedia con seis inyecciones de la
muestra de vino tinto al 100%. El valor del %DER de
los resultados obtenidos por el analista 1 y 2, deberá
ser ≤ a 8% (AOAC, 2002).

EXACTITUD

Se utilizó el método con estándar añadido para el
análisis de las muestras. Se realizó sobre tres (3)
soluciones de la muestra por triplicado más el blanco
(muestra sin estándar añadido) a las concentraciones
aproximadas de 80%, 100% y 120% del analito.

Para preparar las soluciones se tomó la alícuota
de la solución patrón de trans resveratrol correspon-
diente a cada nivel de concentración antes mencio-
nado, se añadió 5 mL de la muestra de vino tinto Sy -
rah y se llevó a 10 mL con solvente (etanol: agua
75:25).

Se determinó el porcentaje de recuperación, cu -
yo criterio de aceptación para concentraciones del
analito cercanos a 1 ppm debe ser de 75 a 120%
(AOAC, 2002).

LÍMITE DE DETECCIÓN (LOD) Y CUANTIFICACIÓN (LOQ)

Para determinar el LOD definido como la mínima
concentración del analito que puede detectarse pero
no cuantificarse y LOQ correspondiente a la mínima
cantidad del analito que puede cuantificarse con
adecuada precisión, se utilizaron las siguientes ecua-
ciones LOD = 3,3 DE /b y LOQ = 10 DE / b (Miller y
Miller, 1993). 

Donde: DE = desviación estándar de la respuesta
y b = pendiente de la curva de calibración.

ROBUSTEZ

Para determinar la robustez del método analítico
se evaluaron los resultados obtenidos en la preci-
sión intermedia.

Resultados y discusión

OPTIMIZACIÓN DEL MÉTODO

Para optimizar los resultados obtenidos se realiza-
ron pruebas cambiando la proporción de metanol,
variando así la fuerza del solvente. Asimismo, se sus-
tituyó el metanol por acetonitrilo, ya que por sus pro-
piedades químicas, tiene una selectividad diferente a
la del metanol, una mayor fuerza de solvente y cons -
tituye la primera alternativa cuando se busca cambiar
la fuerza del solvente. Asimismo, se realizaron cam-
bios en el flujo, volumen de inyección y gradiente.

La combinación de fases móviles con las cuales
se obtuvo la mejor separación de los compuestos
tan to en la solución de los patrones como en mues-
tra fue la siguiente:

Fase A: acetonitrilo:agua (2:98 v/v), Fase B: ace-
tonitrilo:agua (40:60 v/v), ambas acidificadas con
ácido fosfórico (H3PO4) a pH 3.

Posteriormente se probaron dos sistemas de gra-
dientes seleccionándose como el más adecuado
aquel que produjo mejor resolución y menor tiempo
de corrida, lo cual se obtuvo con el uso del sistema de
gradiente (Tabla I), que logró disminuir el tiempo de
co rrida a 18 minutos (Figura 2) obteniendo una reso-
lución aceptable de 3,858 por lo que se tomó este
gradiente como definitivo ya que proporcionó un
método más rápido y con buena resolución. 

Asimismo, se modificó el volumen de inyección y
se evaluaron en los cromatogramas obtenidos, la lí nea
base, números de platos teóricos, resolución, tiempo
de corrida, definición e integración de los picos.

Después de evaluar los resultados obtenidos las
condiciones cromatográficas finales fueron: Colum -
na: monolítica Cromolith, temperatura: 30°C, tiem-
po de corrida: 18 min, longitud de onda: 306 nm,
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volumen de inyección: 30 ml, Fase A: acetonitrilo;
agua (2:98 v/v) acidificada con H3PO4 a pH 3, Fase
B: acetonitrilo: agua (40:60 v/v) acidificada con
H3PO4 a pH 3, sistema de gradiente (Tabla I).

Validación

ESPECIFICIDAD / SELECTIVIDAD

De acuerdo a los cromatogramas obtenidos (Fi -
gu ra 2 y 3), los tiempos de retención para los picos
de trans resveratrol (patrón), ácido ferúlico, ácido
p-coumárico, quercetina y del cis resveratrol se pre-
sentan en la Tabla II.

veratrol producto de degradación del isómero trans y
otros antioxidantes como los ácidos ferúlico, y p-cou -
márico y la quercetina, y otros picos no identificados.

ADECUACIÓN DEL SISTEMA

Del cromatograma obtenido (Figura 2) se calcula-
ron los parámetros cromatográficos que determinan
la adecuación del sistema. 

El valor obtenido del factor de capacidad (k’) se
consideró aceptable ya que este puede variar de 1 a
20 y el resultado obtenido de 9,77 cumplió con este
parámetro.

El grado de simetría se expresa como T (factor de
cola). Su medición es importante puesto que puede
llevar de acuerdo a su magnitud a errores considera-
bles de cuantificación. En un pico simétrico T es la
unidad y se incrementa a medida que la cola se hace
más pronunciada; los valores ideales están entre 0,9
y 1,1; el valor encontrado 1,31 es aceptable ya que
pueden integrarse sin mayores dificultades picos
que presentan un factor de asimetría de 2 (Quatroc -
chi y col., 1992). Asimismo, el alto número de platos
teóricos (7095,161) y el %DER (1,28%) (Tabla III)
refuerzan la adecuación del sistema.

Tiempo Tiempo
de retención de retención 

Compuesto

Patrón degradado Muestra (min)
(min)

Ácido p-coumárico 4,466 4,336

Ácido ferúlico 5,549 5,393

Trans resveratrol 10,791 10,780

Quercetina 13,174 13,183

Cis resveratrol 14,139 ——-

Tiempo Flujo A (%)* B (%) **
(min) (mL/min)

0 3.0 95 5

1,5 3.0 80 20

3 3.0 60 40

4 1.0 60 40

8,5 1.0 40 60

12,5 1.2 65 35

16,5 1.5 95 5

17 3.0 95 5

18 3.0 95 5

*A = acetonitrilo:agua (2:98 v/v) acidificada con ácido fosfórico
(H3PO4) a pH 3

**B = acetonitrilo:agua (40:60 v/v) acidificada con ácido fosfórico
(H3PO4) a pH 3

Tabla I

Sistema de gradiente

Figura 2. Cromatograma de patrones de antioxidantes, fase
móvil A: acetonitrilo:agua (2:98 v/v) acidificada con ácido
fosfórico (H3PO4) a pH 3. B: acetonitrilo:agua (40:60 v/v) aci-
dificada con ácido fosfórico (H3PO4) a pH 3.

Figura 3. Selectividad del método cromatográfico. Cromato -
grama de la muestra de vino tinto Syrah.

Durante la corrida de las inyecciones tanto de la
fa  se móvil como la del solvente, no se evidenció nin-
gún pico cromatográfico que pudiera interferir con la
cuantificación del trans resveratrol. Estos resultados
in dican que el método es específico por ser capaz de
se parar el trans resveratrol sin que exista interferen-
cia de otros compuestos presentes, como el cis res-

Tabla II

Tiempos de retención de los patrones de
antioxidantes y la muestra de vino tinto (Syrah)
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LINEALIDAD

Los resultados obtenidos (Tabla IV y Fig. 4) de -
mues tran que la relación de las áreas de los picos con-
tra concentración real de las soluciones estándar en
un rango de 60-140% es lineal obteniéndose un coefi-
ciente de correlación de 0,994; que cumple con el pa -
rámetro de linealidad ya que el valor de r de be ser ma -
yor a 0,990 (AOAC, 2002; Quatrocchi y col., 1992).

PRECISIÓN

REPETIBILIDAD (PRECISIÓN INTRA DIARIA)

La Tabla V presenta los resultados de las áreas
obtenidas por el analista 1 para las seis inyecciones
de la muestra de Syrah. Se encontró un %DER de las
seis (6) determinaciones de 1,495; demostrando

Patrón Conc (ppm) Área

60% 1,269 172728

1,269 175780

80% 1,692 214836

1,692 210441

100% 2,115 264227

2,115 263962

120% 2,538 283183

2,538 287266

140% 2,960 330062

2,960 330206

Pendiente 90877,41

Intercepto 61096,1000

r 0,994

que el método cumple con el parámetro de repetibi-
lidad ya que presenta un %DER o CV ≤ 2,0.

PRECISIÓN INTERMEDIA (PRECISIÓN INTER DIARIA)

En la Tabla VI se presentan los resultados obte-
nidos por cada uno de los analistas para las seis in -
yecciones de la muestra de Syrah. La desviación
estándar relativa (% DER) obtenida por cada analis-
ta fue menor a 2% y en conjunto fue de 2,547% de -
mostrando que el método cumple con el parámetro
a nivel de precisión intra e inter diaria.

EXACTITUD

Los resultados del porcentaje de recuperación
para cada concentración se muestran en la Tabla
VII. El valor mínimo de porcentaje de recuperación
obtenido fue de 97% y el máximo de 102%, por lo
que se considera que el método cumple con el pará-
metro de exactitud ya que los valores de porcentaje
del analito recuperado para las diferentes concentra-
ciones se encuentran dentro del criterio establecido
de 75-120% (AOAC, 2002).

Réplica Áreas

1 269438

2 263962

3 264227

4 271672

5 265584

Promedio 266977

Desv. Estd 3416,60

% DER 1,28

Tabla III

Precisión del sistema en solución patrón
de resveratrol (2,0 ppm)

Tabla IV

Estudio de la linealidad del método
(100% = 2,0 ppm)

Analista 1

Muestra Área Contenido (ppm)

1 318853 2,526

2 305248 2,418

3 312376 2,474

4 310394 2,459

5 314579 2,492

6 309375 2,450

Promedio 2,470

Desv. Estd 0,036

% DER 1,495

Tabla V

Precisión del método intradiaria (repetibilidad)

Figura 4. Curva de calibración de resveratrol (área vs ppm).
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APLICACIÓN DEL MÉTODO A DIFERENTES TIPOS

DE VINOS NACIONALES

En la Tabla VIII se muestran las concentraciones
de trans resveratrol obtenidas para cada tipo de
vino. El contenido de trans resveratrol muestra gran
variabilidad entre los diferentes tipos de vino ya que
depende de numerosos factores como: variedad de
uva, clima y terreno, una cosecha temprana o tardía,
las diferentes técnicas de vinificación, el tiempo de
fermentación del jugo de la uva en presencia de la
piel y las semillas, entre otros (Leighton y col., 1998;
Czyzowska y Pogorzelski, 2004; Netzel y col., 2003).

En la muestra de vino Tempranillo se pudo de -
tectar el pico correspondiente al trans resveratrol to -
mando en cuenta el tiempo de retención, obtenien-
do un valor de 0,1595 ppm el cual es inferior a los
resultados entre 1,01-2,33 ppm obtenidos por Abril
y col., (2005) para los vinos tintos Tempranillo de di -
fe rente denominación de origen en Aragón (España).
Asimismo, este valor está por debajo del límite de
cuantificación (0,1857 ppm), lo cual no garantiza el
cumplimiento con los parámetros de precisión y
exactitud.

En los resultados de la Tabla VIII se observa que
el vino Syrah presenta la concentración más alta de
trans resveratrol en los vinos estudiados, la cual es
similar a la obtenida por Malovana y col. (2000) en
vi nos tintos de las Islas Canarias (2,22-3,25 ppm),
más alta que la reportada por Nikfardjam y col.
(2006) para los vinos tintos Syrah de Hungría (1,1
ppm) y dos vinos Syrah de Tailandia (Woraratphoka
y col. (2007). Este nivel de concentración más alto
pue de ser atribuido a que el vino analizado no es
obtenido de un solo varietal de uvas sino de una
mezcla, siendo el varietal Syrah el de mayor propor-
ción. Asimismo, pueden influenciar las diferencias
en el proceso de obtención y otras mencionadas
anteriormente. 

El vino Petit Verdot presentó un contenido de
res veratrol más alto que los resultados obtenidos

Analista 1 Analista 2

Muestra Área Contenido Muestra Área Contenido
(ppm) (ppm)

1 318853 2,526 1 304973 2,342

2 305248 2,418 2 305281 2,345

3 312376 2,474 3 307425 2,361

4 310394 2,459 4 310133 2,382

5 314579 2,492 5 308012 2,366

6 309375 2,450 6 312076 2,397

Promedio 2,470 Promedio 2,365

Desv.Estd 0,036 Desv. Estd 0,021

% DER 1,495 % DER 0,896

Analista 1 y 2

Promedio 2,418 ppm

Desv.Estd 0,061

% DER 2,547 %

Tabla VI

Precisión inter diaria (reproducibilidad)

Muestra Área Área Fact Dil Conc Est Añad Recuperación
Mx-Blanco Est Añad * (ppm) ** (%)

Blanco 222693 – – – –

307181 84488 102

80% 303172 80479 1666,67 0,634 97

305755 83062 101

359726 137033 100

100% 358936 136243 1000,00 1,057 99

359757 137064 100

411296 188603 98

120% 410142 187449 714,29 1,480 97

414757 192064 100

Promedio 99

*Fact Dil Est Añad = Factor de dilución de estándar añadido
**Conc Est Añad. = Concentración del estándar añadido

Tabla VII

Exactitud del método en la determinación
de resveratrol

LÍMITE DE DETECCIÓN Y CUANTIFICACIÓN

Para el LOD y LOQ se encontraron los siguientes
valores 0,0557 y 0,1857 respectivamente, aplicando
la ecuación de Miller y Miller (1993).

ROBUSTEZ

Los resultados de precisión intermedia (Tabla VI)
demuestran que el método al ser aplicado bajo con-
diciones operacionales diferentes (dos analistas y
días diferentes) se obtienen valores reproducibles,
por lo que se puede decir que el método cumple con
este parámetro.

Tipo de Vino Concentración
(ppm)

Petit Verdot 0,9170 ± 0,0135

Tempranillo 0,1595 ± 0,0631

Syrah 2,4510 ± 0,0275

Tabla VIII
Contenido promedio de trans resveratrol
en muestras de vinos nacionales (N=3)
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por Dugo y col. (2006) y La Torre y col. (2006) en los
vinos sicilianos.

Conclusiones 

Se logró desarrollar y optimizar un método analí-
tico por HPLC en fase reversa para la separación de
compuestos fenólicos y la cuantificación del trans
resveratrol que cumple con todos los criterios de
aceptación para los parámetros evaluados, permite
la inyección directa de las muestras sin necesidad de
un tratamiento previo y obtención de resultados en
un tiempo de corrida corto. Este método ofrece ven-
tajas con respecto a otras metodologías analíticas
que utilizan 2 columnas monolíticas en serie, pues
se utiliza una sola columna monolítica para lograr la
separación de antioxidantes y se reduce el tiempo
de corrida aproximadamente en un 50%. Por último
los niveles de trans resveratrol del vino tinto Syrah
producido en Venezuela son similares a los produci-
dos en otros países. 
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