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RESUMEN 

Últimos estudios realizados aportan en sus investigaciones  que el consumo moderado 

de vino, contribuye a la prevención y minimización de enfermedades cardiacas y 

neurodegenerativas, debido principalmente a  la concentración elevada de compuestos 

fenólicos, que hacen parte de la composición del vino y consecuentemente a su 

elevada capacidad antioxidante; por tal razón se han ido desarrollando metodologías 

analíticas orientadas al análisis del vino.  El trans-resveratrol, es un polifenol, que 

pertenece a la clase de los estilbenos, que se encuentra presente en mayor cantidad en 

vinos tintos que en vinos blancos. El trans-resveratrol en diversos estudios realizados, 

ha mostrado in vivo, un efecto antioxidante con LDL, antiagregante plaquetario, 

antiinflamatorio, antiteratogénico y citostático en un modelo experimental murino. Las 

propiedades terapéuticas del trans-resveratrol están totalmente demostradas, de modo 

que un consumo moderado de vino se relaciona con una disminución de las 

enfermedades cardiovasculares. 

Se cuantificó el nivel de trans-resveratrol en ocho muestras de vinos tinto borgoña 

peruanos, por cromatografía liquida de alta resolución, utilizando cartuchos de 

extracción en fase solida (SPE). Las condiciones cromatográficas fueron diseñadas en 

la presente tesis, para obtener señales óptimamente cuantificables. Se realizó la 

validación de la metodología, encontrándose valores de linealidad, exactitud, 

precisión, limites de detección y cuantificación, dentro de las especificaciones, siendo 

de ésta forma un método confiable para la cuantificación de trans-resveratrol en 

muestras de vinos. Al aplicarse la metodología diseñada, se obtuvieron 

concentraciones medias de trans-resveratrol de 2,18 mg/L, y como concentraciones 

máximas y mínimas de 3,27 mg/L y 1,63 mg/L respectivamente, siendo el  vino tinto 

borgoña Paz Soldán que presentó el nivel máximo y el vino tinto borgoña Quenta el 

nivel mínimo de trans-resveratrol hallado en la presente investigación. A su vez se 

probó que los cartuchos para SPE son reusables tres veces como mínimo para la 

extracción del estándar de trans-resveratrol y dos veces como mínimo para muestras 

de vino tinto borgoña 



 

 

ABSTRACT 

 

Recent studies provided, that consume of centrist wine, contribute to the prevention 

and minimization heart and neurodegenerative diseases mainly, due to high 

concentration of phenolic compounds, that make part from wine composition, and 

consequently to their high antioxidant capacity, for that reason, it had  developed 

analytical methodologies, to orient at wine´s analysis. The trans-resveratrol is a 

polyphenol, which belong to stilbens family; it is present in red wines more than white 

wines. The trans-resveratrol in the various studies accomplished, have shown it has 

antioxidant with LDL anti-inflamatory,anti-teratogenic and cytostatic in a murin 

experimental model. The therapeutic properties of trans-resveratrol are fully 

demonstrated, so that moderate consumption of wine is associated with a decrease in 

cardiovascular diseases. 

We quantified the level of trans-resveratrol in red wine samples eight burgundy 

Peruvians, by high resolution liquid chromatography, cartridges using solid phase 

extraction (SPE).  The chromatographic conditions were designed in this thesis to 

obtain measurable signals optimally. We performed the validation of the methodology, 

meeting linearity, accuracy, precision, detection and quantification limits, within 

specifications, thus being a reliable method for the quantification of trans-resveratrol 

in wine samples. 

When applying the methodology designed, mean concentrations were obtained trans-

resveratrol of 2.18 mg / L, and a maximum and minimum concentrations of 3.27 mg / 

L and 1.63 mg / L respectively, with burgundy red wine Paz Soldan presented the 

maximum and red wine burgundy Quenta minimum level of trans-resveratrol found in 

this investigation. In turn tested for SPE cartridges that are reusable for at least three 

times the standard extraction of trans-resveratrol and for at least twice burgundy wine 

samples. 
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INTRODUCCIÓN 

 

El resveratrol es uno de los principales antioxidantes presentes en el vino, siendo el 

más estudiado en los últimos años. 

El resveratrol presenta dos formas isoméricas (trans y cis), siendo el isómero trans el 

que se encuentra en mayores concentraciones en los vinos  y al que se le atribuye las 

propiedades terapéuticas [21]. El polifenol trans- resveratrol  (3,5,4´–trans–

trihidroxiestilbeno), es una fitoalexina presente en una amplia variedad de especies de 

plantas, incluyendo moras, cacahuates y uvas [41][28][18][67]. Esta fitoalexina es 

encontrada en  moderadas concentraciones en vinos, particularmente en vinos tintos 

[23]. El efecto benéfico del consumo del vino en la enfermedad coronaria,  ha sido 

atribuido a sus propiedades antioxidantes [25]. 

El vino es un producto que se caracteriza por presentar  nutrientes indispensables para 

el buen funcionamiento del organismo humano, tales como vitaminas (B1,B2 y B12), 

aminoácidos (lisina, fenilalanina, triptófano y ácido glutamico) y especies 

antioxidantes [64]. 

El trans-resveratrol viene siendo muy estudiado en los últimos años, en razón de su 

acción preventiva relacionada a enfermedades como son el cáncer, la arterioesclerosis, 

reumatismo y dolencias degenerativas, es por ello que se han propuesto varias 

metodologías para la determinación cuantitativa de trans-resveratrol.  

La cuantificación del trans-resveratrol en vinos se acostumbra realizar por técnicas de 

cromatografía en fase liquida, asociada a diferentes detecciones. 

En la presente tesis de investigación, la cuantificación del trans-resveratrol en vinos 

tintos se realizó por cromatografía liquida de alta resolución, asociada a un detector 

UV. De los diversos vinos tintos elaborados en Perú, se analizaron ocho del tipo 

borgoña, ya que la uva borgoña, en realidad uva Isabela, es una cepa de origen 
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nacional utilizada como materia prima para la elaboración de vinos tinto borgoña 

nacionales. 

Los niveles de trans-resveratrol en vinos tinto borgoña peruanos hallados en ésta 

investigación  aportarán valores confiables y referenciales, así como también la 

metodología diseñada podrá contribuir posteriormente a desarrollos de protocolos de 

control de calidad, los cuales pueden ser parte de un análisis de rutina.  
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HIPÓTESIS 

 

Dado que los vinos tintos, presentan cierto contenido en  trans-resveratrol, es probable 

que usando la metodología SPE en vinos tinto borgoña peruanos, se cuantifique los 

niveles de trans-resveratrol por cromatografía liquida de alta resolución. 
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OBJETIVOS 

 

OBJETIVO GENERAL 

Realizar la determinación cuantitativa del trans-resveratrol en vinos tintos borgoña 

peruanos por cromatografía liquida de alta resolución (HPLC). 

OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 Establecer las condiciones cromatográficas bajo las cuales se realizará la 

cuantificación del trans-resveratrol. 

 Validación del procedimiento analítico para la cuantificación de trans-resveratrol 

en los vinos tintos borgoña. 

 Verificar si los cartuchos para extracción en fase sólida son reusables. 
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CAPITULO I: 

MARCO TEÓRICO 
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1.1. RESEÑA HISTÓRICA DEL VINO EN EL PERÚ Y UVA BORGOÑA 

Entre 1532 y 1580 se fundaron en el Perú más de 700 centros poblados, entre 

ciudades, villas y pueblos. Cada vecino o morador recibió un solar para su 

vivienda y tierras para el cultivo de plantas y crianza de ganados. De inmediato se 

cultivaron los "frutos de Castilla", entre ellos la vid. En 1550 la crónica registra 

cultivos de la vid en varias regiones del Perú, especialmente en la costa. En 1560 

ya se comercializaba los "vinos de la tierra" considerados como buenos y muy 

buenos. A fines del siglo en referencia, ya se producía aguardiente de uva que se 

embarcaba por el puerto de Pisco. En el siglo XVII ambos productos logran gran 

distinción. Razones sociales y naturales contribuyeron a la decadencia de ambas 

bebidas; pero a mediados del siglo XX se produce la revitalización. Los 

viticultores buscan primero mejorar la calidad y luego expandir la frontera 

vitivinícola. En la actualidad, tanto el vino como el pisco peruano han recobrado 

el viejo prestigio y se han hecho acreedores de premios nacionales e 

internacionales [43]. 

Las zonas productoras de uva en nuestro país se encuentran ubicadas 

principalmente en la costa sur y corresponden a Lima, Ica, Arequipa, Moquegua y 

Tacna; cuya temporada de cosecha se efectúa entre los meses de noviembre y 

febrero. En la costa norte la zona de producción de uva se encuentra en el valle de 

Cascas, provincia de Trujillo, región de La Libertad [30]. Al 2008 la región Ica 

posee el mayor porcentaje de producción de uva en el país debido principalmente 

a las favorables condiciones agronómicas para este cultivo, el uso de tecnología y 

la mayor capacidad de gestión empresarial [30]. 

En nuestro país la uva, variedad Isabela (Vitis Labrusca) es conocida como uva 

borgoña, en Argentina como uva chinche, en Uruguay como frutilla brasileña 

napolitana, en Brasil uva nacional y en Venezuela como criolla negra [86]. 

En la elaboración de los vinos tintos el estado de maduración de las uvas es de 

importancia capital, ya que del contenido de azúcares y ácidos dependerá el 
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desarrollo adecuado de la fermentación y el contenido polifenólico (antocianos y 

taninos, el color y la capacidad de crianza). Las características de las uvas 

dependen de la variedad, pero las condiciones edafoclimáticas influyen 

decisivamente de manera que una misma vinífera, en similar grado de 

maduración, cultivada en dos zonas diferentes puede dar lugar a vinos diferentes 

[27]. 

Uno de los mayores parámetros de significación tecnológica y nutricional en las 

uvas (Vitis sp.) es la composición de polifenoles. Los compuestos fenólicos de las 

uvas determinan la sensación de astringencia y el color de los vinos tintos. 

Muchas investigaciones del campo de la enología estudian los compuestos 

fenólicos con el propósito de mejorar la calidad del vino y conocer propiedades de 

interés nutricional y farmacológico [42]. En un estudio realizado se comprobó la 

actividad antioxidante y antiinflamatoria de dos extractos de la variedad V. 

labrusca, dichas actividades  presentaron una correlación significativa con el 

contenido de compuestos fenólicos de los extractos, sugiriendo que éstos pueden 

contribuir, significativamente, a la actividad biológica estudiada [66].  

 

1.2. PRODUCCIÓN GENERAL DEL VINO  

La principal transformación que sufren los mostos en su evolución a vino, es la 

fermentación alcohólica llevada a cabo por la acción de levaduras. Sin embargo, 

no son estos los únicos microorganismos que intervienen en la obtención de vinos 

de calidad. En especial en los vinos tintos que proceden de regiones frías, donde la 

maduración de la uva no es completa, su acidez se ve amortiguada mediante una 

segunda fermentación a la que se denomina fermentación maloláctica llevada a 

cabo por las bacterias lácticas. En esta segunda se  produce el paso de ácido 

málico (dicarboxilico) a ácido láctico (monocarboxilico) con la consiguiente 

disminución en acidez total. La fermentación maloláctica puede emplearse como 
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un método natural de reducción de la acidez del vino y por ello se considera 

generalmente deseable y es estimulada en regiones productoras de uvas ácidas. 

Este proceso va acompañado de una serie de reacciones secundarias que, 

convenientemente controladas redundan en un vino estable, con una notable 

mejora de sus características organolépticas [63]. 

Durante el proceso de la fermentación alcohólica existe una competencia entre 

levaduras y bacterias lácticas por los nutrientes del mosto, viéndose afectada esta 

competencia por la evolución de los distintos parámetros físico-químicos a lo 

largo de la fermentación alcohólica. La fermentación maloláctica no es 

completamente deseable o indeseable en términos absolutos. Su favorecimiento o 

inhibición dependerá del mosto de partida, de la cepa, de las condiciones 

ambientales y sobre todo, del tipo de vino que se pretenda conseguir. En general 

la inhibición de este proceso es relativamente sencilla si se toman las medidas 

higiénicas convenientes como pueden ser un sulfitado adecuado, un menor 

contacto del mosto con las lías, etc. De hecho ésta es la práctica más extendida en 

las vinificaciones de Rioja, zona en la que hasta el momento la presencia de 

bacterias lácticas en vino era contemplada como un posible factor de alteración y 

no como un agente estabilizador potencial, cuya acción controlada conllevaría una 

mejora de las características organolépticas del vino. Sin embargo, aunque esta 

inhibición puede ser de gran interés en la producción de determinados tipos de 

vino, la impredicibilidad de una fermentación maloláctica espontanea ha llevado a 

numerosos investigadores al estudio de los mecanismos de control de la misma, 

así como las condiciones en las cuales se obtenga una fermentación maloláctica 

limpia. Hoy en día, la tendencia enología es la de permitir o incluso favorecer la 

realización de la fermentación maloláctica controlada con objeto de conseguir la 

estabilización del vino [63]. 

 

 



 

9 
 

1.3. PROPIEDADES TERAPÉUTICAS DEL VINO  

La Clasificación Internacional de Enfermedades establece como un consumo 

aceptable y no peligroso dosis límite de alcohol puro de 24 g/día para el varón y 

de 16 g/día para la mujer. El riesgo o consumo excesivo se entiende cuando es 

superior a 40 g/día para el varón y mayor de 24 g/día para la mujer o relacionados 

con las circunstancias de riesgo del alcohol para el usuario. Se consideran 

concentraciones de vino o alcohol no excesivas aquellas que estén por debajo de 

los 40 g/día (280 g/semana) para el varón y 24 g/día (168 g/semana) para la mujer, 

lo que equivale aproximadamente a 400 ml de vino de 12 grados al día en el varón 

y a 250 ml al día en la mujer [9]. 

Una de las diferencias existentes entre el vino tinto y el blanco es la concentración 

de polifenoles; así, ésta en el vino tinto es 6-20 veces superior a la del vino 

blanco. Entre los mecanismos fisiopatológicos que explican el papel protector del 

consumo moderado de alcohol está el aumento de las lipoproteínas de alta 

densidad (HDL2 y HDL3) y de las apolipoproteínas A-I y A-II. Para algunos 

autores este mecanismo explicaría sólo una reducción del 30-50% del riesgo de 

ECV [9]. 

Las propiedades antioxidantes del vino se han atribuido a sus componentes 

polifenolicos. Numerosos estudios in vitro demuestran el efecto protector del vino 

tinto sobre la oxidación de las lipoproteínas de baja densidad [13] [16], lo que 

podría explicar su efecto in vivo. Tanto las evidencias epidemiológicas como los 

resultados obtenidos de los análisis realizados, justifican y avalan  la 

recomendación y una adecuada educación de la población acerca del consumo 

moderado de vino tinto como parte de una dieta saludable [20] 

Varios estudios demuestran que el consumo moderado de alcohol (30-50 g/día) 

disminuye el riesgo de enfermedad cardiovascular [12]. Se han propuesto diversos 

mecanismos para explicar este efecto. Parece ser que el alcohol produce un 

aumento de las concentraciones del colesterol de las lipoproteínas de alta densidad 
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(cHDL) implicadas en el transporte inverso del colesterol. Algunos autores han 

relacionado este aumento con una disminución de la actividad de la proteína 

transferidora de ésteres de colesterol (CETP); sin embargo, otros no detectan un 

cambio de esta enzima tras la ingestión de alcohol. Este último también se ha 

relacionado con una reducción de la agregación plaquetaria y de la concentración 

de fibrinógeno en circulación [57]. En un estudio realizado en Perú, sobre el 

efecto del vino, se obtuvo como resultado que el vino  tinto malbec peruano, 

aumento HDL  y redujo el índice de riesgo cardiovascular sobretodo en mujeres 

[22]. 

 

1.4. PRINCIPALES COMPONENTES DEL VINO  

La composición de las diferentes bebidas alcohólicas es diferente y, por tanto, los 

efectos benéficos probablemente también. Sirva como ejemplo la concentración 

de polifenoles del vino como resveratrol y quercetina[10] 

La composición del vino es compleja. La mayoría de sus componentes provienen 

de la uva y del proceso fermentativo. Los compuestos polifenólicos de la uva se 

encuentran en la piel, sobre todo en las células epidérmicas y en las semillas, y su 

concentración es muy baja en la pulpa. La concentración y variedad de polifenoles 

en el vino depende de numerosos factores, tales como la variedad de vid, tipo de 

vino, clima, terreno, cosecha temprana o tardía, procedimientos de prensado de la 

uva, tiempo de fermentación del mosto con la piel y las semillas, etc.[29]. 

El vino es una materia viva compleja que evoluciona cambiando sus propiedades 

y composición según diversos factores, como pueden ser la edad, la exposición al 

oxígeno, las variedades de uva, el tipo de fermentación, el tiempo y el tipo de 

madera donde se conserva, etc[20]. 
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El vino se obtiene de la uva, a través de la fermentación alcohólica que modifica 

la composición de los mostos provocando la desaparición de los azucares, glucosa 

y fructosa y la formación de alcoholes junto con productos secundarios tales como 

los polioles, el glicerol, diversos ácidos orgánicos y numerosos compuestos 

volátiles que constituyen el aroma[91]. 

La composición del vino es todavía más compleja que la del mosto, siendo difícil 

de precisar el número de constituyentes, que se eleva a varias centenas. Las 

técnicas analíticas de precisión actuales han permitido poner en evidencia 

sustancias muy a menudo en estado de concentraciones ínfimas, volátiles 

generalmente, que participan en el aroma del vino, que es de extremada 

complejidad. En la TABLA N°1 se dan los principales compuestos de los mostos 

y los vinos, asi como sus concentraciones[91]. 

TABLA N°1.- Composición del mosto y del vino 

Composición del mosto y del vino 

 Mostos (g/L) vinos(g/L) 

Agua  700 – 850  750 – 900  

Osas  140 – 250  0,1 – 2  

Polisacáridos  3 – 5  2 – 4  

Alcoholes  - 69 – 121  

Polioles  - 5 – 20  

Acidos organicos  9 – 27  3 – 20  

Polifenoles  0,5 2 – 6  

Compuestos nitrogenados 4 – 7  3 – 6  

Minerales  0,8 – 2,8  0,6 – 2,5 

Vitaminas  0,25 – 0.8  0,2 – 0,7 

     Fuente: Enologia: fundamentos científicos y Tecnologicos de Claude Flanzy. 
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La composición química del vino oscila, como es comprensible, dentro de 

amplios limites. Está influida en primer lugar por la composición de la uva, que 

depende a su vez de la variedad, del suelo, del clima, del tipo de cultivo y de su 

recolección y después por el tipo de elaboración del vino[92]. 

Los componentes del vino proceden de la uva directamente  y de la 

transformación de una parte de los compuestos de la uva durante el proceso de 

elaboración, principalmente durante las fermentaciones (alcohólica y maloláctica 

[92]. 

Los componentes mayoritarios son el agua (80-90%) y el etanol (10-16%), siendo 

este ultimo el que más condiciona el valor nutritivo del vino y el que limita 

cuantitativamente su consumo. El resto de los componentes, aun siendo 

fundamentales en la definición de la calidad del vino, o no tienen valor nutritivo 

reconocido o están en cantidades tan pequeñas [92]. 

La acidez del vino está directamente relacionada con la composición del mosto, la 

concentración de potasio y la predominancia del ácido tartárico en relación al 

ácido málico, así como también tiene participación importante en las 

características sensoriales y en la estabilidad físico-química y biológica del vino 

[24].  

El sabor ácido de un vino proviene de los ácidos orgánicos que son originarios de 

la uva, tartárico, málico y cítrico, principalmente y de aquellos que se forman 

durante la elaboración, succínico, láctico, acético, carbónico, etc. Los ácidos 

minerales se encuentran sobre todo en forma de sales, fosfatos, sulfatos, etc.  de 

cationes como el potasio, mayoritario en los vinos, sodio, calcio y magnesio. 

Desde un punto de vista nutritivo tan solo merece destacarse el contenido en 

hierro, que puede alcanzar concentraciones de 10mg/L, y el de potasio, aunque 

este se pierde en gran cantidad en forma de tartratos insolubles. El conjunto de los 

ácidos valorables representa aproximadamente un 0,5-0,8 % expresados como 

ácido tartárico. 
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Los principales compuestos fenólicos del vino con capacidad antioxidante son: 

derivados de ácidos fenólicos, ácidos cinámicos y tirosina, estíbenos y flavonoides 

[19]. Los polifenoles son en su gran mayoría potentes antioxidantes necesarios 

para el funcionamiento de las células vegetales, que se encuentran en frutas y 

verduras, principalmente en uvas, manzanas y cebollas, y en bebidas como el té y 

el vino [39]. 

La fracción fenólica del vino es muy importante ya que no solo es responsable de 

características organolépticas (sabor, color, sabor y astringencia), sino que se le 

atribuyen posibles efectos antioxidantes con interés biológico. Los compuestos 

fenólicos tienen un papel muy importante en la calidad de los vinos tintos [17]. 

La mayor parte pertenecen a la familia de los flavonoides, llegando a constituir 

hasta un 2-3 % del vino tinto, dependiendo del tipo de uvas empleadas, proceso de 

vinificación seguido, envejecimiento, etc. Esta fracción está sujeta a cambios 

profundos a lo largo del tiempo, sus componentes reaccionan con facilidad entre 

sí y con otras moléculas pudiendo formar compuestos polimerizados. Este es el 

caso de los antocianos y flavanoles (taninos condensados) que pueden reaccionar 

y formar estructuras coloreadas más estables que los antocianos sencillos. Por esta 

razón, en los vinos tintos jóvenes los antocianos representan 80-90% de los 

flavonoides totales, mientras que en un vino de varios años los antocianos libres 

han desaparecido casi por completo en beneficio de flavonoides derivados más 

complejos. En los vinos blancos y rosados la fracción fenólica es muchísimo 

menor, como consecuencia de la nula o escasa maceración de las partes sólidas 

del racimo. En los vinos envejecidos  en barricas, una parte de los compuestos 

fenólicos son taninos hidrolizables cedidos por la madera [92]. 

Los compuestos nitrogenados están en muy pequeña cantidad y sobre todo en 

forma de moléculas pequeñas ya que los péptidos y proteínas, procedentes de la 

uva o de la autolisis de las levaduras, precipitan durante el tratamiento de 

clarificación[92].  
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Además del etanol, como alcohol principal, se generan en el vino otros alcoholes 

como glicerina, metanol propanol, butanol. En el vino se encuentran numerosas 

sustancias volátiles y aromáticas en cantidades pequeñísimas y que son 

responsables del olor del vino. La mayoría pertenecen a cuatro familias químicas: 

ácidos, alcoholes, aldehídos y cetonas y esteres. En el vino se han identificado 

todas las vitaminas del grupo B, en cantidades no destacables [92]. 

 

1.4.1. Trans- resveratrol 

El trans-resveratrol (3,4’5–trans–trihidroxiestilbeno) es un polifenol no 

flavonoide perteneciente a la clase de los estilbenos y clasificado como 

fitoalexina [77]. 

El trans-resveratrol pertenece al grupo de las fitoalexinas, sustancias químicas 

de bajo peso molecular capaces de inhibir el progreso de ciertas infecciones y 

cuya acumulación en las plantas se produce por interacción de éstas con los 

microorganismos; es decir, su producción es consecuencia de un mecanismo de 

resistencia a los parásitos y otras condiciones adversas [31].La concentración 

de estilbenos en los vinos varía de acuerdo a la variedad, el origen geográfico, 

el ataque de hongos y el proceso de vinificación y conservación [69]. El 

resveratrol se encuentra presente en los vinos y varias partes de la uva, 

incluyendo la piel [70]. En la FIGURA N° 1 se muestra la estructura 

molecular del trans-resveratrol. 
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FIGURA N° 1.- Estructura molecular del trans- resveratrol 

 

1.4.1.1. Características químicas  del trans-resveratrol 

El resveratrol se encuentra ampliamente extendido en la naturaleza y se 

conocen multitud de análogos sintéticos o naturales, asi como los isómeros, 

aductos, derivados y conjugados de éstos [6]. Su estructura base consiste en la 

unión de dos anillos fenólicos por un doble enlace estireno que forman el 

3,4’,5-trihidroxiestilbeno (peso molecular: 228,25 g/mol). Este doble enlace 

es el responsable de las formas isoméricas cis y trans del resveratrol. Sin 

embargo, el isómero trans es la forma más estable desde el punto de vista 

estérico[8]. 

Combinando las técnicas de cromatografía liquida de alta resolución con 

espectrofotometría ultravioleta (HPLC/UV) es posible separar los dos 

isómeros del resveratrol  empleando metanol como solvente, ya que presentan 

distintas longitudes de onda de absorbancia  máxima: 308nm para el trans- 

resveratrol y 288 nm para el cis resveratrol [8]. Además, ambos isómeros 

pueden identificarse claramente por resonancia magnética nuclear [44]. El 

trans resveratrol es un sólido blanco con un punto de fusión de 253-255 °C, 

mientras que el cis resveratrol es un aceite. Los dos isómeros presentan una 

baja solubilidad en agua, pero son solubles en etanol y dimetilsulfoxido 

(DMSO). 
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Trela y Waterhouse estudiaron la estabilidad del resveratrol bajo diferentes 

condiciones y demostraron que el trans-resveratrol es estable meses cuando se 

protege de la luz y no se somete a pHs alcalinos. El cis resveratrol es 

extremadamente fotosensible, pero permanece estable en la oscuridad a 

temperatura ambiente durante más de un mes cuando se prepara en una 

solución de etanol al 50% en concentraciones comprendidas entre 5,3-52,8 

uM [8] 

 

1.4.1.2. Biosíntesis de trans-resveratrol 

Resveratrol, 3,4′,5-trihidroxiestilbeno es biosintetizado en varias plantas, 

especialmente como respuesta al estrés. Es particularmente bien conocido 

como componente en varios vinos rojos, pero también en algunos vinos 

blancos y otros productos de plantas [80]. 

La biosíntesis del trans-resveratrol deriva de la ruta del ácido shikimico, que 

origina los fenilpropanoides, dentro de ellos, la fenilalanina. Inicialmente 

ocurre por medio de la enzima fenilalanina amonio liasa (PAL) la 

desaminación de la fenilalanina, para producir ácido trans-cinamico, el que 

por la enzima cinamato 4 hidroxilasa (CA4H), es hidroxilado, para formar 

ácido p-cumarico [81], como se muestra en la FIGURA N° 2. 
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FIGURA N° 2. Origen  de la biosíntesis de trans-resveratrol. 

 

Por medio de la enzima 4-cumarato-CoA ligasa (4CL), el ácido p-cumarico, 

es ligado a la Coenzima A. En la siguiente secuencia, el p-cumaril-CoA es 

condensado con tres moléculas de malonil-CoA, por la enzima estilbeno 

sinteasa (STS), para formar el trans-resveratrol, como se muestra en la  

FIGURA N° 3. 
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FIGURA N° 3. Biosíntesis de trans-resveratrol. 
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1.4.1.3. Metabolismo y Biodisponibilidad del trans-resveratrol 

La biodisponibilidad y el metabolismo del resveratrol han sido ampliamente 

estudiados tanto en ratas como en humanos. Su eficacia depende de su 

absorción y metabolismo. Tras una administración oral se detectaron 

cantidades elevadas de resveratrol en heces, orina y bilis, pero también en 

plasma, riñones, hígado, estomago e intestino[32][78] que son los órganos 

donde la biodisponibilidad es mayor. Al igual que sucede con otros 

polifenoles de la dieta, el resveratrol sufre las reacciones de metabolización 

de fase II (conjugación) en el higado, que principalmente dan lugar a la 

formación de los metabolitos glucurónidos.  

[78]. No hay indicios de que el resveratrol sufra reacciones de metabolización 

de Fase I, dado que se ha localizado su estructura intacta en ciertos órganos 

[76]. 

La mayoría de los investigadores coinciden en la baja biodisponibilidad del 

resveratrol en plasma y tejidos [78][79], sin embargo, Abd El-Mohsen y 

colaboradores demostraron que el trans-resveratrol fue la forma mayoritaria 

en hígado, pulmones, corazón y cerebro tras una administración oral [2]. 

Cabria esperar que una dieta rica en grasas favoreciese la absorción y la 

biodisponibilidad del resveratrol, ya que se trata de un compuesto lipofilico. 

Sin embargo, Vitaglione y colaboradores demostraron que la absorción  del 

resveratrol contenido en el vino administrado por vía oral en humanos es 

independiente del contenido de lípidos en la dieta [75]. 

 

 

 

 

 



 

20 
 

1.4.1.4. Efecto quimio-protector 

Estudios muestran que el polifenol resveratrol bloquea el proceso de necrosis 

tumoral del factor alpha (TNF-alpha) pre-mRNA en madurar a mRNA se 

sugiere que podría ser el resveratrol el que disminuye los niveles de pro-

citoquinas inflamatorias in vivo y reduce reacciones inflamatorias en cierta 

enfermedades inflamatorias [36]. 

El trans-resveratrol presenta propiedades antioxidantes, está relacionado con 

la prevención de enfermedades cardiovasculares, oxidación de LDL, ciertas 

enfermedades cancerígenas, longevidad. El piceido es un glicosido derivado 

del resveratrol con propiedades semejantes en la inhibición de la oxidación de 

LDL y agregación plaquetaria [31]. 

El trans-resveratrol tiene la capacidad de inhibir lípidos[72].  Los estilbenos 

muestran un amplio espectro de actividad antioxidante y antiinflamatoria 

[47]. El trans-resveratrol confiere una actividad neuroprotectora en vivo a 

través de la via SIRT1-UCP2 similar al IPC [16]. Sir2 e insulin/IGF-1 son las 

vías principales que inciden sobre el envejecimiento en organismos inferiores. 

Mostramos que SIRT1 regula positivamente la insulina en la secreción de las 

células beta pancreáticas [7]. 

El trans-resveratrol desempeña un papel cardioprotector en enfermedades 

asociada con el estrés oxidativo, protege contra DOX inducida (estrés 

oxidativo) a través de cambios en la función mitocondrial, específicamente la 

Sirt1 camino que lleva a la célula cardíaca de supervivencia [39]. 

La cardioprotección se muestra por reducción del tamaño del infarto y 

cardiomiocitos [71]. 
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Se dice que el resveratrol es una droga milagrosa verdadera, que ayuda a 

prevenir la diabetes, la obesidad, y síndrome metabólico 

El resveratrol puede abrir un nuevo horizonte de investigación, ya que el  

trans-resveratrol aumenta la longevidad a través de SirT1, que se activa con 

NAD suministrado por una enzima anti-envejecimiento PBEF. SirT1 

interactúa con un factor anti- transcripción de envejecimiento[71][37].  

El trans-resveratrol inhibe la expresión y la actividad del canal ionico 

Na(+)/H(+)(NHE-1), el cual está asociado a la carcinogénesis [36].  

En un estudio el diario tratamiento oral de resveratrol (5 mg/kg de peso 

corporal peso) a ratas diabéticas durante 30 días demostraron una 

disminución significativa en la glucosa en sangre y la hemoglobina 

glucosilada y una disminución significativa en el aumento los niveles 

plasmáticos de insulina. Además, la administración del resveratrol a ratas 

diabéticas mejoró el contenido de glucógeno hepático que sugiere el  

potencial de antihiperglicemia del resveratrol en ratas diabéticas [56]. 

Los efectos de la administración a largo plazo de resveratrol en un estudio 

realizado demostraron que ratas obesas Zucker, con síndrome metabólico, con 

altas concentraciones de triglicéridos, colesterol total, ácidos libres, insulina y 

leptina en plasma, se redujeron en ratas obesas que recibieron la 

administración de resveratrol [58]. 
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1.5. METODOLOGÍAS PARA LA DETERMINACIÓN DE TRANS-

RESVERATROL 

La determinación de trans-resveratrol usualmente es realizada por una extracción 

líquido/líquido, seguida de una rota-evaporación, hasta la obtención de un residuo 

sólido [68][46][4][40][33]. Por una disolución, los extractos pueden ser 

analizados por cromatografía liquida [1][46][45-74], espectrometría de resonancia 

magnética nuclear [4] y espectroscopia en la región IR [54]. 

Algunos artículos han sido publicados validando el contenido de trans-resveratrol 

en vinos producidos por diferentes variedades de uvas [26][61][14][50][48][60]. 

Hay referencias de estudios realizados para la determinación de trans-resveratrol 

en vinos, en dichas metodologías se realizan extracciones en fase solida para 

purificar  extracciones anteriores o muestras, obteniéndose óptimos 

resultados[62][82][38][11][53], en algunas otras metodologías se describen 

procedimientos de inyecciones directas de las muestras, para el caso de 

determinarse el trans-resveratrol por cromatografía liquida de alta resolución[65] 

[51][21][35] [55] y también se describen procedimientos de extracción liquido/ 

liquido [49][3][52]. 

 

1.6. CROMATOGRAFÍA LÍQUIDA DE ALTA RESOLUCIÓN  

Cromatografía liquida de alta resolución es una de las técnicas analíticas más 

extensamente usada en la industria. Es usada para separar y analizar componentes 

a través de la transferencia de masa del analito entre la fase estacionaria y fase 

móvil.  

La técnica de Cromatografía liquida de alta resolución, utiliza una fase móvil 

liquida para separar los componentes de la mezcla. Los componentes primero son 

disueltos por si mismos en un solvente forzado a fluir (vía la fase móvil) a través 
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 Componentes de la fase móvil 

 Componentes de la fase estacionaria 

 Temperatura  

Por otra parte, los valores de N dependen de las condiciones de la columna: 

 Velocidad de flujo 

 Longitud de columna 

 Tamaño de partícula 

 

A. Variabilidad de la retención (k0) 

La influencia de la fuerza del disolvente es muy importante: mientras que 

los disolventes fuertes disminuyen la retención, los disolventes débiles 

ayudan a la retención. Para formar la fase móvil se utilizará como mínimo 

una mezcla de dos disolventes (A y B) siendo la fuerza de B mayor que la 

de A. 

 No solo hay que tener en cuenta la fuerza del disolvente con respecto a su 

influencia sobre %B sino que también tiene su importancia el tipo de 

disolvente utilizado. Los disolventes más uti- lizados son el acetonitrilo, el 

metanol y el tetrahidrofurano (THF). Entre ellos la sucesión en función de 

su fuerza es la siguiente: 

Agua (el más débil) <metanol <acetonitrilo <etanol <tetrahidrofurano 

<propanol <cloruro de metileno (el más fuerte) 

 

B. Variabilidad de la selectividad 

Una vez de que hemos fijado la elución de los analitos en el intervalo k0 

hay que adecuar la separación entre los picos con el fin de obtener una 
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elución lo más selectiva posible. Eso conlleva la optimización de α lo que, 

como antes se ha dicho, se puede llevar a cabo por medio de cambios en la 

fase móvil, el empaquetamiento de la columna y/o la temperatura. De las 

opciones anteriormente citadas el cambio en la fase móvil es la que parece 

más simple y esto se puede llevar a cabo de dos formas: cambiando la 

fuerza del disolvente y cambiando el tipo de disolvente 

En cuanto a las características de la fase móvil, una de las que tienen más 

importancia es la polaridad. Por medio de la polaridad se pueden predecir 

las interacciones que los analitos pueden tener con la fase móvil, el 

disolvente y/o la fase estacionaria. Es decir, cuando se aumenta la 

polaridad las interacciones son más fuertes. 

 

C. Eficacia de la columna 

Las columnas para HPLC son tubos de acero inoxidable o plástico que 

poseen una longitud de 5-30 cm y un diámetro interno de 1-5 mm. La 

tendencia de hoy en día es utilizar columnas cada vez más pequeñas (3-5 

cm) y de diámetro interno también cada vez más pequeño (1-2 mm) para 

de esta forma hacer los tiempos de análisis más cortos. Las columnas 

capilares (diámetros internos de 180-30 µm) están obteniendo cada vez 

más fama puesto que reducen el tiempo de análisis y ahorran disolvente. 

La columnas son caras y con el material particulado (suciedad) del 

disolvente o la muestra se pueden degradar fácilmente. En consecuencia, 

por delante de la columna se coloca una precolumna o una columna 

pequeña de protección. La precolumna es una columna corta del mismo 

material que la columna analítica. Puesto que los solutos y partículas finas 

quedan totalmente pegados, esa precolumna habrá que cambiarla 

frecuentemente. Los soportes de las fases estacionarias de la HPLC son 

partículas de sílice. En el mercado se pueden encontrar sílices de distinto 
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tamaño de partícula, distinta superficie externa y distinto tamaño de poro. 

Las partículas pueden ser esféricas o irregulares. Las columnas llenas de 

partículas irregulares tienen una menor eficacia pero son más baratas y se 

utilizan en cromatografías de pretratamiento. Puesto que por encima de 

valores de pH = 8 la sílice es soluble en agua, no se puede trabajar por 

encima de ese pH. Ya hay algunos tipos de sílice aptos para ser utilizados 

en el intervalo de pH 9-10 y para cromatografiar compuestos básicos en el 

intervalo de pH 8-12 utilizando soportes poliméricos del tipo del 

poliestireno. En función de la fase estacionaria, la cromatografía de 

líquidos se puede clasificar, entre otras, en cromatografía de adsorción, de 

intercambio de iones, de exclusión por tamaño de partícula y 

cromatografía de afinidad. 

 

D. Características de la fase estacionaria  

El empaquetamiento de la columna tiene su efecto directo en la separación 

entre los picos. De todas formas, no es muy conveniente mezclar 

empaquetamientos diferentes en la misma columna aunque se puedan unir 

unos con otros. En consecuencia, el cambio de la columna trae un cambio 

simultaneo de la selectividad a diferencia del cambio de la fase móvil. Ese 

acontecimiento es el que limita la habilidad de la columna para ajustar la 

separación de muchos componentes. En consecuencia, el cambiar la 

columna acarrea un readecuamiento de la fase móvil para poder llevar a 

cabo la separación. 

La mayoría de las columnas de la HPLC tienen una fase estacionaria 

enlazada, es decir, superficies de partículas de sílica con capas orgánicas 

de revestimiento unidas por enlaces covalentes.  
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E. Influencia de la eficacia de la columna 

Una vez de que se han ajustado las variables analizadas en los apartados 

anteriores cabe esperar que se obtenga una separación adecuada. De todas 

formas, como ha quedado demostrado en la ecuación si se aumenta N, 

manteniendo α y k0 constantes aumenta la resolución de los compuestos. 

En consecuencia, una vez ajustados α y k0 se puede pensar en ajustar el 

valor de N bien para aumenta la resolución o si ésta fuera muy grande (Rs 

> >2) para acortar los tiempo de elución de la separación. Igualmente, se 

producirá un aumento del número de platos teóricos en las siguientes 

condiciones: 

 Con un empaquetamiento adecuado de la columna  

 Con columnas más largas 

 Con flujos bajos (no demasiado bajos) 

 Con empaquetamientos de partículas más pequeñas 

 Minimizando cualquier efecto exterior sobre la columa 

 

El tamaño de partícula normal para la HPLC es de 3-20 µm. Al disminuir 

el tamaño de partícula los picos son más estrechos y la resolución 

aumenta. Al disminuir el tamaño de partícula, disminuye la altura de los 

platos aunque se aumente el flujo 

 

F. Efecto de la temperatura 

Calentando las columnas cromatográficas, en general, disminuye la 

viscosidad del disolvente y las presiones necesarias para conseguir flujos 

más rápidos son menores. Al aumentar la temperatura, disminuyen los 

tiempos de retención y se mejora la resolución puesto que aumenta la 



 

28 
 

velocidad de difusión del soluto. Por contra, el aumento de la temperatura 

puede disminuir la vida de la columna. Si no se controla, la temperatura 

puede cambiar con las condiciones del medio. Manteniendo el horno a una 

temperatura un grado superior a la del ambiente se puede mejorar la 

repetitividad de los tiempos de retención así como la exactitud del análisis 

cuantitativo. 

Es conocido que si se aumenta 1 °C de la temperatura la retención (k0) 

disminuye en 1 o 2 %. Los cambios en el factor de capacidad pueden tener 

también su efecto en la selectividad, por lo que la temperatura es un factor 

a tener en cuenta para ajustar la resolución y la separación. Tomar la 

temperatura como variable influyente tiene una consecuencia directa: es 

muy fácil de controlar y no implica cambiar la columna y la fase móvil. 

 

1.6.2. Instrumentación  

La instrumentación de la HPLC se puede decir que es flexible. Como se puede 

ver en la FIGURA N° 4, cada elemento puede tener un origen distinto y 

después de ensamblarlos todos se puede llegar a una situación adecuada para 

la separación. Como elementos físicos obligatorios, entre otros, están: bomba, 

portal de inyección, columna y detector. Además de éstos, impregnando la 

muestra y los analitos, está la fase móvil 
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FIGURA N° 4. Esquema de un cromatógrafo de líquidos de alta resolución. 

 

A. Fase móvil  

Puesto que la fase móvil es una variable que influye en el reparto de los 

compuestos, su elección es un factor importante. De todas formas, la 

elección está limitada a la columna. La distinción mas importante se da 

entre las cromatografías de fase normal e reversa. Mientras que en la 

cromatografía de fase normal los disolventes utilizados son los apolares 

hexano o iso-octano, en la de fase reversa es típica la utilización de 

disolventes polares como el agua, el acetonitrilo y el etanol. 

En los sistemas de HPLC se puede trabajar de manera isocrática o en 

gradiente. En la forma isocrática, la composición de la fase móvil 

permanece constante a lo largo de todo el análisis. Cuando se trabaja en 

gradiente, la composición de la fase móvil es variada poco a poco a lo 

largo del análisis. La razón por la que se trabaja en gradiente es porque se 

mejora la resolución y se reduce el tiempo de análisis. 

A la hora de trabajar con la fase móvil, hay que tener en cuenta las 

siguientes normas: 

 Utilización de reactivos de alta pureza, las impurezas pueden provocar 
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un aumento de la línea base 

 La fase móvil no debe de tener partículas 

 Se debe eliminar el aire de disuelto de la fase móvil  

 Los compuestos volátiles de la fase móvil o solventes, pueden 

evaporase, por ello las botellas deben estar cerradas. 

 La muestra a analizar debe disolverse en la fase móvil 

 La fase móvil no debe reaccionar con la fase estacionaria 

 No deben dejarse secar los solventes para HPLC ni la fase móvil. 

 

B. Bombas 

Como consecuencia del pequeño tamaño de las partículas de la fase 

estacionaria, para conseguir un flujo adecuado de la fase móvil hay que 

trabajar a altas presiones y para obtener dichas presiones es necesario usar 

bombas. Las bombas para la HPLC han de tener las siguientes 

características: 

 Al igual que la fase móvil deberán ser inertes respecto a disolventes 

utilizados. 

 Han de poder obtenerse flujos sin pulsos del orden de 0.1-10mL/min. 

 Han de poder crear presiones por encima de 6000psi 

 

C. Sistemas de inyección 

El mecanismo usado para introducir las muestras en la columna suele ser 

el paso que limita el carácter repetitivo de las medidas. Con el fin de que la 

columna no se sature, los volúmenes que a inyectar han de ser pequeños y 

al introducirlos en la columna el sistema no ha de perder presión. De todas 

formas, este sistema está limitado a presiones máximas de 1500 psi. 

En sistema más utilizado en HPLC son las válvulas de inyección que 

poseen bucles de volumen conocido. 
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En la posición de llenado la fase  móvil pasa directamente a la columna y 

la muestra se introduce en el bucle de inyección con la ayuda de una 

microjeringa. Una vez de que el bucle está lleno la válvula gira a la 

posición de inyección y la fase móvil impulsa la muestra hacia la columna. 

La desventaja que presenta este sistema se basa en el hecho de que la 

exactitud de esta inyección se puede alterar con el tamaño del bucle. Los 

equipos que contienen sistemas de inyección automáticos miden el 

volumen a través de microjeringas y no a través de bucles. De este modo, 

en distintas inyecciones pueden entrar masas de analito distintas sin tener 

que cambiar la concentración del estándar 

 

D. Detectores 

El detector ultravioleta (UV) es muy corriente y se puede usar para el 

análisis de muchos compuestos orgánicos. Los analitos que absorben en la 

zona UV cuando salen de la columna e interfieren en la trayectoria de la 

luz, absorben la radiación UV y el detector mide la reducción de la señal. 

La capacidad que tienen los analitos de absorber tanto en el visible como 

en el ultravioleta depende de sus grupos cromóforos. De esta forma, el 

detector UV se utiliza bastante si los compuestos poseen en su estructura 

grupos tiol, carbonilo, amina, etilen, acetilen, nitrilo, sulfona, yodo así 

como heterociclos cromóforos. 

Hay distintos tipos de detectores UV. Algunos de ellos solo miden en una 

única y determinada longitud de onda (en muchos casos 254 nm). Otros 

miden también a una longitud de onda determinada pero esta longitud de 

onda se puede elegir en un rango amplio (190-800 nm). Puesto que en 

estos detectores se puede llevar a cabo la elección de la longitud de onda, 

se puede mejorar la sensibilidad respecto a cada compuesto, ya que se 

puede elegir la longitud de onda más adecuada. 
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El detector de fila (matriz) de diodos puede medir en todo el espectro de 

longitud de ondas al mismo tiempo y el usuario puede determinar 

absorciones concretas a longitudes de ondas diferentes. 

A la hora de elegir las longitudes de onda para llevar a cabo medidas con 

el detector UV, se pude encontrar en bibliografía la longitud de onda 

correspondiente a la máxima absorción de cada cromóforo. Otra 

posibilidad es obtener de forma preliminar el espectro de absorción de los 

distintos analitos [84][85][87].  

 

1.7. VALIDACIÓN ANALÍTICA 

La validación de un procedimiento analítico es el proceso que establece, mediante 

estudios en laboratorio, que las características de desempeño del procedimiento 

cumplen los requisitos para las aplicaciones analíticas previstas [89].  

 

1.7.1. Linealidad  

La linealidad de un procedimiento analítico es su capacidad para obtener  una 

transformación matematica bien definida, a la concentración de analito en 

muestras en un intervalo dado. En ésta sección la “linealidad” se refiere a la 

linealidad de la relación entre la concentración y la medida de valoración. 

La linealidad debe establecerse en el intervalo completo del procedimiento 

analítico. Debería establecerse inicialmente mediante examen visual de un 

grafico de señales como función de concentración de analito del contenido. Si 

parece existir una relación lineal, los resultados de la prueba deberían 

establecerse mediante métodos estadísticos adecuados (por ejemplo mediante 

el cálculo de una línea de regresión por el método de los mínimos cuadrados). 

Los datos obtenidos a partir de la línea de regresión pueden ser útiles para 
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proporcionar estimaciones matemáticas del grado de linealidad. Se deberían 

presentar el coeficiente de correlación, la intersección con el eje de ordenadas, 

la pendiente de la línea de regresión y la suma de los cuadrados residuales. 

La ICH recomienda que, para establecer la linealidad, se utilicen normalmente 

un mínimo de cinco concentraciones[89]. 

 

1.7.2. Exactitud  

La exactitud de un procedimiento análitico es la proximidad entre los 

resultados de la prueba obtenidos mediante ese procedimiento y el valor 

verdadero. La exactitud de un procedimiento analítico debe establecerse en 

todo su intervalo. 

En la valoración de un fármaco en un producto formulado, la exactitud puede 

determinarse mediante la aplicación del procedimiento analítico a mezclas 

sinteticas de los componentes del producto farmacéutico al que se hayan 

añadido cantidades conocidas de analito dentro del intervalo del procedimiento. 

Si no resulta posible obtener muestras de todos los componentes del producto 

farmacéutico, se puede aceptar tanto el agregado de cantidades conocidas de 

analito al producto farmacéutico, como la comparación de los resultados con 

los de un segundo procedimiento bien caracterizado, cuya exactitud haya sido 

comprobada o definida.  

Los documentos de la ICH recomiendan que se evalúe la exactitud utilizando 

un mínimo de nueve determinaciones sobre un mínimo de nueve 

determinaciones sobre un mínimo de tres niveles de concentración. 

La exactitud se calcula  como el porcentaje de recuperación de la cantidad 

valorada con respecto a la cantidad conocida de analito añadida a la 

muestra[89]. 



 

34 
 

1.7.3. Precisión 

La precisión de un procedimiento analítico es el grado de concordancia entre 

los resultados de las pruebas individuales cuando se aplica el procedimiento 

repetidamente a múltiples muestreos de una muestra homogénea. La precisión 

de un procedimiento analítico habitualemnte se expresa como la desviación 

estándar o la desviación estándar relativa de una serie de mediciones. La 

precisión puede ser una medida del grado de reproducibilidad o repetibilidad 

del procedimiento análitico en condiciones normales de operación. En éste 

contexto la reproducibilidad se refiere al uso del procedimiento análitico en 

diferentes laboratorios. La repetibilidad se refiere a la utilización del 

procedimiento análitico en un laboratorio  durante un periodo de tiempo corto 

realizado por el mismo analista con el mismo equipo. 

La precisión de un procedimiento analítico se determina mediante el análisis de 

un número suficiente de alícuotas de una muestra homógenea que permita 

calcular estadísticamente estimaciones válidas de la desviación estándar o de la 

desviación estándar relativa. 

Los documentos ICH recomiendan que se evalúe la repetibilidad utilizando un 

mínimo de nueve determinaciones que cubran el intervalo especificado para el 

procedimiento ( es decir, tres concentraciones y tres determinaciones repetidas 

de cada concentración, o un mínimo de seis repeticiones al 100% de la 

concentración de prueba) [89]. 

 

1.7.4. Limite de detección 

El límite de detección es una característica de las pruebas de límite. Es la 

cantidad mínima de analito en una muestra que puede detectarse, aunque no 

necesariamente cuantificarse, en las condiciones experimentales indicadas. Las 
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pruebas d límite simplemente comprueban que la cantidad de analito se 

encuentra por encima o por debajo de un nivel determinado. El límite de 

detección se expresa habitualmente en forma de concentración analito en la 

muestra. 

En el caso de procedimientos analíticos instrumentales que presentan ruido de 

fondo, los documentos de ICH describen un enfoque usual, que consiste en 

comparar las señales medidas a partir de muestras con bajas concentraciones de 

analito con las muestras blanco. Se establece la concentración mínima a la que 

puede detectarse confiablemente un analito. Las relaciones señal-ruido 

habitualmente  aceptables son de 2:1 ó 3:1. Otros enfoques dependen de la 

determinación de la pendiente de la curva de calibración y la desviación 

estándar de la respuesta[89]. 

1.7.5. Limite de cuantificación 

El límite de cuantificación es una característica de las valoraciones 

cuantitativas de compuestos que se encuentran en baja concentración en la 

matriz de una muestra. Es la mínima cantidad de analito en una muestra que se 

puede determinar con precisión y exactitud aceptables en las condiciones 

experimentales indicadas. El límite de cuantificación se expresa habitualmente 

en forma de concentración de analito en la muestra. 

En el caso de procedimientos analíticos instrumentales, que presenten ruido de 

fondo, los documentos ICH describen un enfoque común, que consiste en 

comparar señales medidas a partir de muestras con bajas concentraciones 

conocidas de analito con las de muestras blanco. Se establece la concentración 

mínima a la que puede cuantificarse confiablemente  un analito. Una relación 

señal-ruido habitualmente aceptable es de 10:1. Otros enfoques dependen de la 

determinación de la pendiente de la curva de calibración y la desviación 

estándar de las respuestas [89]. 
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2.1. AMBIENTE UTILIZADO 

Laboratorio de Investigación Docente “Proyecto Mercurio¨” de la Universidad 

Católica De Santa María. 

 

2.2. MATERIALES 

2.2.1. Muestras 

Las ocho muestras de vinos tinto borgoña fueron obtenidas, en supermercados 

Tottus, todos de marcas nacionales. En la TABLA N° 2. se asigna un código a 

cada muestra de vino, en la misma se menciona la marca, el año y el lote, para 

la identificación de cada vino. 

 

TABLA N°2.- Identificación codificada de muestras de vinos analizados 

MUESTRA MARCA AÑO LOTE 

M-01 Santiago Queirolo 2012 LT-A06-0-020712 

M-02 Quenta 2011 LT:V550011111 

M-03 Hacienda del abuelo 2012 VB1202 

M-04 Reinoso 2010 01B6010 

M-05 Tabernero 2012 0080512 

M-06 Majes tradición 2012 L2F:07-12 

M-07 Paz soldán 2012 01505 

M-08 Viña vieja 2010 V02010 

                                          FUENTE: Elaboración propia  
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2.2.2. Equipos  

 Cromatografo en fase liquida de alta resolución (HPLC) LaChrom (Merck 

Hitachi) dotado de un detector ultravioleta-visible de absorbancia modelo 

L-7400, una bomba L-7100, un inyector manual Rheodyne con un bucle 

de 20 microlitros. Para el almacenado y evaluación de datos se uso como 

base de datos se uso como software EZChrom Elite Client/Server y un 

ordenador personal.  

 Purificador de agua: Easy pure II – RF Ultra pure water system, con una 

conductividad de 18 MΩ 

 Balanza analítica Pioneer OHAUS, con una máxima capacidad: 210g y 

sensibilidad: 0,0001g 

 Baño ultrasónico: BRANSONIC modelo 2510E-DTH 

 Agitador Vortex Mini 230V, modelo N° 945301 

 Potenciómetro Metrohm 827 pH Lab 

 

2.2.3. Reactivos 

Reactivos puros para análisis cromatográfico HPLC: 

 Estandar trans-resveratrol con una pureza de 99% (Sigma) 

 Metanol grado HPLC (Merck) 

 Acetonitrilo grado HPLC (Merck) 

 Etanol (Merck) 

 Acido orto-fosfórico (Merck) 

 Agua ultrapura  
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2.2.4. Materiales de laboratorio 

 Equipo de filtración de fase móvil, compuesto de: 

 Matraz de 1000mL 

 Embudo de 250mL 

 Pinza de Aluminio 

 Cuerpo para placa porosa con Oliva de plástico 

 Pipetas volumétricas de 5ml  

 Pipetas volumetircas de 10mL 

 Micropipeta de 250 uL 

 Micropipeta de 100uL 

 Botella de vidrio de 1000mL 

 Fiolas de 5mL y 10mL 

 Filtro de jeringa Anotop Whatman 0.45 um  

 Filtro de membrana Whatman de 0.22um de tamaño de poro 

 Cartuchos de Extracción en Fase Solida (SPE) LiChrolut RP-18 (40-63um)  

 Dos pre-columnas Chromolith Performance RP-18e 100-4.6 nm. 

 

2.3. MÉTODO 

Para hallar los niveles de trans-resveratrol, en vinos tinto borgoña peruanos fue 

necesario realizar: 

 Optimización de condiciones cromatográficas 

 Validación de técnica analítica 

 Determinación cuantitativa de trans-resveratrol por HPLC. 

Así también se estableció la forma de reúso de los cartuchos para SPE. 
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2.3.1. Optimización de condiciones cromatográficas  

Inicialmente la pre-columna Chromolith Performance RP-18e 100-4.6 nm fue 

equilibrada con Metanol–Acido Acetico–Agua (10:2:88, v/v) por 10 minutos, a 

una longitud de onda de 280nm y a un flujo de 2,0 ml/min. Se utilizaron 

solventes A y B, los que estuvieron compuestos de la siguiente forma: 

Solvente A: Metanol–Acido Acetico–Agua (10:2:88, v/v) 

Solvente B: Metanol–Acido Acetico–Agua (90:2:8, v/v) 

 

 El trans-resveratrol fue eluido con una gradiente linear de tres etapas detalladas 

a continuación: 

 100 a 85% de solvente A en 15 minutos 

   85 a 50% de solvente A en 10 minutos 

   50 a 30% de solvente A en  9 minutos  

Con un tiempo de corrida de 35 minutos, no se observó la señal del estándar 

trans-resveratrol a una concentración de 4,5 mg/L. al inyectar al equipo la 

extracción del estándar de trans-resveatrol a una concentración de 50 mg/L, sí se 

observó como señal, el pico cromatográfico, el cual se hacía visible a los 12 

minutos. Al inyectarse la extracción de una muestra de vino tinto borgoña, se 

visualizó el pico cromatográfico de trans-resveratrol a los 12 minutos, el cual no 

podía ser integrado, por encontrarse ligado a los primeros interferentes naturales 

en una muestra de vino, por lo que sería necesario  separar dicho pico de tales 

interferentes. 

Con la intención de lograr una optima integración y cuantificación del pico 

cromatográfico, se procedió a cambiar ciertos parámetros. La gradiente linear 

continuo siendo la misma, el flujo se redujo a 1,0ml/min, pero sin obtener 

mejores resultados, se procedió a incorporar una pre-columna a la que ya se 
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estaba usando, es decir, se usaron dos pre-columnas a falta de una columna de 

mayor longitud, este procedimiento se estableció al ver que el pico de trans-

resveratrol en la muestra de vino, precisaba ser separado de los primeros 

interferentes naturales en una muestra de vino. De igual manera no se 

consiguieron los resultados esperados y óptimos.  

Se procedió a cambiar los parámetros inicialmente detallados, la cuantificación 

del compuesto trans-resveratrol fue realizado con una elución isocratica, las pre-

columnas unidas, se equilibraron por un periodo de 15 minutos usando:  

 Agua pH 3:Acetonitrilo (75:25) 

Con una longitud de onda de 310 nm,  un flujo de 1,5 ml/min y con un tiempo de 

corrida de 25 minutos se observó, gran mejoría del cromatograma, tanto del 

estándar a una concentración de 4,5 mg/L y sobretodo de la muestra de vino, en 

la que se había logrado separar el pico de trans-resveratrol de los primeros 

interferentes; aunque el tiempo de separación entre los primeros interferentes y 

el trans-resveratrol era muy corto, no permitía que el pico de trans-resveratrol 

estuviera en la línea base del cromatograma. 

Con la intención de poder lograr que el pico de trans-resveratrol de la muestra de 

vino esté en la línea base del cromatograma, se disminuyó el flujo a 1,0 ml/min, 

con dicho cambio se consiguieron mejores resultados.  

Posteriormente se realizaron modificaciones en la proporción de la fase móvil, 

llegando a un mejor resultado con la siguiente proporción:  

 Agua pH 3:Acetonitrilo (70:30) 

Con una longitud de onda de 310 nm, un flujo de 0,7 ml/min y con un tiempo de 

corrida de 20 minutos se observo  el pico de trans-resveratrol en la muestra de 

vino perfilado, separado de los primeros interferentes de la muestra de vino y en 

la línea base como se muestra en la FIGURA N° 5.  
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Manteniéndose como fase estacionaria, las dos pre-columnas unidas, como se 

presenta en la FIGURA N°  6. 

El pico de trans-resveratrol del estándar y la muestra de vino se evidenció a los  

7,5 min. Definiéndose como tiempo de corrida para el estándar de trans-

resveratrol 10 minutos y para la muestra 20 min.  

Con el procedimiento anterior señalado, se definieron las condiciones 

cromatográficas para la cuantificación de trans-resveratrol como se muestra en la 

TABLA N° 3 y 4.  

TABLA N° 3.- Proporción de fase móvil 

 

                                                     FUENTE: Elaboración propia 

 *El ajuste del agua a pH: 3, se realizo con acido orto-fosfórico,  

TABLA N° 4.- Condiciones cromatográficas establecidas 

PARÁMETROS  ESTÁNDAR MUESTRA 

Fase estacionaria: Dos pre-columnas Dos pre-columnas 

Tiempo de estabilización 25min 25min 

Flujo: 0,7ml/min 0,7ml/min 

Longitud de onda: 310nm 310nm 

Tiempo de corrida: 10min 20min 

                                              FUENTE: Elaboración propia 

PROPORCIÓN FASE MÓVIL (V/V) 

Acetonitrilo Agua pH:3* 

30 70 
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FIGURA N° 5.-Pico de trans- resveratrol, con condiciones 

cromatográficas definidas 
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FIGURA N°6.-Condiciones cromatográficas aplicadas 
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2.3.2. Validación de la técnica analítica 

2.3.2.1. Linealidad  

La linealidad del método se evaluó preparando como mínimo tres curvas de 

calibración con el estándar de trans-resveratrol con una pureza de 99%, en  

cinco niveles de concentración del analito, en el rango de trabajo de 0,5 mg/L 

a 4,5 mg/L, partiendo de una solución stock de 1000ppm como 

concentración. 

Se prepararon tres curvas de calibración para evaluar los estimadores de 

regresión  (coeficiente de regresión lineal, pendiente e intercepto de las tres 

curvas de calibración), en un intervalo de confianza de 95%.  

Se realizaron tres extracciones cada una de 5 mL en cartuchos para SPE, de 

cada una de las disoluciones patrón, para después ser inyectadas al equipo 

para la obtención de las áreas correspondientes a cada disolución patrón. 

 

2.3.2.2. Exactitud 

Inicialmente se realizaron tres extracciones, cada una de 5 mL de la misma 

muestra de vino (M-06) mediante cartuchos para SPE, para posteriormente 

ser inyectada al equipo y obtener las áreas correspondientes a cada muestra. A 

ésta muestra se le llamo “muestra sin fortificar”. 

Se realizaron tres extracciones, cada una de 5mL de la misma muestra de vino 

(M-06) mediante cartuchos para SPE. A los 5mL de vino se le añadió 1,63 

mg/L  y 2, 26 mg/L de la solución stock, que correspondía a 8uL y 11,1 ul 

respectivamente, dicha adición se realizó antes de operarse la extracción, 

posteriormente de igual forma las muestras fueron inyectadas al equipo para 
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obtener las áreas correspondientes de cada muestra. Las muestra que fueron 

enriquecidas con la solución stock, se les llamó “muestras fortificadas”. 

2.3.2.1. Precisión  

Se realizaron seis extracciones mediante cartuchos para SPE al cien por 

ciento de la concentración  de una muestra de vino (M-06), para evaluar la 

repetibilidad del método. Se utilizó el mismo procedimiento analítico, el 

mismo analista y el mismo equipo. 

 

2.3.2.3. Limite de detección  

El límite de detección para el método utilizado, dependió de la determinación 

de la pendiente de la curva de calibración y la desviación estándar de las 

respuestas. 

 

2.3.2.4. Limite de cuantificación 

El límite de cuantificación para el método utilizado, dependió de la 

determinación de la pendiente de la curva de calibración y la desviación 

estándar de las respuestas.  

 

2.3.3. Determinación cuantitativa de trans-resveratrol por HPLC 

2.3.3.1. Elaboración de la curva de calibración  

Para la cuantificación del trans-resveratrol, se construyó la curva de 

calibración con el estándar trans-resveratrol, en las concentraciones de 0,5; 

1,5; 2,5; 3,5; y 4,5 mg/L, a partir de una solución stock de 1000 mg/L. 
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El intervalo de la curva de calibración se dio en función de la medida de 

trans-resveratrol realizada en vinos algunos vinos peruanos en un previo 

estudio [37]. 

La solución stock se preparó, pesando 10,30 mg de estándar de trans-

resveratrol en una fiola de 10 mL, usando metanol como disolvente [83], 

obteniendo 1000 mg/L como concentración. 

La preparación del estándar, debe ser lo más similar posible a la muestra, 

siendo así, se prepararon 25mL de disolución patrón para las concentraciones 

de 1,5; 2,5; 3,5; y 4,5 mg/L siguiéndose el siguiente procedimiento: 

 Se tomo cierta cantidad en microlitros de solución stock, equivalente a 

la concentración requerida, como se muestra en la TABLA N°5 

 

TABLA N°5.- concentración de disoluciones patrón en mg/L 

equivalente a ul. 

Solución stock (uL) Concentración mg/L 

12,3 0,5 

36,8 1,5 

61,3 2,5 

85,9 3,5 

110,3 4,5 

                               FUENTE: Elaboración propia 

 

 Se añadió 11% de etanol. 

 Se  enrasó con agua a un volumen de 25 mL. 

Después de haberse preparado las disoluciones patrón para los cinco niveles 

de concentración, se realizó la extracción mediante cartuchos para SPE, dicho 

procedimiento, como se muestra en la FIGURA N° 7  de extracción es 

detallado a continuación: 
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 Acondicionamiento del Cartucho para SPE, con 4 mL de Metanol y 4 

mL de agua ultra pura. 

 Se tomó una alícuota de 5 mL de la disolución patrón preparada 

anteriormente, tomando la precaución de forrar el cartucho con papel 

aluminio, para proteger la disolución patrón de la luz.. (Se usó un 

cartucho de SPE para cada solución de estándar). 

 El cartucho es secado con aire comprimido 

 Se añadió 5 mL de Metanol y se recepciono dicho volumen en una fiola 

de  5 mL.  

 Posteriormente la fiola de 5 mL que contiene la extracción del estándar 

es agitada en un agitador Vortex. 

 El volumen de 5 mL fue filtrado por un filtro de jeringa anotop de 0,45 

um, para después realizar las inyecciones por triplicado al equipo 

HPLC  y obtenerse las respectivas áreas.  

 

 

FIGURA N° 7. Procedimiento de SPE para curva de calibración. 
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Se hizo también el cálculo respectivo para hallar la concentración verdadera 

de cada nivel de concentración que conforma la curva de calibración. En la  

TABLA N° 6. se presenta, las concentraciones finales de cada nivel de la 

curva de calibración, llegándose al mismo mediante la concentración de la 

solución stock, que fue hallada, por el peso del estándar, la pureza del mismo 

y la dilución en la que se llevo a cabo. 

  TABLA N° 6. Concentraciones para Curva de Calibración. 

 CONCENTRACION 

SOLUCION 

STOCK 

 

10,30mg
0,01L

1030mg
L

x
99%
100%

1019,70	mg L⁄  

 

 

 

 

 

DILUCIONES 

PARA  

CURVA DE 

CALIBRACION

 

1019,70mg
L

x
0,0000123L
0.025L

0,5017mg L⁄  

 

1019,70mg
L

x
0,0000368L
0.025L

1,5001mg L⁄  

 

1019,70mg
L

x
0,0000613L
0.025L

2,5003mg L⁄  

 

1019,70mg
L

x
0,0000859L
0.025L

3,5036mg L⁄  

 

1019,70mg
L

x
0,0001103L
0.025L

4,5001mg L⁄  

                                 FUENTE: Elaboración propia 
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Conservación de las muestras estándar: 

La solución stock inicialmente preparada se protegió de la luz al forrar la fiola 

con papel aluminio y se refrigeró, hasta ser utilizada, de la misma forma se 

protegieron las disoluciones patrón. Los cartuchos para SPE también fueron 

forrados con papel aluminio, para proteger a la solución estándar de la luz. 

 

2.3.3.2. Extracción en Fase Sólida de trans-resveratrol en muestras de vinos 

La determinación cuantitativa de trans-resveratrol en las muestras de vinos 

tinto borgoña de marcas peruanas, fue realizada igual al procedimiento 

realizado para las soluciones de estándar. La cuantificación se realizó 

mediante extracciones por cartuchos para  SPE.  

Se tomo una muestra homogénea de la botella de vino, a un tubo de ensayo, 

cubierto de papel aluminio y tapado con parafilm, las muestras se refrigeraron 

hasta su respectivo análisis. 

El procedimiento de la extracción del trans-resveratrol mediante los cartuchos 

para SPE, como se muestra en la FIGURA N° 8 se detalla a continuación: 

 

 Acondicionamiento del Cartucho para SPE, con 4 mL de Metanol y 4 

mL de agua ultra pura. 

 Se tomo una alícuota de 5 mL de muestra de vino, tomando la 

precaución de forrar el cartucho con papel aluminio, para proteger la 

muestra de la luz. (Se usó un cartucho de SPE para cada muestra de 

vino). 

 El cartucho es secado con aire comprimido 

 Se añadió 5 mL de Metanol y se recepcionó dicho volumen en una 

fiola de 5 mL. 

 Posteriormente la fiola de 5 mL que contiene la muestra, es agitada en 

el agitador Vortex. 
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 El volumen  de 5 mL fue filtrado por un filtro de jeringa Anotop de 

0,45 um, para después realizar las inyecciones por triplicado al equipo 

HLPC y obtenerse las respectivas áreas. 

 

 

 

. FIGURA N° 8. Procedimiento de SPE para muestras de vinos. 
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2.3.4. Uso de Cartuchos para Extracción en Fase Sólida (SPE) 

En la presente investigación también se verificó que los cartuchos para SPE son 

reusables. Para evaluar la linealidad del método analítico y validación del mismo 

se elaboraron tres curvas de calibración, las extracciones para la elaboración de 

la primera curva de calibración se realizaron mediante cartuchos para SPE 

nuevos, mientras que  las extracciones para la elaboración de la segunda y 

tercera curva de calibración, se realizaron con los cartuchos iniciales, aquellos 

que fueron utilizados para la elaboración de la primera curva de calibración. 

Así también se realizaron las extracciones de las ocho muestras de vinos tinto 

borgoña mediante cartuchos para SPE nuevos, posteriormente se realizaron 

segundas extracciones de las ocho muestras de vinos tinto borgoña en los 

mismos cartuchos para SPE. 

Para que los cartuchos de SPE pudieran ser reusados, éstos fueron sometidos a 

un procedimiento adecuado de lavado: 

 

A. Procedimiento de lavado del cartucho de SPE para estándar trans-

resveratrol 

Se lavó el cartucho con 5 mL de metanol, 5 mL de agua, 4 mL de metanol y 

4 mL de agua para después añadirse la disolución patrón de trans-

resveratrol, como se muestra en la FIGURA N° 9. 
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FIGURA N° 9. Procedimiento de lavado del cartucho de SPE para 

estándar  trans-resveratrol 

 

 

B. Procedimiento de lavado del cartucho de SPE para muestras de vinos 

tinto borgoña. 

Se lavó el cartucho con 5 mL de metanol, 5 mL de agua, 5 mL metanol, 4 

mL de metanol, 4 mL de agua para después añadirse la muestra de vino 

borgoña, como se muestra en la FIGURA N° 10. 
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FIGURA N° 10. Procedimiento de lavado del cartucho de SPE para 

muestras de vinos borgoñas  
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3.1. VALIDACIÓN DE LA TÉCNICA ANALÍTICA  

3.1.1. Linealidad  

La linealidad del procedimiento analítico en la presente investigación refiere la 

relación que existe entre la concentración y la medida de valoración, se realiza 

con el objetivo de obtener un modelo que describa con precisión la relación de 

la concentración versus  respuesta.  

Para la evaluación experimental de la linealidad del método, fue necesario 

elaborar tres curvas de calibración, mediante extracciones en cartuchos para 

SPE, cada una de ellas en cinco niveles de concentración siendo el rango de 

trabajo de 0,5 mg/L a 4,5 mg/L. 

Después de haberse preparado las diluciones patrón y realizado las respectivas 

extracciones como se menciona en la metodología (2.3.3.1), se hicieron 

inyecciones por triplicado de cada nivel de concentración de las tres curvas de 

calibración, obteniéndose las áreas correspondientes, tal y como se puede 

observar en la TABLA N° 7.  

Cabe mencionar también que con un tiempo de corrida de diez minutos el pico 

de trans- resveratrol se hizo visible a los cinco minutos en todas las diluciones 

patrón inyectadas, dicho pico y tiempo puede evidenciarse en el respectivo 

cromatograma de la FIGURA N° 11 

. 
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TABLA N° 7.-Áreas obtenidas por triplicado de los cinco niveles de 

concentración para las tres curvas de calibración 

CURVA - 1 CURVA - 2 CURVA - 2 

Concentración 

Trans-resveratrol mg/L
Área Área Área 

1 0,.50 766024 766024 685795 

2 0,50 760603 788439 632181 

3 0,50 764346 731692 666681 

4 1,50 2256183 2145831 2146573 

5 1,50 2240919 2251972 2146350 

6 1,50 2235023 2176036 2152917 

7 2,50 3570071 3561560 3666520 

8 2,50 3534628 3575623 3598795 

9 2,50 3517020 3580275 3670203 

10 3,50 4846827 4798707 4799212 

11 3,50 4862546 4804384 4774704 

12 3,50 4855301 4785057 4787379 

13 4,50 6233560 6117036 6287972 

14 4,50 6271098 6140671 6159254 

15 4,50 6249658 6177869 6182399 

                                              FUENTE: Elaboración propia 
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Para  hallarse los valores que corresponden al intercepto “a” y pendiente 

“b”.fue necesario establecerse la recta de regresión como se muestra en la 

TABLA N° 8. 

Después de haberse establecido la recta de regresión, los valores que 

corresponden al intercepto “a” y pendiente “b” fueron hallados mediante 

las siguientes formulas: 

Σy 	bΣx			
																							

Σxy
ΣxΣy
n

Σx
Σx 	

n

 

Correspondiendo a valores del intercepto “a” y pendiente “b” los 

siguientes: 

a: 111932,61 

b: 1356474,66 

 

Siendo la ecuación de la recta: y= 111932,61 + 1356474,66(x) 

La recta de regresión lineal, pudo graficarse a su vez, en la FIGURA N° 

12 en la que se evidencia la linealidad del método, que fue construida con 

la concentración versus la respuesta, en la que la respuesta (y) es 

dependiente de la concentración (x). 
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                         FIGURA N° 12.- Linealidad del método 
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B. Interpretación estadística de la regresión lineal 

 

Se realizo la interpretación estadística de la regresión lineal a través del 

cálculo de: 

 

 Coeficiente de correlación “r” 

Con la finalidad de poder conocer el grado de intensidad de la relación 

existente entre las variables “x” e “y”, se halla el valor del coeficiente 

de correlación lineal, el que puede adoptar distintos valores por 

consiguiente  distintos indicadores como: 

r = 1 indica una recta perfectamente lineal 

r = -1 indica una recta perfectamente lineal negativa 

r = 0 indica que no hay correlación entre x e y 

El coeficiente de correlación lineal se determinó con los valores hallados 

en la TABLA N° 8 antes ya mencionada y con la siguiente fórmula: 

 

Después de aplicarse la fórmula para hallarse el coeficiente de correlación, 

se obtuvo como resultado: 0,9996. Dicho valor indica que la recta de 

regresión es casi perfectamente lineal y que existe una correlación lineal 

positiva. 

Posteriormente se halló el coeficiente de determinación  “r2”, hallándose 

como valor: 0,9991. El valor es muy cercano a uno, estableciendo que el 

modelo lineal es adecuado para describir la relación que existe entre las 
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Para poder hallar los intervalos de confianza, es necesario conocer el 

error típico estándar, desviación estándar en la pendiente y desviación 

estándar en intercepto, valores que son encontrados por medio de las 

siguientes formulas: 

 

 Error típico estándar: 

∑ ŷ
2

 

 

 La desviación estándar en la pendiente: 

	 	

̅
	

 

 Desviación estándar en intercepto: 

	 ⁄
Σ

	Σ ̅
 

 

 

 

Aplicadas las formulas ya citadas se encontraron los siguientes valores: 

Sy/x : 72773,58 

Sb : 23014,33 

Sa : 66129,48 

 

Limites de confianza del intercepto “a” Para hallar los limites de 

confianza del intercepto, es necesario encontrar el valor de  t tabla . 
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El valor de t tabla fue de: 3,182 para 3 (5 – 2 = 3) grados de libertad con 

un nivel de confianza de 95%. que es  obtenido en la tabla de 

distribución de Student. 

Para conocer el valor del límite de confianza del intercepto se 

multiplico el valor de t tabla con la desviación estándar del intercepto 

(Sa), con lo que se obtuvo como límite de confianza: 210424,01, por 

consiguiente el intervalo de confianza del intercepto “a” es de  -

98491,40  hasta  322356,62 

Posteriormente se realizo un test estadístico del intercepto “a”, basado 

en dos hipótesis, en el que se calcula el t experimental y el t tabla, con un 

nivel de confianza de 95%, como se detalla a continuación: 

 

HIPOTESIS NULA (Ho): No existe diferencia significativa entre el  

intercepto y cero” (intercepto = 0) 

HIPOTESIS ALTERNA (H1): Existe diferencia significativa entre el  

intercepto y cero ( intercepto ≠ 0) 

 

Se hizo una comparación del valor de t tabla y el valor de t experimental, 

hallándose el valor de t tabla en la tabla de distribución Student, y el 

valor de t experimental fue hallado mediante la siguiente fórmula: 

 

| |
 

Se halló como valor para t tabla: 3,182   para 3 (5-2 = 3) grados de 

libertad y un nivel de confianza de 95% y como valor para t experimental: 

1,69. Al cumplirse  que t experimental  es menor que t tabla, según las 

condiciones mencionadas, se puede decir que el valor de "a" es 

aceptable, ya que la ordenada en el origen es estadísticamente igual a 

cero. 
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Limites de confianza de la pendiente “b” Para hallar los limites de 

confianza de la pendiente, es necesario encontrar el valor de  t tabla . 

El valor de t tabla fue de: 3,182 para 3 (5 – 2 = 3) grados de libertad con 

un nivel de confianza de 95%. que es  obtenido en la tabla de 

distribución de Student. 

Para conocer el valor del límite de confianza de la pendiente se 

multiplico el valor de t tabla con la desviación estándar de la pendiente 

(Sb), con lo que se obtuvo como límite de confianza: 73231,59  por 

consiguiente el intervalo de confianza de la pendiente “a” es de 

1283243,07   hasta  1429706,25. 

Posteriormente se realizo un test estadístico de la pendiente “b”, basado 

en dos hipótesis, en el que se calcula el t experimental y el t tabla, con un 

nivel de confianza de 95%, como se detalla a continuación: 

HIPÓTESIS NULA (Ho): "b" es igual a cero (b=0) 

HIPÓTESIS ALTERNA (H1):"b"es significativamente diferente de cero 

(b≠ 0) 

 

Se encontró como valor de t experimental: 58,94, hallado mediante la 

siguiente fórmula: 

| |
 

Se halló como valor para t tabla: 3,182   para 3 (5-2 = 3) grados de 

libertad y un nivel de confianza de 95% valor que es encontrado en la 

tabla de distribución Student  La Hipótesis nula se rechaza, ya que el  

valor de: t experimental es mayor que t tabla. por lo que se afirma que si 
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existe una correlación lineal significativa, entonces la pendiente "b" es 

significativamente diferente de cero (b≠ 0) 

 

 Coeficiente de variación de los valores de respuesta 

Para hallar el coeficiente de variación se calculó primero la media 

aritmética y la varianza de “f” como se muestra en la TABLA N° 8 ya 

antes señalada. El coeficiente de variación es la relación que hay entre 

la varianza y la media aritmética multiplicada por cien. El coeficiente 

de variación permite comparar la dispersión entre dos variables, éste 

elimina la dimensionalidad de las variables y tiene en cuenta la 

proporción existente entre una medida de tendencia y la desviación 

típica o estándar. 

 

El valor encontrado para el coeficiente de variación fue de 2.94%, es 

decir que el conjunto de datos en relación a su media, se encuentran con 

un grado de 2,94% de dispersión. 

 

C. Análisis de varianza ANOVA  

 

Para demostrar la regresión y la linealidad, se realizo un análisis de 

varianza ANOVA, utilizando el estadístico F de Fisher , con un nivel de 

confianza de 95%. 

Para realizar el análisis de varianza, se realizan una serie de cálculos, 

expresados en la TABLA N° 10. Con el objetivo de llegar al valor de “f”, 

obteniéndose como valor para el estadístico F: 0,00000526. 
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TABLA N° 10.- Análisis de Varianza ANOVA. 

ORIGEN DE 

VARIANZA 

GRADOS DE 

LIBERTAD 

SUMA 

CUADRADOS -SC

CUADRADOS 

MEDIOS -CM 

ESTADISTICO 

F 

ENTRE 

GRUPOS 

K-1= 3-1 SCE CME F=CME/CMD 

2 203497639,30 101748819,65 5,26E-06 

DENTRO 

GRUPOS 

N-K=15-3 SCD CMD   

12 2.32E+14 1.93E+13   

TOTAL 

N-1=15-1 SCT     

14 2.32E+14     

                                        FUENTE: Elaboración propia 

 

El análisis estadístico, estuvo basado en dos hipótesis detalladas a 

continuación: 

HIPOTESIS NULA: Ho: x 	 x 	 x 		

HIPOTESIS ALTERNATIVA: H1:  x 	 x 	 x 	 

Se obtuvo como valor para Ftabla: 3,89   para 2,12 grados de libertad con 

un nivel de confianza de 95%.  

Dado que el valor de f experimental es menor al valor f tabla, se tiene 

evidencia  experimental para rechazar la hipótesis alternativa y aceptar la 

hipótesis nula, es decir las áreas obtenidas en los cinco niveles de 

concentración, en  las tres curvas de calibración, son significativamente 

iguales. 

 

La evaluación estadística para la linealidad demostró que la pendiente para el 

método validado, fue significativamente diferente de cero, los interceptos 

convergen al origen  y no son significativamente diferentes de cero. 
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La evaluación de los coeficientes de determinación y correlación, 

demostraron correlación entre la concentración (mg/L) y la respuesta (área) y 

que los cambios en la respuesta (variable dependiente) son debidos a la 

variación en la concentración (variable independiente). Bajo la evidencia 

muestral y un nivel de confianza de 95%, el valor del estadígrafo t experimental 

fue mayor que el valor de t tablas. 

Se realizo el análisis de varianza ANOVA, para evaluar la linealidad, bajo la 

evidencia muestral y un nivel de confianza de 95%, el valor del estadígrafo F 

de Fisher experimental fue menor que el valor de F de tablas, indicando que 

no se presentó desvío de la linealidad. 

Para los descriptores de la curva de calibración como es intercepto y 

pendiente, se determinaron los intervalos de confianza, estimados con nivel 

de confianza de 95%. 

El coeficiente de correlación fue de 0,9996, indicando una correlación lineal 

positiva y un coeficiente de variación que indica un 2,94% de dispersión del 

conjunto de datos respecto a su media. 

 

3.1.2. Exactitud  

El vino tinto borgoña Majes Tradición fue la muestra que se utilizó para 

realizar la evaluación de la exactitud del método. 

La exactitud del método se evaluó estimando la recuperación expresada en 

porcentaje, al cuantificar  el trans-resveratrol en muestras de vino tinto 

borgoña que fueron enriquecidas con 1,63 mg/L y 2,26 mg/L de  solución 

stock y en muestras de vino tinto borgoña sin ningún enriquecimiento. 



 

72 
 

Las muestras de vinos tinto borgoña enriquecidos con solución stock, fueron 

llamadas “muestras fortificadas” y las que no fueron enriquecidas se les llamó 

“muestras sin fortificar”. 

Mediante cartuchos para SPE se realizaron tres extracciones de las muestras 

fortificadas y tres extracciones de las muestras sin fortificar. Se obtuvieron 

como respuestas las áreas que se encuentran detalladas en la  TABLA N° 10. 

asi como también las respectivas concentraciones en mg/L que corresponden 

a cada muestra 

El cálculo del porcentaje de recuperación se determinó usando la siguiente 

fórmula:  

 

%	 Ó
. 	 . sin

. ñ 	
 

Los valores encontrados como resultado de la aplicación de la formula ya 

descrita, se detallan también en la TABLA N° 11. 
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TABLA N° 11. Áreas y concentraciones de muestras para porcentaje de 

recuperación 

  

M. SIN FORTIFICAR 

ppm 

M. FORTIFICADA 

1.63ppm 

M. FORTIFICADA 

2.26 ppm 

% 

RECUPERACIÓN 

  AREA PPM AREA PPM AREA PPM 1,63 ppm 2,26 ppm 

1 2461550 1,68 4884295 3,33 5793609 3,95 101,13% 100,41%

2 2448070 1,67 4887728 3,33 5813082 3,96 101,83% 101,40%

3 2446700 1,67 4833982 3,29 5789139 3,94 99,65% 100,72%

PROMEDIO   1,67   3,32   3,95   100,86% 

DESVEST   0,01   0,02   0,01 0,01 

C.V %   0,33   0,62   0,22   0,77 

                          FUENTE: Elaboración propia    



 

 

Se

m

co

  

 

Lo

m

co

co

D

 

t
t

l(

e evidencia

muestras for

omparativo,

FIGU

os datos y 

método, fuero

omprobar q

omo referen

Debiéndose c

0,00

0,50

1,00

1,50

2,00

2,50

3,00

3,50

4,00

Sin fort

tr
an
s
re
sv
er
at
ro
l(
p
p
m

e
n

a una gran 

rtificadas y

 tal y como 

URA N° 13

resultados 

on evaluado

que el valor

ncia. 

conocer el v

tificar Fort

74

diferencia 

y sin fort

puede obse

3. Muestra d

obtenidos 

os por medio

r medio no

valor de t exp

|

1,67

tificada 240 ul

4 

de las con

tificar, med

ervarse en la

de vino fort

en la deter

o de la prue

o difiere sig

perimental, se a

100 |√
.

1

3,32

 ST t‐ resverat

ncentracione

diante el 

a  FIGURA

tificada y s

rminación d

eba estadísti

gnificativam

aplico la sigu

√
 

3

trol fortific

es obtenidas

grafico de

A N° 10. 

in fortifica

de la exact

ica t de stud

mente del a

uiente fórmu

3,95

cada 332 ul ST

s de las 

e barras 

r. 

titud del 

dent para 

aceptado 

ula: 

T t‐resveratrol

 



 

75 
 

Obteniéndose como resultado un valor de -21,0363613 y encontrándose como 

valor para t tabla: 4,303  para 3-1= 2 grados de libertad, con un nivel de 

confianza de 95%. 

Siendo t experimental menor que t tabla. no existe diferencia significativa entre la 

recuperación media y el 100% siendo  la exactitud apropiada. 

La media del  porcentaje de recuperación de la metodología fue de 100,86%  

se determinó un coeficiente de variación de  0,77%, indicando el grado de 

dispersión del conjunto de datos respecto a su media. 

La evaluación de la exactitud mostró porcentajes de recuperación dentro de 

las especificaciones para el nivel estudiado, ésta se evaluó estadísticamente y 

se encontró que el valor de t experimental fue menor que el t tablas, indicando 

que no existe diferencia significativa entre la recuperación media y el 100%. 

 

3.1.3. Precisión 

Se evaluó la precisión de la metodología, realizándose como mínimo seis 

extracciones de una misma muestra de vino mediante cartuchos para SPE,  

evaluándose así la repetibilidad de la metodología  

Después de haberse realizado las seis extracciones mediante los cartuchos 

para SPE, las muestras fueron inyectadas al equipo obteniéndose  como 

respuestas las áreas para cada una de las respectivas muestras, las cuales se 

detallan en la TABLA N° 12. así como también se detallan las respectivas 

concentraciones halladas para cada muestra repetida. 
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TABLA N° 12.-Repetibilidad para muestra de vino 

REPETIBILIDAD 

AREA Trans-resveratrol mg/L 

1 2988930 2,04 

2 2993049 2,04 

3 3056076 2,08 

4 3016919 2,05 

5 2960194 2,02 

6 3185816 2,17 

 3033497.33 2,07 

D.S 81217.37 0,06 

C.V% 2.68 2,68 

                                 FUENTE: Elaboración propia 

La precisión de la metodología analítica se expresa como la desviación 

estándar relativa o coeficiente de variación, de las mediciones realizadas, se 

obtuvo un valor de 2,68%  como coeficiente de variación, el cual indica que 

el conjunto de datos en relación a su media, se encuentran con un grado de 

2,68%  de dispersión. 

También se realizo el cálculo del intervalo de confianza individual para la 

media de las repeticiones analizadas. Fue necesario hallar el valor de t tabla: 

2,571 para 6-1= 5 grados de libertad con un nivel de confianza de 95%. El 

límite de repetibilidad se halló multiplicando la desviación estándar de las 

mediciones realizadas con el valor de t tabla hallado, encontrándose como 

valor para el límite de repetibilidad 0,14 mg/L.  

El intervalo de confianza de repetibilidad, se halló mediante la siguiente 

fórmula:  
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	 	 	 	 	 ∗  

 

	 	 	 	 ∗  

 

Estableciéndose el intervalo de confianza de repetibilidad de 1,92 mg/L hasta 

2,21 mg/L con respecto a la media de las mediciones realizadas.  

El análisis estadístico de los resultados obtenidos para la evaluación de la 

repetibilidad de  la metodología analítica,  demostró que el método es preciso.  

Se evaluó el límite de repetibilidad, el cual nos permitió determinar la 

máxima variabilidad en la respuesta de las muestras consideradas idénticas. 

 

3.1.4. Limite de detección y cuantificación 

El límite de detección y cuantificación se realizó por el método del cálculo a 

partir de la curva de la calibración en rango menor al lineal, evaluando 

estadísticamente la respuesta. 

El límite de detección (LOD) y el límite de cuantificación (LOQ) se 

determinó mediante las siguientes formulas: 

                      

  	

LOD
Y 	3	S

b
	x	

1

√n
 

 

LOQ
Y 	10	S

b
	x	

1

√n
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Donde: 

 

 

 

Se estimó el límite de detección, teniendo en cuenta la pendiente y tres veces 

la desviación estándar de la respuesta cromatográfica, obteniéndose  0,08 

mg/L como valor del límite de detección. De la misma manera se estimó el 

límite de cuantificación, teniendo en cuenta la pendiente y diez veces la 

desviación estándar de la respuesta, obteniéndose 0,17 mg/L como límite de 

cuantificación. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Ybl: intercepto de la curva 

b: pendiente 

Sbl: desviación  estándar de la regresión 
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3.2. DETERMINACIÓN DE LA CONCENTRACIÓN DE TRANS-

RESVERATROL POR HPLC 

La determinación de la concentración de trans-resveratrol se realizó haciendo 

extracciones por medio de cartuchos para  SPE de las ocho muestras de vinos 

tinto borgoña. Después de haberse realizado las extracciones, se hicieron  las 

inyecciones por triplicado para cada muestra de vino. 

Se identificó el pico de trans-resveratrol presente en las muestras, por 

comparación del tiempo de retención de las diluciones patrón, con el tiempo de 

retención de la muestra. El tiempo de retención del pico de trans-resveratrol 

presente en las muestras de vinos tinto borgoña fue de cinco minutos, siendo el 

mismo para todas las diluciones patrón del estándar, como ya se había detallado 

anteriormente. El cromatograma de una muestra de vino tinto borgoña se 

evidencia en la FIGURA N° 15. 

Tras las inyecciones realizadas de cada muestra, se obtuvo como respuesta las 

áreas respectivas de cada muestra, las que son detalladas en la TABLA N° 15.  

Se realizaron dos extracciones para cada muestra de vino tinto borgoña, 

realizándose inyecciones por triplicado de cada extracción. Habiéndose realizado 

dos extracciones en el mismo cartucho para la determinación de trans-resveratrol 

en vinos tinto borgoña, las respuestas (áreas) obtenidas fueron muy similares, así 

como las respectivas concentraciones en mg/L calculadas por la función y=a+bx. 

establecida en la recta de regresión. 

Las concentraciones halladas de trans-resveratrol durante las dos extracciones 

para cada muestra de vino tinto borgoña, son detalladas en TABLA N° 13.  
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TABLA N° 13.- Contenido de trans-resveratrol en dos extracciones de vinos borgoña peruanos 

MUESTRAS 

PRIMERA 

EXTRACCIÓN 

Trans-resvratrol(mg/L)

SEGUNDA 

EXRACCIÓN 

Trans-resveratrol(mg/L)
 

1 2,03 1,96  1,99 

1,99 1,97 DS 0,02 

1,98 1,98 C.V% 1,21 

2 1,62 1,63  1,63 

1,65 1,63 DS 0,01 

1,66 1,63 C.V% 0,82 

3 2,87 2,89  2,90 

2,87 2,96 DS 0,05 

2,86 2,97 C.V% 1.74 

4 1,74 1,57  1,66 

1,68 1,59 DS 0,07 

1,72 1,62 C.V% 4,21 

5 2,04 2,14  2,10 

2,15 2,06 DS 0,05 

2,14 2,08 C.V% 2,18 

6 2,08 2,06  2,09 

2,05 2,10 DS 0,04 

2,17 2,06 C.V% 2,09 

7 3,33 3,25  3,27 

3,34 3,25 DS 0,07 

3,30 3,17 C.V% 2,00 

8 1,82 1,74  1,79 

1,83 1,80 DS 0,04 

1,82 1,73 C.V% 2,28 

                                            FUENTE: Elaboración propia 
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Con la determinación de trans-resveratrol por cromatografía liquida de alta 

resolución en vinos tinto borgoña, se obtuvo niveles de resveratrol entre 1,63 

mg/L y 3,27 mg/L, siendo el vino borgoña de marca Paz Soldán que presentó el 

mayor nivel de trans-resveratrol y el vino tinto borgoña de marca Quenta que 

presentó el menor nivel de trans-resveratrol. 

Para una mejor identificación en la TABLA N° 14 se señala la marca del vino 

tinto borgoña peruano así como el contenido de trans- resveratrol y la desviación 

estándar correspondiente a cada muestra.  

TABLA N° 14.- Niveles de trans-resveratrol en vinos tinto borgoña peruanos. 

MUESTRAS 
NIVEL DE  

TRANS-RESVERATROL (mg/L) S.D 

Santiago Queirolo 1,99 0,02 

Quenta 1,63 0,01 

Hacienda del abuelo 2,90 0,05 

Reinoso 1,66 0,07 

Tabernero 2,10 0,05 

Majes tradición 2,09 0,04 

Paz soldán 3,27 0,07 

Viña vieja 1,79 0,04 

                                           FUENTE: Elaboración propia 

Las muestras de vino presentan un valor medio de trans-resveratrol de 2,18 mg/L, 

siendo éste nivel mayor para vinos de diferentes procedencias (EUA: 1,30 mg/L, 

Japón: 0,57 mg/L, Canadá: 0,77 mg/L, Grecia: 0,873 mg/L, Portugal:1 mg/L, 

Chile/Argentina: 1,21 mg/L, [80],Brasil: 2,75 mg/L[39][73] 

Las diferencias observadas entre vinos de diferentes procedencias pueden ser 

debidas a un conjunto de características, que reúne aspectos relacionados con el 

suelo, el clima y características locales. 
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3.3. USO DE CARTUCHOS PARA EXTRACCIÓN EN FASE SÓLIDA (SPE) 

Los cartuchos para SPE FIGURA N° 16 fueron adquiridos de la casa Merck 

quien recomienda realizar una sola SPE por cartucho, debido a que los cartuchos 

tienen un precio relativamente alto, se realizo más de una extracción por cartucho 

para las diluciones patrón como para las muestras de vinos tinto borgoña.  

Antes de usar cada cartucho tanto para las diluciones patrón de trans-resveratrol 

como para las muestras de vinos tinto borgoña, re realizó un adecuado lavado de 

cada cartucho. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

FIGURA N° 16. –Cartucho para SPE. 

 

Para la elaboración de las tres curvas de calibración, de cinco niveles de concentración 

cada una, se usaron cinco cartuchos para SPE. Para la elaboración de la segunda y 

tercera curva de calibración se realizaron extracciones mediante los cartuchos usados 
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en la primera curva de calibración. Las respuestas (áreas) fueron muy similares para 

las tres curvas de calibración. 

Se realizo un análisis de varianza ANOVA, para determinar si existía diferencia 

significativa en el reúso de los cartuchos, el mismo que se realizó para 

determinación del análisis de varianza para la linealidad del método. 

En el análisis de varianza ANOVA, se observó que el valor de F experimental es 

mayor que el valor de F tabla, con lo que se tuvo evidencia experimental para 

rechazar la hipótesis alternativa establecida y aceptar la hipótesis nula, es decir que 

existe evidencia experimental para afirmar que las áreas de los cinco niveles de 

concentración de las tres curvas de calibración son significativamente iguales. 

Al no existir estadísticamente diferencia significativa en las áreas de las tres curvas 

de calibración, elaboradas con una sola batería de cartuchos, podemos decir que los 

cartuchos para SPE son reusables al menos por tres veces consecutivas, para la 

extracción de disoluciones de estándar de trans-resveratrol, con un nivel de 

confianza de 95% 

Para la determinación de trans-resveratrol en ocho vinos tinto borgoña se usaron 

ocho cartuchos para SPE, determinándose a su vez que los cartuchos para SPE son 

reusables para las muestras de vinos tinto borgoña. 

Se  realizaron dos extracciones consecutivas en un solo cartucho para la misma 

muestra de vino, las respuestas (áreas) fueron muy similares para las dos 

extracciones realizadas. Se realizo un análisis estadístico de t- pareado, para 

determinar si no existe diferencia significativa al realizar dos extracciones en un 

solo cartucho para las muestras de vinos tinto borgoña. Para el análisis estadístico 

de t-pareado que es detallado en la TABLA N° 15, se presentaron también las 

medias aritméticas de las inyecciones hechas por triplicado para cada muestra de 

vino tinto borgoña.  . 
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TABLA N° 15.- Análisis estadístico de t- pareado 

                                              FUENTE: Elaboración propia  

El análisis estadístico de t-pareado, se basó en dos hipótesis detalladas a 

continuación: 

HIPOTESIS NULA HO: no hay diferencia  significativa entre las áreas obtenidas 

en la primera y segunda extracción. 

HIPOTESIS ALTERNATIVA H1: si hay diferencia significativa entre las áreas 

obtenidas en la primera y segunda extracción. 

Se determinó el valor de  t experimental  hallado con la siguiente fórmula: 

̅√
 

  PRIMERA 

EXTRACCIÓN

(área)  

SEGUNDA 

EXTRACCIÓN

(área)   

Diferencia  

  

1 2939898,67 2893898,00 46000,67 

2 2411177,67 2389369,67 21808,00 

3 4206522,33 4317552,00 -111029,67 

4 2518949,00 2345758,33 173190,67 

5 3098343,67 3071365,00 26978,67 

6 3086270,33 3042899,33 43371,00 

7 4882238,33 4597438,67 284799,67 

8 2673543,67 2452106,67 221437,00 

88319,50  

128321,95 D.S 
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Obteniéndose como valor para t experimental: 1,947 y para ttabla: 2,365  para 8-1=7 

grados de libertad con un nivel de confianza de 95%. 

Siendo el valor de t tabla menor que el valor de t experimental  se tiene evidencia 

experimental para aceptar la hipótesis nula, con la que se puede afirmar que la 

respuesta de la primera extracción realizada es igual a la respuesta de la segunda 

extracción.  

Con un nivel de confianza de 95% se afirma que los cartuchos para SPE para las 

muestras de vinos tinto borgoña, son reusables al menos por dos veces 

consecutivas. 
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CONCLUSIONES 

 

1. Se desarrollo y se validó un método de análisis preciso, exacto y repetible, 

así como  sencillo, rápido y ahorrativo de solventes comparada con una 

extracción liquido -liquido convencional. 

 

2. El método de extracción en fase sólida (SPE) para el trans-resveratrol en 

vinos tintos borgoña peruanos permitió su óptima extracción  y junto a las 

condiciones cromatográficas establecidas en la presente tesis, se pudo 

cuantificar de manera exitosa el trans-resveratrol en los vinos tintos 

borgoña. 

 

3. La metodología validada se encuentra dentro de las especificaciones, por lo 

cual se concluye que es idónea y confiable para la determinación del trans-

resveratrol en vinos borgoñas. 

 

4. Se obtuvo como nivel máximo de trans-resveratrol 3,27 mg/L en el vino 

borgoña Paz Soldán y  1,63 mg/L como nivel mínimo de trans-resveratrol 

en el vino borgoña Quenta. 

 

5. Se demostró que los cartuchos para SPE para el estándar de trans-

resveratrol, son reusables por lo menos tres veces consecutivas así como 

también reusables para la SPE de muestras de vinos tintos borgoña por lo 

menos dos veces. 
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RECOMENDACIONES  

 

1. Se recomienda realizar la determinación de los niveles de trans-resveratrol en 

vinos tintos secos, producidos en nuestro país, ya que podrían contener un 

mayor nivel de trans-resveratrol que los vinos elaborados de uva Isabella 

conocida nacionalmente como “uva borgoña”.  

 

2. La determinación de los niveles  trans resveratrol podría ser hallado en uva 

Isabella, para comparar como los diversos procesos de vinificación influyen en 

el contenido de dicho antioxidante. 

 
3. La determinación del color de cada muestra podría realizarse por 

espectrofotometría UV, para conocer si el color de cada vino influye en el 

contenido de los niveles de trans-resveratrol en las muestras. 

 
4. Para definir algunas de las características de los vinos podría determinarse el 

grado de acidez y el contenido de azucares. 

 

5. Es recomendable realizar la dterminacion de compuestos fenolicos en las 

muestras de vino y establecer si existe correlación con los niveles de trans-

resveratrol obtenidos en la presente tesis de investigación. 
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ANEXO N° 1 

 

TABLA N°1.- Identificación codificada de muestras de vinos analizados 

MUESTRA MARCA AÑO LOTE 

M-01 Santiago Queirolo 2012 LT-A06-0-020712 

M-02 Quenta 2011 LT:V550011111 

M-03 Hacienda del abuelo 2012 VB1202 

M-04 Reinoso 2010 01B6010 

M-05 Tabernero 2012 VB1202 

M-06 Majes tradición 2012 L2F:07-12 

M-07 Paz soldán 2012 01505 

M-08 Viña vieja 2010 V02010 

      

 

 

 

ANEXO N° 2 

 

TABLA N° 2.- Proporción de fase móvil 

PROPORCIÓN FASE MÓVIL (V/V) 

Acetonitrilo Agua pH:3* 

30 70 
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ANEXO N° 3 

 

TABLA N° 3.- Condiciones cromatográficas establecidas 

PARÁMETROS ESTÁNDAR MUESTRA 

Fase estacionaria: Dos pre-columnas Dos pre-columnas 

Tiempo de estabilización 25min 25min 

Flujo: 0.7ml/min 0.7ml/min 

Longitud de onda: 310nm 310nm 

Tiempo de corrida: 10min 20min 

 

 

 

ANEXO N° 4 

 

TABLA N°4.- concentración de disoluciones patrón en mg/L equivalente a 

ul. 

 

Solución stock (uL) Concentración mg/L 

12,3 0,5 

36,8 1,5 

61,3 2,5 

85,9 3,5 

110,3 4,5 
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ANEXO N° 5. 

 

TABLA N° 5. Concentraciones para Curva de Calibración. 

 

  CONCENTRACION 

SOLUCION 

STOCK 

 

10,30mg
0,01L

1030mg
L

x
99%
100%

1019,70	mg L⁄  

 

 

 

 

 

DILUCIONES 

PARA  

CURVA DE 

CALIBRACION 

 

1019,70mg
L

x
0,0000123L
0.025L

0,5017mg L⁄  

 

1019,70mg
L

x
0,0000368L
0.025L

1,5001mg L⁄  

 

1019,70mg
L

x
0,0000613L
0.025L

2,5003mg L⁄  

 

1019,70mg
L

x
0,0000859L
0.025L

3,5036mg L⁄  

 

1019,70mg
L

x
0,0001103L
0.025L

4,5001mg L⁄  
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ANEXO N° 6. 

 

TABLA N° 6.-Áreas obtenidas por triplicado de los cinco niveles de 

concentración para las tres curvas de calibración 

CURVA - 1 CURVA - 2 CURVA - 2 

Concentración 

mg/L 

Área 

(Hz) 

Área 

(Hz) 

Área 

(Hz) 

1 0.50 766024 766024 685795 

2 0.50 760603 788439 632181 

3 0.50 764346 731692 666681 

4 1.50 2256183 2145831 2146573 

5 1.50 2240919 2251972 2146350 

6 1.50 2235023 2176036 2152917 

7 2.50 3570071 3561560 3666520 

8 2.50 3534628 3575623 3598795 

9 2.50 3517020 3580275 3670203 

10 3.50 4846827 4798707 4799212 

11 3.50 4862546 4804384 4774704 

12 3.50 4855301 4785057 4787379 

13 4.50 6233560 6117036 6287972 

14 4.50 6271098 6140671 6159254 

15 4.50 6249658 6177869 6182399 
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ANEXO N° 7. 

 

TABLA N° 7.- Resultados de la linealidad del método para patrones de 

trans-resveratrol 

 

X Y X*Y X2 Y2 F=(Y/X) 

1 0.50 729087.22 365775.77 0.25 5.32E+11 1453262.42

2 1.50 2194644.89 3294140.03 2.25 4.82E+12 1462131.59

3 2.50 3586077.22 8966268.88 6.25 1.29E+13 1434258.78

4 3.50 4812679.67 16861704.48 12.28 2.32E+13 1373638.45

5 4.50 6202168.56 27910378.72 20.25 3.85E+13 1378229.05

Σ 12.51 17524657.56 57398267.88 41.28 79836764575143.80 7101520.28

 2.50 3504931.51 1420304.06

D.S 41768.75

 

 

ANEXO N° 8 

 

TABLA N° 8. Ajuste por el método de los mínimos cuadrados 

 X1 Y1 X2 Ŷ1 Y1 - Ŷ1 (Y1 - Ŷ1)
2 X1 - X (X1 – X)2 

1 0.50 729087.22 0.251692856 792462.3807 -63375.16 4016410710 -2.00 3.998584125

2 1.50 2194644.89 2.25297098 2147987.51 46657.38 2176911038 -1.00 1.00069212 

3 2.50 3586077.22 6.25150009 3503526.203 82551.02 6814670715 0.00 1.0733E-06 

4 3.50 4812679.67 12.27521296 4864477.231 -51797.56 2682987668 1.00 1.004533126

5 4.50 6202168.56 20.25090001 6216204.231 -14035.68 197000182.1 2.00 3.995057528

Σ 12.51 17524657.56 41.28 17524657.56 0.00 15887980312.42 0.00 10.00 

 2.50 3504931.51 3504931.51 2.00 
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ANEXO N° 9. 

 

TABLA N° 9.- Análisis de Varianza ANOVA. 

 

ORIGEN DE 

VARIANZA 

GRADOS DE 

LIBERTAD 

SUMA 

CUADRADOS -SC

CUADRADOS 

MEDIOS -CM 

ESTADISTICO 

F 

ENTRE 

GRUPOS 

K-1= 3-1 SCE CME F=CME/CMD 

2 203497639.30 101748819.65 5.26E-06 

DENTRO 

GRUPOS 

N-K=15-3 SCD CMD   

12 2.32E+14 1.93E+13   

TOTAL 

N-1=15-1 SCT     

14 2.32E+14     

 

 

 

ANEXO N° 10. 

 

TABLA N° 10. Áreas y concentraciones de muestras para porcentaje de 

recuperación 

MUESTRA SIN 

FORTIFICAR 

MUESTRA 

FORTIFICADA % RECUPERACIÓN

Área mg/L Área mg/L % 

1 2461550 1.68 5184295 3.53 113.65% 

2 2448070 1.67 5187728 3.53 114.36% 

3 2446700 1.67 5233982 3.56 116.34% 

 1.67 3.54 114.78% 

D.S 0.01 0.02 0.01 

C.V% 0.33 0.53 1.22% 
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ANEXO N° 11. 

 

TABLA N° 11.-Repetibilidad para muestra de vino 

 

REPETIBILIDAD 

AREA mg/L 

1 2988930 2.04 

2 2993049 2.04 

3 3056076 2.08 

4 3016919 2.05 

5 2960194 2.02 

6 3185816 2.17 

 3033497.33 2.07 

D.S 81217.37 0.06 

C.V% 2.68 2.68 
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ANEXO N° 12. 

TABLA N° 12.- Contenido de trans-resveratrol contenido en los vinos 

borgoñas peruanos 

MUESTRAS 
PRIMERA 

EXTRACCIÓN
SEGUNDA 

EXRACCIÓN  

1 2.03 1.96  1.99 
1.99 1.97 DS 0.02 
1.98 1.98 C.V% 1.21 

2 1.62 1.63  1.63 
1.65 1.63 DS 0.01 
1.66 1.63 C.V% 0.82 

3 2.87 2.89  2.90 
2.87 2.96 DS 0.05 
2.86 2.97 C.V% 1.74 

4 1.74 1.57  1.66 
1.68 1.59 DS 0.07 
1.72 1.62 C.V% 4.21 

5 2.04 2.14  2.10 
2.15 2.06 DS 0.05 
2.14 2.08 C.V% 2.18 

6 2.08 2.06  2.09 
2.05 2.10 DS 0.04 
2.17 2.06 C.V% 2.09 

7 3.33 3.25  3.27 
3.34 3.25 DS 0.07 
3.30 3.17 C.V% 2.00 

8 1.82 1.74  1.79 
1.83 1.80 DS 0.04 
1.82 1.73 C.V% 2.28 
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ANEXO N° 13.. 

 

TABLA N° 13.- Niveles de trans-resveratrol en vinos tinto borgoña 

peruanos. 

MUESTRAS 
NIVEL DE  

TRANS-RESVERATROL (mg/L) S.D 

Santiago Queirolo 1.99 0.02 

Quenta 1.63 0.01 

Hacienda del abuelo 2.90 0.05 

Reinoso 1.66 0.07 

Tabernero 2.10 0.05 

Majes tradición 2.09 0.04 

Paz soldán 3.27 0.07 

Viña vieja 1.79 0.04 

 

ANEXO N° 14.. 

TABLA N° 14.- Análisis estadístico de t- pareado 

 

  PRIMERA 
EXTRACCIÓN 

SEGUNDA 
EXTRACCIÓN 

Diferencia 
  

1 2939898.67 2893898.00 46000.67
2 2411177.67 2389369.67 21808.00
3 4206522.33 4317552.00 -111029.67
4 2518949.00 2345758.33 173190.67
5 3098343.67 3071365.00 26978.67
6 3086270.33 3042899.33 43371.00
7 4882238.33 4597438.67 284799.67
8 2673543.67 2452106.67 221437.00

88319.50  
128321.95 D.S 


