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RESUMEN

Bravo, D. 2006. Cuantificacion de Vitamina Dj; (colecalciferol) y D, (ergocalciferol) por
Cromatografia Liquida de Alta Resolucion (HPLC). Proyecto de Graduacion del
Programa de Ingenieria en Agroindustria, Escuela Agricola Panamericana “Zamorano”,
Honduras. 65p.

La deficiencia de vitamina D causa osteoporosis en adultos y raquitismo en nifios. Es asi
que los cereales de desayuno y algunos productos lacteos han sido fortificados para suplir
las necesidades nutricionales. Este estudio implement6 los métodos y valido las curvas
estandares para cuantificacion de vitamina D3 y D, por Cromatografia Liquida de Alta
Resolucion (HPLC) basado en el método AOAC 982.29 y el estudio de Mistry y otros
(2002). Se cuantificaron 6 niveles de dilucion estandar de colecalciferol y 5 de
ergocalciferol con tres lecturas por cada nivel. El rango de concentracién detectable que
cubrio la curva de calibracion de colecalciferol fue de 3.15 a 4200 pg/100 g de muestra y
para ergocalciferol fue de 37.8 a 4200 pg/100 g de muestra. El tiempo promedio de
elucion de la vitamina Ds3 fue 9.84 + 0.094 minutos (%CV=0.958). Para vitamina D, el
tiempo promedio fue 9.17 + 0.061 minutos (%CV=0.663). Se realizdé un andlisis de
regresion lineal para evaluar el ajuste de cada curva de calibracion, en el que se comparo
la concentraciéon de vitamina Ds y D, [pug /mL de acetonitrilo] con el area de
colecalciferol y ergocalciferol registrados en los cromatogramas. Se obtuvo un R*=0.999
para colecalciferol asegurando el poder de prediccion de la curva estandar con un
coeficiente de correlacion del 100% (P<0.05). El poder de prediccion de la curva de
ergocalciferol no fue bueno ya que el HPLC subestimo6 la concentracion en todos los
niveles estandares y de validacion. Se obtuvo un R*=0.990 siendo bajo considerando que
debe ser >0.999, sin embargo se obtuvo un coeficiente de correlacion de 99.99%
(P<0.05). Se recomienda repetir la curva estandar de ergocalciferol y validacion
siguiendo las condiciones de almacenamiento del estandar propuestas por el proveedor.

Palabras clave: calciferol, osteoporosis, exposicion solar, calcitrol, ergosterol.

Francisco Javier Bueso, Ph.D.
Asesor Principal
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1. INTRODUCCION

Las vitaminas liposolubles A, D, E y K se agregan a margarinas, productos lacteos,
cereales de desayuno y formulas infantiles para fortificarlos debido a la pérdida en
proceso y para suplir los requerimientos diarios de vitaminas.

Es necesario realizar andlisis cualitativos y cuantitativos para confirmar el
cumplimiento de las regulaciones de etiquetas de alimentos propuestas por la
Administracion de Drogas y Alimentos de Estados Unidos de América (FDA, por sus
siglas en inglés). De acuerdo a la FDA (2006) las vitaminas A y C deben ser declaradas
obligatoriamente en las etiquetas nutricionales como porcentaje de valor diario. En el
caso de la vitamina D esta debe ser reportada cuando el alimento ha sido fortificado.

La AOAC ha desarrollado métodos oficiales indirectos y directos para la
determinacion de vitamina D en alimentos y productos farmacéuticos. Todos estos
métodos utilizan curvas estandares de calibracion para permitir la deteccion de vitamina
D por colorimetria y cromatografia liquida.

La cromatografia liquida ha sido adoptada y recomendada por la FDA para analisis de
compuestos termolabiles, no volatiles y altamente polares, ésta detecta compuestos a
temperatura ambiente, bloqueando el oxigeno y luz. La informacion espectral producida
por los detectores ultravioleta y arreglo de diodos (DAD) permite obtener valores
cualitativos y cuantitativos (Gratzfeld-Hiisgen y Shuster 1996).

El principio de cromatografia liquida consiste en pasar una muestra de solucion
extractora en fase movil a través de una fase estacionaria, algunos compuestos tendran
resistencia a eluir debido a las interacciones quimicas entre los componentes de la
muestra y el material de la fase estacionaria. Es asi que dependiendo de las caracteristicas
quimicas de cada componente y la fase estacionaria se puede identificar y cuantificar el
componente de la muestra original.

El objetivo del presente estudio fue implementar un método y validar curvas de
calibracion para cuantificar vitamina D3 y D, mediante el uso de Cromatografia Liquida
en el rango de 0.378 a 4200 ng de vitamina D/100 g de muestra. Las validaciones y
curvas de calibracion se realizaron con diluciones conocidas de estandares de vitamina D;
y D»,. Este estudio excluyo la fase de extraccion en alimentos por falta de logistica



2. REVISION DE LITERATURA

2.1 GENERALIDADES.

Antes del descubrimiento de las vitaminas, ciertos alimentos eran conocidos por curar
enfermedades que hoy en dia podemos reconocer como deficiencias de vitaminas. Los
antiguos egipcios por ejemplo, trataron la ceguera nocturna (nictalopia) con aplicaciones
topicas de jugo extraido del higado, fuente rica de vitamina A (Wardlaw 1999).

Las vitaminas son sustancias organicas necesarias en pequefias cantidades que deben
ser aportadas en la dieta de humanos porque no pueden ser sintetizados por el cuerpo.
Una excepcion es la vitamina D, la cual puede ser sintetizada por la piel en presencia de
rayos ultravioleta de longitud de onda entre 290 y 315 nm; las vitaminas K, By, Bix y
acido folico son sintetizadas en pequefias cantidades por la flora del tracto intestinal
(Wardlaw 1999).

Segun Tomashek y otros (2001), estudios recientes han demostrado el posible
resurgimiento del raquitismo en nifos de Estados Unidos e Inglaterra. En adultos la
deficiencia de vitamina D causa osteoporosis (huesos fragiles) y osteomalacia (similar al
raquitismo). La malnutricién y por consiguiente una falta potencial de vitamina D puede
desarrollar enfermedades cronicas como el cancer, dolor critico, debilidad, fatiga cronica,
diabetes tipo 1, elevacion de la presion arterial, depresion, desordenes afectivos y
enfermedades del corazon.

La cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC, por sus siglas en inglés), es la
técnica analitica mas empleada en la actualidad para calificar y cuantificar compuestos
quimicos ya que ofrece grandes ventajas sobre otros métodos. Por ejemplo tiene la
capacidad de analizar varias mezclas de compuestos o elementos en un gran rango de
concentracion (CPACT 2005).

2.2 VITAMINA D

La vitamina D o calciferol pertenece al grupo de las vitaminas liposolubles. Las
moléculas precursoras o provitaminas estan presentes en alimentos que contienen la 7-
deshidrocolesterol presente en los tejidos animales y el ergosterol constituyente de los
vegetales. Estas pasan a ser vitaminas cuando la piel se expone a los rayos solares
convirtiendo asi el 7-deshidrocolesterol en colecalciferol (vitamina Ds) y el ergosterol a
vitamina D,. El metabolismo es el que se encarga de producir las formas
metabolicamente activas (Jakobsen y otros 2003).



En el higado un grupo hidroxilo (-OH) es adherido al colecalciferol para formar 25-
hidroxicolecalciferol. Este compuesto es transportado hacia los rifiones donde otro grupo
hidroxilo es ligado para formar 1,25-dihidroxicolecalciferol, una forma activa de
vitamina D también conocida como calcitrol. Este compuesto en el intestino favorece la
absorcion de calcio y fosfato, beneficiando directamente a la mineralizacion de huesos y
dientes (Wardlaw 1999).

Es necesario conocer las fuentes dietéticas de vitamina D (Cuadro 1), debido a que
algunas personas no pueden generar formas activas de vitamina D con solo la exposicion
al sol.

Cuadro 1. Fuentes dietéticas de vitamina D.

Alimentos Ul vit D/ g de muestra pg vitD/100 g de muestra
Multivitaminas o tabletas 1600 4000.00
Aceite de higado de bacalao. 9591 239.78
Sardinas, en lata con aceite. 5.04 12.60
Margarina, fortificada. 4.23 10.58
Salmoén, cocido. 3.63 9.08
Caballa, cocido. 3.48 8.70
Atln, enlatado con aceite. 2.35 5.88
Yema de huevo. 1.07 2.68
Pudin. 0.44 1.10
Leche entera fortificada. 0.43 1.08
Queso suizo. 0.42 1.05
Higado, carne de res cocida. 0.15 0.38

Fuente: IOM 2004

Actualmente, pocos son los alimentos que contienen cantidades significativas de
vitamina D. Las fuentes mas densas de vitamina D son los aceites de pescado, pescados
grasos (por ejemplo: sardinas, bacalao, y salmon) y leches fortificadas. Sin embargo los
huevos, mantequilla, higado y pocas marcas de margarinas contienen vitamina D, grandes
raciones deben ser ingeridas para obtener una cantidad apreciable de vitamina por
ejemplo, se deben consumir diariamente 5 litros de leche entera, 2 Kg de higado, 9 yemas
de huevo, 10 Kg de ostras y 250 g de mantequilla para suplir las necesidades diarias de
vitamina D; es por esto que no se consideran a estos alimentos como fuentes
significativas (Wardlaw 1999).

Los requerimientos diarios de vitamina D (Cuadro 2), difieren por la edad y el riesgo
en desarrollar deficiencias de vitamina D. Personas mayores a los 50 afios tienen el



mayor riesgo, la habilidad de la piel de convertir vitamina D a su forma activa decrece
con los afios.

Cuadro 2. Requerimientos diarios de vitamina D.

Edad (afios) Hombres y mujeres (Ul/dia)
0-1 400
2-50 200°
51-70 400
> 70 600

"Mujeres embarazadas o lactantes no necesitan fuentes extras de vitamina D.
Fuente: IOM 2004

Segun Teran y Campbell (2006) el consumo prolongado en bebés puede causar retardo
mental y fisico, deficiencia renal y muerte. En mujeres embarazadas el exceso de
vitamina D produce estrechamiento congénito de la aorta del feto y convulsiones en el
recién nacido.

La vitamina D es a menudo expresada en Unidades Internacionales (UI), aunque se
prefiere utilizar los miligramos (mg) de vitamina D, una Ul de vitamina D es equivalente
a 0.000025 mg y un microgramo (nug) equivale a 40 Ul (Rowlett y UNC 2001). De
acuerdo a Greenbaum (1973) la vitamina D, y Dj tienen la misma actividad biologica.

2.3 METODOS PARA CUANTIFICACION DE VITAMINA D

Para la cuantificaciéon de vitamina D en alimentos se han desarrollado métodos
oficiales de andlisis de la AOAC (Asociacion de Analistas Quimicos Oficiales), por sus
siglas en inglés) desde el afo de 1975.

2.3.1 Método AOAC 975.42

En 1975 se desarrolld el primer y tunico método oficial colorimétrico para
cuantificacion de vitamina D en: resinas de vitamina D conteniendo >200000000 Ul/g,
diluciones aceitosas conteniendo >100000 Ul/g y leches en polvo, capsulas, tabletas,
dispersiones acuosas conteniendo >25000 Ul/g. Para concentrados de vitamina D sin
otras vitaminas el principio consiste en saponificar y extraer la preparacion, el material
insaponificable es tratado con anhidrido malico para remover los isémeros trans.
Después del tratamiento con anhidrido malico la solucidon se reacciona con SbCl; y se
determina colorimétricamente a 500 nm (AOAC 2005).

Para  preparaciones multivitaminicas de vitamina D el principio consiste en
saponificar y extraer de las preparaciones, el material insaponificable es sucesivamente
cromatografiado sobre una preparacion de fosfato-alumina para remover tocoferoles,
carotenos y butilhidroxitolueno (BHT), si presenta. La solucion purificada es tratada con



anhidrido malico para remover biologicamente los isdmeros trans. La vitamina D es
determinada colorimétricamente por la reaccion de SbClza 550 nm (AOAC 2005).

2.3.2 Método AOAC 979.24

En 1979 se desarrollo el primer método oficial de cromatografia liquida para vitamina
D en preparaciones vitaminicas. Aplicable a aceites conteniendo >100000 UI de
colecalciferol o vitamina Ds/g; resinas >20000000 UI colecalciferol/g; y dispersiones
acuosas >25000 Ul de colecalciferol/g. El principio consiste en saponificar y extraer en
concentrados secos o dispersiones acuosas, ya que las resinas de vitamina D y diluciones
de aceite son disueltas en solvente. La vitamina D y previtamina D son separadas de
impurezas por cromatografia liquida. La concentracion de previtamina D es calculada
como vitamina D usando un factor de calibracion. Se reporta vitamina D como la suma
de vitamina D y previtamina D (AOAC 2005).

2.3.3 Método AOAC 980.26

En el ano de 1980 se desarrolld el método oficial para de cromatografia liquida para
preparaciones multivitaminicas en vitamina D conteniendo > 200 UI de vitamina D/g. El
principio consiste en saponificar y extraer de las preparaciones el material saponificable,
posteriormente se afiade el estandar interno (A4, 6-colestadienol). La vitamina D y los
isomeros, incluyendo el estandar interno son separados en una fraccion de sustancias que
interfieren sobre la columna de limpieza LiChrosorb RP-8. La columna Partisil separa
vitamina D, previtamina D y el estandar interno de las impurezas (AOAC 2005).

2.3.4 Método AOAC 985.27

El método oficial de cromatografia liquida AOAC 985.27 se establecid en el afo de
1985 para concentrados de vitamina A y D, aplicable en aceites, leche en polvo y
dispersiones acuosas de concentrados de vitamina D conteniendo >5000 UI de vitamina
D/g. El principio de este método es que las porciones evaluadas de vitamina A y D en
aceites son disueltas en la fase movil. Los concentrados secos u dispersiones acuosas son
tratados con enzimas disueltas en agua y posteriormente extraidos. La vitamina D y
previtamina D son separados los esteres de vitamina A de las impurezas por
cromatografia liquida (AOAC 2005).

2.3.5 Método AOAC 981.17

En el ano de 1981 se establecio el método oficial de cromatografia liquida (AOAC
981.17) para vitamina D en leche en polvo y leche fortificada, este método es aplicable
en leche fluida y en polvo conteniendo >1 UI de vitamina D/g.

El principio se fundamenta en la saponificacion y extraccion de las muestras. La
vitamina D y sus isomeros son separados de las sustancias que interfieren con la columna
de limpieza. Una segunda columna separa la vitamina D de impurezas. La vitamina D es
corregida a resultado de previtamina D formada durante la saponificacion (AOAC 2005).



2.3.6 Método AOAC 982.29

En el ano de 1982 se establecio el método oficial de cromatografia liquida (AOAC
982.29) para vitamina D en mezcla de alimentos, premezclas y alimentos para animales,
aplicable a todos los productos alimenticios conteniendo > 2 Ul y <200 UI de vitamina
D/g. Para productos que contienen >200 UI de vitamina D/g, se debe usar el método
980.26. El principio inicial es saponificar y extraer, la parte insaponificable es removida
por la columna de alumina la cual remueve tocoferoles y carotenos, si estan presentes. La
columna de limpieza de cromatografia liquida separa las sustancias que interfieren en la
misma. Una segunda columna empacada con silice separa la vitamina D de las impurezas
(AOAC 2005).

2.3.7 Método AOAC 2002.05

El método mas reciente de cromatografia liquida se establecid en el afio de 2002 para
vitamina Ds (colecalciferol) en alimentos seleccionados. Aplicable para la determinacion
de vitamina D; (0.4-12 pg / 100 g) en leche fortificada, formulas infantiles, margarina,
aceites de cocina y aceites de pescado. Los materiales evaluados no deben contener
niveles cuantificables de vitamina D,. El principio de este método es que después de la
adicion de un estandar interno (vitamina D) y una hidrolisis basica, la vitamina D3 es
extraida con n-heptano. La fraccion que contiene vitamina D,/Ds es separada por la fase
normal de cromatografia liquida. Después de la evaporacion y dilucion en acetonitrilo-
metanol, la vitamina D es determinada por fase reversa del cromatografo liquido con
detector ultra violeta a 256 nm. La porcion separada es analizada en paralelo para
confirmar la ausencia de vitamina D, enddégena (AOAC 2005).

24 CROMATOGRAFiA LIQUIDA

Segun Wikimedia (2006) la cromatografia liquida es una técnica que permite separar
fisicamente y cuantificar los distintos componentes de una solucion. En toda
cromatografia existe un contacto entre dos fases, una fija que suele llamarse fase
estacionaria, y una movil denominada fase movil que fluye permanente durante el
analisis, y que en este caso es un liquido. Las sustancias que permanecen mas tiempo
libre en la fase movil avanzan mas rapidamente con el fluir de la misma y las que quedan
mas unidas a la fase estacionaria o retenidas avanzan menos y por tanto tardaran mas en
salir o fluir.



3. MATERIALES Y METODOS

3.1 UBICACION

El presente estudio fue realizado en el Laboratorio de Analisis de Alimentos de
Zamorano, ubicado en el Valle del Yegiiare, 32 Km al sureste de Tegucigalpa,
departamento de Francisco Morazan, Honduras, C.A.

3.2 MATERIALES

Estandar de vitamina Ds (colecalciferol) 99% de pureza. Supelco
Estandar de vitamina D, (ergocalciferol) 98% de pureza. Supelco.
Acetonitrilo (ACN). 99.93% de pureza. Grado HPLC. Sigma Aldrich.
Metanol (MeOH). 99.93% de pureza. Grado HPLC. Sigma Aldrich.
Metanol (MeOH). Grado reactivo. Sigma Aldrich.
Filtros Millex®-HV 13, Durapore® PVDF, 13 mm (0.45 pm) Sigma Aldrich.
Viales de 4 ml. Supelco.
Micro jeringas de 20 pL, graduacion 1 pL. Hamilton.
Micropipeta: Finnpipette®II Fisher 100-1000 pL. Fisherbrand. '

. Micropipeta: Finnpipette®II Fisher 2-20 pL. Fisherbrand.

. Puntas volumétricas de 20 y 1000 pL. Fisherbrand.

. Cristaleria de laboratorio y papel aluminio.

. Palillos de dientes.
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3.3 EQUIPO

Balanza analitica OHAUS Adventurer No. AR2140.
Estacion quimica para HPLC Agilent 1100.
Microdesgasificador al vacio Agilent 1100.

Bomba cuaternaria Agilent 1100.

Detector de arreglo de diodos Agilent 1100.
Vélvula de inyeccion Rheodyne 77251.

S

' (x) Abreviatura a usar para denominar a la micropipeta Fisherbrand de 100-1000 pL.
2 (y) Abreviatura a usar para denominar a la micropipeta Fisherbrand de 2-20 pL.



7. Columna ZORBAX Eclipse XDB-C18 Agilent (4.6 mm x 150 mm) 5 um.
8. Inyector manual Agilent 1100.
9. Cdamara fria.

3.4 METODOLOGIA

El método implementado para cuantificar vitamina D3 y D, fue adaptado del AOAC
982.29 y de valoracion de la fortificacion de quesos procesados con vitamina D3 (Mistry
y otros 2002).

3.4.1 Disefio experimental

Se evaluaron dos curvas de calibracion para cuantificar vitamina D3 y D, utilizando 8
niveles de solucion estdndar correspondientes a 42, 12.60, 10.08, 1.89, 0.378, 0.0315,
0.0252 y 0.00378 ng de vitamina D3 y D, /mL de ACN. Se hicieron tres lecturas por cada
nivel para cada curva de calibracion y se midi6 absorbancia a 254 nm expresada como
area bajo el pico correspondiente al compuesto. El criterio de seleccion que se uséd para
determinar el mejor modelo de regresion fue el coeficiente de determinacion >0.999 en
Microsoft Office Excel 2003.

3.4.2 Meétodo de Mistry

Por falta de logistica para la extraccion de vitamina D en alimentos en el Laboratorio
de Analisis de Alimentos, se consider6 la fase de extraccion solida realizado por Mistry y
otros (2002) como base para simular que, los estandares de vitamina D3 y D, actian
como el eluido seco del secado bajo nitrogeno antes de ser reconstituido.

3.4.3 Desarrollo de curvas estandares de calibracion de vitamina D; y D,

Para la formacion de la curva estandar de vitamina D3 y D, se prepararon diluciones
de acetonitrilo con sus respectivos estandares de vitamina.

3.4.3.1 Preparacion de las diluciones estandares de vitamina D3 y D,

Para la preparacion de las diluciones estdndares de vitamina D3 y D, se usaron los
mismos niveles de concentracion, es decir, entre el rango de 0.00378 a 42 pg/mL. Para
facilidad del lector se decidio usar el término vitamina D como sindnimo de vitamina D;
y D, en ésta preparacion.

= Toda la elaboracion de las diluciones se realizé bajo condiciones de luz de
seguridad roja, libre de corrientes de aire y a temperatura promedio de 20 °C.
= La cristaleria fue previamente lavada con MeOH grado reactivo.



= Preparacion de las diluciones:

(a) Se procedio a pesar 2.10 mg de estandar de vitamina D con un palillo de
dientes en un baléon volumétrico de 50 mL, posteriormente fue aforado con
ACN al volumen antes mencionado, la concentracion final fue de 42 pg de
vitamina D/mL de ACN.

(b) Se transfirieron 15 mL de la solucién (a) a un balon volumétrico de 50 mL, se
aford con ACN para tener una concentracion final de 12.60 pg de vitamina
D/mL ACN.

(c) Se trasladaron 8 mL de solucion (b) a un balén volumétrico de 10 mL, se
afor6 con ACN para tener una concentracion final de 10.08 pg de vitamina
D/mL ACN.

(d) Se transfirieron 1.5 mL con (x) de la solucion (b) a un baléon volumétrico de
10 mL, se afor6 con ACN para obtener una concentracion final de 1.89 g de
vitamina D/mL ACN.

(e) Se trasladaron 1 mL con (x) de la solucion (d) a un balon volumétrico de 5
mL, se afor6 con ACN para obtener una concentracion final de 0.378 pg de
vitamina D/mL ACN.

(f) Se trasfirieron 0.025 mL con (y) de la solucion (b) a un balén volumétrico de
10 mL, se aforé con ACN para obtener una concentracion final de 0.0315 pg
de vitamina D/mL ACN.

(g) Se trasladaron 0.02 mL con (y) de la solucién (f) a un balon volumétrico de 10
mL, se aforé con ACN para obtener una concentracion final de 0.0252 g de
vitamina D/mL ACN.

(h) Se transfirieron 0.75 mL con (x) de solucion (g) a un balén volumétrico de 5
ml, se aforé con ACN para obtener una concentracion final de 0.00378 pg de
vitamina D/mL ACN.

= Todos los balones volumétricos fueron forrados con papel aluminio y se rotularon
de acuerdo al nivel de concentracion

= Para cada balon volumétrico se asignd un vial, previamente forrado con papel
aluminio y rotulado.

= De cada baldén se extrajeron 4 mL de solucion estandar con jeringas de inyeccion
y se hicieron pasar por filtros de 0.45 um (13 mm) para ser transferidos a sus
respectivos viales.

= Las soluciones (a) y el grupo de viales correspondientes a cada vitamina se
almacenaron a 4 °C por dos semanas.

3.4.3.2 Método cromatografico y analisis

Las diluciones estandares de vitamina D; y D, se inyectaron en el HPLC para
cuantificar colecalciferol y ergocalciferol; posteriormente el conjunto de cromatogramas
por estandar de solucion permitird obtener la curva estandar de calibracion con su
respectivo modelo de regresion.

Se utiliz6 el HPLC Agilent modelo 1100 junto al software ChemStation. Se crearon
los métodos de analisis en el software; VITD para vitamina D3 y VITD2 para vitamina
D,, bajo las siguientes condiciones: se usé un inyector manual Agilent 1100 con una
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valvula de inyecciéon Rheodyne 77251 ajustada a un volumen de inyeccion de 20 pL; se
tomaron 20 pL. de cada vial de solucidon estandar para ser inyectados en la valvula de
inyeccion, se dejo un tiempo promedio de 5 segundos en posicion abierta a la valvula
para favorecer la mezcla con la fase movil; se realizaron tres inyecciones por cada nivel
de solucién estandar. Se utiliz6 una columna analitica ZORBAX Eclipse XDB-C18
Agilent (4.6 mm x 150 mm) 5 pm de tamafo de particula con una tasa de flujo de 1.0
mL/min; la fase movil usada fue metanol: acetonitrilo (70:30 vol/vol); se utilizdé un
detector de arreglo de diodos a 254 nm. La duracion total del anélisis cromatografico fue
12 minutos. Los estandares utilizados en la formacion de las curvas de regresion fueron
de pureza 99% y 98%, vitamina D3 y D, respectivamente. Estos permitieron obtener un
pico de vitamina D3 y D, tnico en los analisis. La temperatura ambiente promedio fue de
20 °C. La presion promedio fue de 43 bar para vitamina D53 y 40 bar para vitamina D,.

La cuantificacion o andlisis se determind por las areas bajo el pico de vitamina Ds
como un indice de concentracién de vitamina D3 a u tiempo promedio de elucion (Mattila
y otros 1992). Las diluciones estandares de 0.00378 a 42 ug de vitamina D3 y D,/mL de
ACN vy el area registrada bajo el pico de vitamina D3 y D, en unidades de mili
absorbancia por segundo (mAU*s) permitid construir cada curva estdndar de regresion
lineal con su respectivo limite minimo de detecciéon para cada vitamina estandar de
solucion.

3.4.3.3 Obtencion de modelos de regresion

Para obtener los modelos de regresion linear de vitamina Ds; y D, se realizaron
graficas de tendencia correspondientes a cada estandar de vitamina. La variable
dependiente fue el area promedio bajo el pico de cada nivel del cromatograma
correspondiente al nivel de solucion estdndar. La variable independiente fue la
concentracion de vitamina D expresada como pg de vitamina D/mL de ACN.

Por ser curvas estandares de calibracion se escogen modelos de regresion que tengan
un coeficiente de determinacion o R? > 0.999. Esto favorece el poder de prediccion de
las curvas para obtener valores precisos con respecto a muestras de alimentos a
cuantificar.

3.4.4 Desarrollo de diluciones de validacion de vitamina D3 y D,

Con el objetivo de verificar la precision y exactitud de los modelos de regresion
obtenidos de las curvas estandares de calibracion se realizaron diluciones de validacion.
Estas diluciones fueron analizadas y cuantificadas bajo las mismas condiciones
cromatograficas que las diluciones estandares de calibracion.

Las diluciones estandares de validacion de vitamina D3 y D, fueron establecidas
dentro del rango de las curvas estandar de 0.00378 a 42 pg de vitamina D/mL de ACN.
Esto para asegurar la linearidad del modelo de regresion de la curva de calibracion
estandar.
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3.4.4.1 Preparacion de las diluciones de validacion de vitamina D;

Toda la elaboracion de las diluciones se realizd bajo condiciones de luz de

seguridad roja, libre de corrientes de aire y a temperatura promedio de 20 °C.

La cristaleria fue previamente lavada con MeOH grado reactivo.

Preparacion de las diluciones de validacion.

(a) Se pesaron 2.1 mg de estandar de vitamina D3 con un palillo de dientes en un
balon volumétrico de 50 mL, posteriormente fue aforado con ACN al
volumen antes mencionado, la concentracion final fue de 42 pg de
colecalciferol/mL de ACN. Esta solucion fue empleada como solucion madre,
no de validacion.

(b) Se transfirieron 4 mL de la solucion (a) a un balon volumétrico de 5 mL, se
afor6 con ACN para tener una concentracion final de 33.6 pg de
colecalciferol/mL de ACN.

(c) Se trasladaron 0.5 mL de soluciéon (a) a un balon volumétrico de 10 mL, se
afor6 con ACN para tener una concentraciéon final de 2.1 pg de
colecalciferol/mL de ACN.

(d) Se trasladaron 5 mL de solucién (c) a un balon volumétrico de 10 mL, se aford
con ACN para tener una concentracion final de 1.05 pg de colecalciferol/mL
de ACN.

(e) Se transfirieron 0.3 mL de la solucién (¢) a un balon volumétrico de 10 mL, se
afor6 con ACN para obtener una concentracion final de 0.063 pg de
colecalciferol/mL de ACN.

(f) Se trasladaron 3 mL de la solucion (d) a un balén volumétrico de 5 mL, se
afor6 con ACN para obtener un concentracion final de 0.0378 pg de
colecalciferol/mL

Todos los balones volumétricos fueron forrados con papel aluminio y se rotularon

de acuerdo al nivel de concentracion

Para cada balon volumétrico se asignd un vial, previamente forrado con papel

aluminio y rotulado.

De cada baldn se extrajeron 4 mL de solucion estdndar con jeringas de inyeccion

y se hicieron pasar por filtros de 0.45 um (13 mm) para ser transferidos a sus

respectivos viales.

Las diluciones (b), (c), (d), (e), (f) y el grupo de viales correspondientes a las

diluciones de validacion se almacenaron a 4 °C por dos semanas.

3.4.4.2 Preparacion de las diluciones de validacion de vitamina D,

Toda la elaboracion de las diluciones se realizé bajo condiciones de luz de

seguridad roja, libre de corrientes de aire y a temperatura promedio de 20 °C.

La cristaleria fue previamente lavada con MeOH grado reactivo.

Preparacion de las diluciones de validacion.

(a) Se pesaron 2.1 mg de estandar de vitamina D, con un palillo de dientes en un
baléon volumétrico de 50 mL, posteriormente fue aforado con ACN al
volumen antes mencionado, la concentracion final fue de 42 pg de
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colecalciferol/mL de ACN. Esta solucion fue empleada como solucion madre,
no de validacion.

(b) Se transfirieron 4 mL de la solucion (a) a un balén volumétrico de 5 mL, se
afor6 con ACN para tener una concentracion final de 33.6 pg de
colecalciferol/mL de ACN.

(c) Se trasladaron 0.5 mL de solucién (a) a un baldon volumétrico de 10 mL, se
afor6 con ACN para tener una concentracion final de 2.1 pg de
ergocalciferol/mL de ACN.

(d) Se trasladaron 5 mL de solucion (¢) a un balon volumétrico de 10 mL, se aford
con ACN para tener una concentracion final de 1.05 pg de colecalciferol/mL
de ACN.

(e) Se transfirieron 2.5 mL de la solucién (d) a un balon volumétrico de 5 mL, se
afor6 con ACN para obtener una concentracion final de 0.525 pg de
colecalciferol/mL de ACN.

(f) Se trasladaron 0.2 mL de la solucién (c) a un balén volumétrico de 10 mL, se
afor6 con ACN para obtener un concentracion final de 0.42 pg de
colecalciferol/mL de ACN.

= Todos los balones volumétricos fueron forrados con papel aluminio y se rotularon
de acuerdo al nivel de concentracion

= Para cada balén volumétrico se asignd un vial, previamente forrado con papel
aluminio y rotulado.

= De cada balon se extrajeron 4mL de solucion estandar con jeringas de inyeccion y
se hicieron pasar por filtros de 0.45 pm (13 mm) para ser transferidos a sus
respectivos viales.

= Las diluciones (b), (c), (d), (e), (f) y el grupo de viales correspondientes a las
diluciones de validaciéon se almacenaron a 4 °C por dos semanas.

3.4.4.3 Métodos cromatograficos y de analisis

Los métodos cromatograficos usados para las validaciones de vitamina D; y D, fueron
los mismos métodos creados para las curvas estdndares de calibracion de cada vitamina.

Para la validacion de la curva de calibracion se hizo uso de las diluciones de
validacion de 33.6, 2.1, 1.05, 0.063 y 0.0378 pg de vitamina D3/mL de ACN y el método
“VITD” bajo las mismas condiciones iniciales de su creacion.

Para la validacion de la curva de calibracion se hizo uso de las diluciones de
validacion de 33.6, 2.1, 1.05, 0.525 y 0.420 pg de vitamina D,/mL de ACN y el método
“VITD2” bajo las mismas condiciones iniciales de calibracion.

3.4.4.4 Analisis estadistico

Se utilizo el programa Sistemas de Analisis Estadistico (SAS®, por sus siglas en
inglés) version 9.1. Se evaluaron los resultados con un nivel de significancia de 5% (P<
0.05). Se realiz6 un andlisis de correlacion y prueba t para determinar la ausencia de
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diferencias estadisticas entre las concentraciones de vitamina D3 y D, reales versus las
esperadas en los diferentes niveles de solucion de validacion mediante el uso de sus
respectivos modelos de regresion.



4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 DETERMINACION DE CURVA ESTANDAR DE COLECALCIFEROL

En el Cuadro 3 se muestra que los coeficientes de variacion [CV (%)] de los tiempos
de retencion respecto a cada nivel de solucion estdndar fueron <1%, por lo tanto se
determin6d que el HPLC Agilent 1100 fue preciso al identificar colecalciferol en cada
cromatograma en el rango de concentracion establecido en el estudio.

Al determinar la curva estdndar de colecalciferol se identifico que el tiempo de
retencion varid de un nivel a otro en segundos, es asi que el tiempo promedio de
retencion del estandar fue de 9.84 + 0.094 minutos. Por lo tanto fue a este tiempo donde
el colecalciferol fue identificado y cuantificado por el HPLC.

Cuadro 3. Tiempo de retencion y CV(%) de colecalciferol.

Dilucion estindar (ug/mL) Tiempo de retencion (min)* Coeficiente variacién(%) b

42 9.71 £0.09 0.88
12.6 9.92 +£0.02 0.15
10.08 9.93+0.03 0.31
1.89 9.85+0.05 0.51
0.378 9.88 £ 0.06 0.60

0.0315 9.80+0.1 0.70

*Tiempo promedio de retencion de tres lecturas por nivel de dilucidn estandar de vitamina D;
®CV (%) del tiempo promedio de retencion de cada nivel de dilucion estandar de vitamina D5

Se muestra en la Figura 1 una agrupacion de 18 cromatogramas obtenidos con el
software ChemStation Agilent 1100. Los cromatogramas mencionados corresponden a
los niveles desde 0.0315 pg de colecalciferol/mL ACN a 42 pg de colecalciferol/mL
ACN.

La desviacion estandar nos indica que el tiempo de retencion de los 18 niveles
detectables vari6 en =+ 5.66 segundos y el % coeficiente de variacion de 0.959 nos
muestra que nuestros tiempos no varian mucho de un nivel respecto a otro.
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Figura 1. Agrupacion de cromatogramas detectables de colecalciferol en HPLC.

En el Cuadro 4 se muestran las areas promedio de colecalciferol respecto a cada nivel
de solucion estandar. Las areas promedio obtenidas por el cromatografo liquido respecto
a cada nivel de dilucion estdndar son precisas ya que se obtuvieron CV (%) menores a
6.36.

Se realizd un analisis de regresion lineal donde se encontrdé una relacion directa
(P<0.05) entre la concentracion de dilucion estdndar respecto a las areas promedio

obtenidas en el HPLC.

Cuadro 4. Areas promedio y CV (%) de colecalciferol.

Dilucion estandar Tiempo * Area promedio " Coeficiente de
(ng/mL) Retencion (min) (mAU*s) Variacion (%)

42 9.71 £0.09 1697.12 £ 1.15 0.07

12.6 9.92 £0.02 492.41 £ 1.68 0.34

10.08 9.93+0.03 396.51 £2.15 0.54

1.89 9.85+0.05 83.10+0.51 0.61

0.378 9.88 £0.06 20.41 +£0.13 0.65

0.0315 9.80+0.1 1.27 +£0.08 6.36

* Tiempo promedio de retencion de tres lecturas por nivel de dilucion estandar de vitamina Ds

® Area promedio de tres lecturas por nivel de dilucion estindar de vitamina Dj,
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Se muestra en la Figura 2 la curva estandar para la cuantificacion de vitamina D3 que
se obtuvo por regresion lineal. La variable dependiente muestra el area de colecalciferol
reportada por cada cromatograma realizado. La variable independiente representa los pg
de colecalciferol /mL de ACN.

Se obtuvo un coeficiente de determinacion de 0.9998, indicando una relacidon directa
entre la concentracion de vitamina Ds;/mL ACN y su area de pico de colecalciferol
registrado en el HPLC. (Anexos 1, 2, 3,4, 5y 6)

1600 - y =40.303x- 1.3812
R =0.9998

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45
pg colecalciferol / mL ACN

Area de colecalciferol (mAU*s)
>
S

Figura 2. Curva estandar de colecalciferol.

La curva estandar permitira cuantificar colecalciferol en el rango de 0.0315 a 42
pg/mL de ACN o desde 0.00315 a 4.2 mg de vitamina D3/100 g de muestra. Por ejemplo,
el atin enlatado con aceite tiene el nivel de colecalciferol minimo detectable (0.0059
mg/100 g de muestra), la margarina fortificada tiene 0.0106 mg/100 g de muestra, el
aceite de higado de bacalao es uno de los alimentos con mayor cantidad de colecalciferol
(0.2398 mg/100 g de muestra) sin dejar por fuera a las tabletas como suplementos
alimenticios con 4 mg/100 g de muestra.

La solucion con 0.0252 pg/mL de ACN o 0.00252 mg/100 g de muestra y los niveles
inferiores subsiguientes no fueron detectados en el cromatografo liquido bajo la
metodologia implementada (Anexo 7). Por lo tanto, alimentos como la yema de huevo,
leche entera fortificada, queso suizo, higado o carne de res cocida no son detectables bajo
las condiciones antes mencionadas.

Es de importancia que al analizar cualquier alimento sea necesario consultar la
literatura para tener una idea de la cantidad de vitamina D que éste posee para poder
definir si esta dentro de la curva estandar de calibracion.
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En el Cuadro 5 se muestran los tiempos promedios de retencion y coeficientes de
variacion (%) para cada nivel de dilucion de validacion.

Cuadro 5. Tiempo de retencion y CV (%) de validacion de colecalciferol.

Validacion estandar (pg/mL) Tiempo retencién (min) * CV (%)"
33.6 9.83+0.03 0.31
2.1 9.68 £0.06 0.6
1.05 9.73+£0.01 0.06
0.063 9.72 +£0.01 0.14
0.0378 9.76 £ 0.06 0.65

* Tiempo promedio de retencion de tres repeticiones por nivel de solucion estandar

ey (%) correspondiente a los tiempos de elucion por cada nivel de validacion de colecalciferol.

Las diluciones de validacion fueron identificadas como colecalciferol por el método
“VITD” creado en el software ChemStation Agilent, éstas se reportaron como
colecalciferol con areas de 100%. Es importante conocer que, una solucion de validacion
se reporta como colecalciferol si se ajusta al tiempo de retencion promedio de la curva
estandar. (Anexos 8,9, 10, 11 y 12)

En el Cuadro 6 se muestra que al reemplazar el area promedio de colecalciferol de las

diluciones de validacién en el modelo de regresion de la curva estandar se obtuvieron
concentraciones iniciales proyectadas, expresadas en pg de colecalciferol/mL de ACN.

Cuadro 6. pg de colecalciferol /mL de ACN obtenidos del modelo de regresion.

Concentracion Area promedio Concentracion
conocida (ng/mL) (mAU*s) obtenida del modelo (ug/mL)
33.6 1360.87 33.8
2.10 84.13 2.12
1.05 42.09 1.08
0.063 2.63 0.0996
0.0378 1.56 0.0730

El anélisis de correlacion (Anexo 13) determind que existe una asociacion de
correlacion del 100% (P<0.05) entre los valores de concentraciéon conocidos versus
proyectados obtenidos a partir del modelo de regresion de la curva estandar de
colecalciferol. La prueba t (Anexo 14) determiné la ausencia de diferencias significativas
entre los valores conocidos versus proyectados (P[t>0.9947). Por lo tanto la curva
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estandar de calibracion tiene un buen poder de prediccion de colecalciferol en el rango
detectable de estandar de dilucion.

4.2 DETERMINACION DE CURVA ESTANDAR DE ERGOCALCIFEROL.

El Cuadro 7 muestra que los coeficientes de variacion [CV (%)] de los tiempos de
retencion respecto a cada nivel de solucion estindar fueron <1%, por lo tanto se
determin6 que el HPLC Agilent 1100 fue preciso al identificar colecalciferol en cada
cromatograma. Al determinar la curva estindar de colecalciferol se identificd que el
tiempo de retencidon varié de un nivel a otro en segundos, es asi que el tiempo promedio
de retencion del estandar fue de 9.17 £ 0.061 minutos. Por lo tanto fue a este tiempo
donde el ergocalciferol fue identificado y cuantificado por el HPLC.

Cuadro 7. Tiempo de retencion y CV (%) de ergocalciferol.

Dilucién estandar (ng/mL) Tiempo retencién (min)* Coeficiente variacion (%)"

42 9.14+0.02 0.23
12.6 9.13+0.04 0.46
10.08 9.24+0.09 0.98
1.89 9.19+0.04 0.44
0.378 9.17+0.03 0.38

*Tiempo promedio de retencion de tres lecturas por nivel de dilucion estandar de vitamina D,
> CV (%) del tiempo promedio de retencion de cada nivel de dilucion estandar de vitamina D,

La Figura 3 muestra una agrupacion de 15 cromatogramas generados por el software
ChemStation Agilent 1100 (0.378 pg/mL ACN — 42 pg/mL ACN). La desviacion
estandar nos indica que el tiempo de retencion varid en +3.65 segundos y el coeficiente
de variacion (%) de 0.663 nos muestra que nuestros datos no varian mucho uno del otro.
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Figura 3. Agrupacion de cromatogramas detectables de ergocalciferol en HPLC.
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En el Cuadro 8 se muestran las areas promedio de ergocalciferol y %CV respecto a
cada nivel de solucion estandar. Las areas promedio obtenidas son precisas ya que se
obtuvieron %CV< 0.62. Se realizd un analisis de regresion donde se encontrd una
relacion directa (P<0.05) entre la concentracion de solucidon estandar respecto a las areas
promedio obtenidas en el HPLC

Cuadro 8. Areas promedio y CV (%) de ergocalciferol.

Dilucion estandar Tiempo® Area promediob Coeficiente
(ng/mL) retencion (min) (mAU*s) Variacion (%)
42 9.14 +£0.02 962.34 + 0.54 0.06
12.6 9.13+0.04 365.18 £ 1.11 0.30
10.08 9.24 £0.09 292.32 +£1.06 0.36
1.89 9.19+£0.04 47.69 £0.18 0.38
0.378 9.17+0.03 7.38 £0.05 0.61

* Tiempo promedio de retencion de tres lecturas por nivel de dilucion estandar de vitamina D,

® Area promedio de tres lecturas por nivel de dilucion estandar de vitamina D,

La Figura 4 muestra la curva estandar para la cuantificacion de vitamina D, que se
obtuvo por regresion lineal. Al igual que la curva de calibracion de colecalciferol la
variable dependiente muestra el area de ergocalciferol reportada por cada cromatograma
realizado y la variable independiente representa los ug de ergocalciferol /mL de ACN. Se
obtuvo un coeficiente de determinacion de 0.9906, indicando una relacion directa entre la
concentracion de vitamina D3;/mL ACN y su area de pico de colecalciferol registrado en
el HPLC. Este coeficiente de determinacion no es suficiente para este tipo de compuesto
de baja concentracion en alimentos ya que debe ser >a 0.999

1200 -

y =22.932x+23.157
R = 0.9906

1000 +

Area de ergocalciferol (mAU*s)

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45

ng ergocalciferol / mL ACN

Figura 4. Curva estandar de ergocalciferol.
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La curva estandar permitird cuantificar ergocalciferol en el rango de 0.378 a 42 pg/mL
de ACN o desde 0.0378 a 4.2 mg de vitamina D,/100 g de muestra. La soluciéon con
0.0315 pg/mL de ACN o0 0.00315 mg/100 g de muestra no fue detectable con el detector
de fluorescencia por la oxidacioén del estandar de ergocalciferol. Los niveles inferiores
subsiguientes a la dilucion antes mencionada no fueron detectados en el cromatografo
liquido bajo la metodologia implementada, atn cuando el detector DAD si podria
cuantificar. Por lo tanto, al analizar cualquier alimento sera necesario consultar
bibliografia para tener una idea de la cantidad de ergocalciferol que éste posee para poder
definir si esta dentro de la curva estandar de calibracion.

En el Cuadro 9 se muestran los tiempos promedios de retencion y areas promedio por
cada nivel de solucion de validacion.

Cuadro 9. Tiempo de retencion y CV (%) de validacion de ergocalciferol.

Validacion estandar (ug/mL) Tiempo de retenciéon (min)* CV (%)"
33.6 9.14 £0.01 0.11
2.1 9.19+£0.02 0.17
1.05 9.20+£0.02 0.17
0.525 9.17£0.04 0.38
0.42 9.18 £0.04 0.44

* Tiempo promedio de retencion de tres repeticiones por nivel de solucion estandar.
CV (%) correspondiente a los tiempos de elucion por cada nivel de validacion de ergocalciferol.

Las diluciones de validacion fueron identificadas como colecalciferol por el método
“VITD2” creado en el software ChemStation Agilent, éstas se reportaron como
ergocalciferol. Es de importancia conocer que, una solucion de validacidon se reporta
como ergocalciferol si se ajusta al tiempo de retencion promedio de la curva estandar.

En el Cuadro 10 se muestra que al reemplazar el area promedio de ergocalciferol de
las diluciones de validacion en el modelo de regresion de la curva estandar se
obtuvieron concentraciones iniciales proyectadas, expresadas en pug de ergocalciferol/mL
de ACN. Estos valores obtenidos fueron subestimados en los cinco niveles de solucion de
validacion.

Cuadro 10. pg de ergocalciferol /mL de ACN obtenidos del modelo de regresion.

Concentracion Area promedio Concentracion
Conocida (ng/mL) (mAU*s) obtenida del modelo (ug/mL)
33.6 850.231 31.71
2.1 51.49 1.24
1.05 24.53 0.06
0.525 12.74 -0.45

0.42 9.28 -0.60




21

Estos valores subestimados se atribuyen a la oxidacion de la vitamina estandar de
ergocalciferol. El vial que contenia el estaindar no fue almacenado bajo las indicaciones
del proveedor el cual menciona que una vez abierto debe ser almacenado bajo nitrégeno y
libre de corrientes de aire. Este no contaba con la cinta adhesiva de proteccion antes de su
apertura asi como en congelacion.

A pesar de obtener los valores antes mencionados se determind estadisticamente
(Anexo 15) que existe una asociacion de correlacion del 99.99% (P<0.05) entre los
valores de concentracion conocidos y los valores esperados o proyectados obtenidos a
partir del modelo de regresion de la curva estandar de ergocalciferol. En el andlisis de la
prueba t (Anexol6) no se encontraron diferencias significativas entre los valores
conocidos versus proyectados (P[t>0.9570), se determin6 que la preparacion de
diluciones estandar y de validacion fueron llevadas a cabo manteniendo la linearidad de
ergocalciferol oxidada.



5. CONCLUSIONES

El HPLC Agilent 1100 fue preciso y exacto al determinar la presencia de vitamina D; en
muestras de dilucion estandar.

La curva estandar de calibracion cuantific6 de manera exacta y precisa vitamina Ds en el
rango entre 3.15 a 4200 pg de colecalciferol/100 g de muestra.

La curva estandar de calibracion no cuantifico de manera exacta vitamina D, en el rango
entre 37.8 a 4200 pg de ergocalciferol/100 g de muestra, debido a valores subestimados
por oxidacién del estdndar de vitamina.



6. RECOMENDACIONES

Realizar una nueva curva estandar de ergocalciferol siguiendo las condiciones de
almacenamiento del estdndar propuesto por el proveedor.

Establecer una nueva curva estandar de colecalciferol y ergocalciferol con precolumna
Cis, ya que preservaria la vida util de la columna ZORBAX Eclipse XDB-C18 Agilent y
a la vez el tiempo de retencion en la columna se alargaria.

Usar un detector electroquimico en lugar de arreglo de diodios para poder detectar
concentraciones mas bajas que 0.00252 mg de vitamina D/100 g muestra.

Usar estandares de vitaminas liquidos en lugar de cristalinos, ya que elimina el proceso
de pesado y reduce el error humano.

Realizar el proceso de extraccion de colecalciferol en alimentos de origen animal
propuesto por Mistry y otros (2002) y extraer ergocalciferol de alimentos de origen
vegetal segin el método AOAC 982.29.
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Anexo 1. Cromatograma del estandar de vitamina D3 de 42 pg/mL.

Data File C:\HPCHEM\1\DATA\VITD\VLDD3048.D Sample Name: 42 ug/mL ACN R6

Validacién colecalciferol 42 ug/mL ACN R6
20.6 Celcius., 39 bar.

Injection Date : 17/10/2006 04:40:55 p.m.

Sample Name : 42 ug/mL ACN Ré Location : Vial 1

Acg. Operator : DBravo

Acg. Instrument : Instrument 1

Acg. Method : C:\HPCHEM\1\METHODS\CEA\VITD.M

Last changed i 17/10/2006 03:11:30 p.m. by DBravo
(modified after loading)

Bnalysis Method : C:\HPCHEM\1\METHODS\CEA\VITD.M

Last changed : 30/10/2006 04:15:32 p.m. by Victor Taleon
(modified after loading)

Metodo de lectura de vitamina D3 (colecalciferol) 800-0.008 UI/ml

Metanol:ACN (70:30 vol/vol) C18. sin precolumna. DAD 254nm.

DAD1 A, Sig=254,4 Ref=360,100 (VITDWLDD3048.D)

|

! i

80—

4

40-

S — S — —

' 7 s ] 9 0 11 __min
External Standard Report

Sorted By H Signal

Calib, Data Modified : Sunday, 01 le October le 2006 08:07:34 p.m.

Multiplier H 1.0000

Dilution H 1.0000

Sample Amount H 20.00000 [ng/ul] {not used in calc.)

Use Multiplier & Dilution Factor with ISTDs

Signal 1: DADl1 A, S5ig=254,4 Ref=360,100
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10.184 - - - Colecalciferol
Totals : 0.00000

Results obtained with enhanced integrator!
1 Warnings or Errors

Warning : Calibrated compound(s) not found

e - CE LT E=san

Area Percent Report

Sorted By : Signal

Calib. Data Modified : Sunday, 01 le October le 2006 08:07:34 p.m.
Multiplier : 1.0000

Dilutien 2 1.0000

Sample Amount : 20.00000 [ng/ul] (not used in calc.)

Use Multiplier & Dilution Factor with ISTDs

Signal 1: DAD1 A, Sig=254,4 Ref=360,100

Peak RetTime Type Width Area Area Name
# [min] [min] [mAU*s] %
=== [ mmem——— [mmm——— = mm——— |m————————— |mm—————— e
1 9.779 BB 0.2882 1696.85193 100.0000 Colecalciferol
2 10.184 0.0000 0.00000 0.0000
Totals : 1696.85193

Results obtained with enhanced integrator!
1 Warnings or Errors :

Warning : Calibrated compound(s) not found

*** End of Report ***

Instrument 1 30/10/2006 04:21:03 p.m. Victor Taleon Page 2 of 2
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Anexo 2. Cromatograma del estandar de vitamina D3 de 12.6 ug/mL.

Data File C:\HPCHEM\1\DATA\VITD\VLDD3016.D Sample Name: 12.6 ug/ML R3

Validacién de colecalciferol 12.6 ug/ml ACN R3
19.6 Celcius. 49 bar.

Injection Date : 16/10/2006 06:12:37 p.m.

Sample Name : 12.6 ug/ML R3 Location : Vial 1

Acqg. Operator : DBravo

Acqg. Instrument : Instrument 1

Acqg. Method : C:\HPCHEM\1\METHODS\CEA\VITD.M

Last changed : 16/10/2006 05:10:18 p.m. by DBravo
(modified after loading)

Bnalysis Method : C:\HPCHEM\1\METHODS\CEA\VITD.M

Last changed : 30/10/2006 04:15:32 p.m. by Victor Taleon
(modified after loading)

Método de lectura de vitamina D3 (colecalciferol) 800-0.008 UI/ml

Metanol:ACN (70:30 vol/vol) C18. sin precolumna. DAD 254nm.

DAD1 A, Sig=254,4 Ref=380,100 (VITDWLDD3016.D)

mAU =)
Fﬁ
25 - I
I
B
20~ ! | i'
4 I l
|
15 Fo
1 | |
.
|
10 If l1 |
] r|| |I |
] -
5" !
[
J \ '
0-- . —— I
T T L
6 7 8 9 10 11 min
External Standard Report
Sorted By H Signal
Calib. Data Modified : Sunday, 01 le October le 2006 0B:07:34 p.m.
Multiplier : 1.0000
Dilution H 1.0000
Sample Amount 2 20.00000 [ng/ul] (not used in calec.)
Use Multiplier & Dilution Factor with ISTDs
Signal 1: DAD1 A, Sig=254,4 Ref=360,100
RetTime Type Area Amt /Area Amount Grp Name

10.184 - - - Colecalciferol
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Warning : Calibrated compound(s) not found

===

Area Percent Report

Sorted By H ._ign_al
Calib, Data Modified : Sunday, 01 le October le 2006 08:07:34 p.m.
Multiplier H 1.0000
Dilution é 1.0000

Sample Amount 20.00000 ([ng/ul] (not used in calec.)
Use Multiplier & Dilution Factor with ISTDs

Signal 1: DAD1 A, Sig=254,4 Ref=360,100

Peak RetTime Type Width Area Area Name
# [min] [min] [mAU*s] %

el e | ====== | ey e | = | s
1 9.901 BP 0.2693 491.82336 100.0000 Colecalciferol
2 10.184 0.0000 0.00000 0.0000

Totals : 491.82336

Results obtained with enhanced integrator!
1 Warnings or Errors :

Warning : Calibrated compound({s) not found

*+** End of Report ***

Instrument 1 30/10/2006 04:49:31 p.m. Victor Taleon Page 2 of 2
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Anexo 3. Cromatograma del estandar de vitamina D3 de 10.08 pg/mL.

Data File C:\HPCHEM\1\DATA\VITD\VLDD3017.D Sample MWame: 10.8 ug/ML R1

Validacidn de ceolecalciferol 10.8 ug/ml ACN R1
19.6 Celcius. 48 bar.

Injection Date : 16/10/2006 06:26:22 p.m.

Sample Name i 10.8 ug/ML R1 Location : WVial 1
Acg. Operator : DBravo

Acq. Instrument : Instrument 1

Acg. Method i C:\HPCHEM\1\METHODS\CEA\VITD.M

Last changed : 16/10/2006 05:10:18 p.m. by DBravo

(modified after loading)
Analysis Method : C:\HPCHEM\1\METHODS\CER\VITD.M
Last changed : 30/10/2006 04:15:32 p.m. by Victor Taleon
(modified after loading)
Método de lectura de vitamina D3 (colecalciferol) 800-0.008 UI/ml
Metanol:ACN (70:30 vol/vol) C18. sin precolumna. DAD 254nm.

DAD1 A, Sig'-'254.4 Ref=360,100 (VITDWLDD3017.D) -
mAU 2
5
1
i
20 [t
.
I
17.5 11
p .
1 { !
15
] I 1
. [
1235 1 | |
I
i |
2 | |
. 10 | |
| f |
754 { \
! |
] | |
57 [ \
I
i 1
/ |
25 / \\h
o4 L,// . R
1 T T T L T T
[: 7 - 8 9 10 11 min
External Standard Report
Sorted By : Signal
Calib. Data Modified : Sunday, 01 le October le 2006 08:07:34 p.m.
Multiplier : 1.0000
Dilution H 1.0000

Sample Amount 20.00000 [ng/ful] {(not used in calec.)
Use Multiplier & Dilution Factor with ISTDs

Signal 1: DAD1 A, Sig=254,4 Ref=360,100

RetTime Type Area Amt /Area Bmount Grp Name
[min] [mAU*s] [ng/ul]

------- et el el el e e e L et
9.963 BB 392.56451 7.65677e-1 300.57755 Colecalciferol
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Anexo 4. Cromatograma del estandar de vitamina D3 de 1.89 ug/mL.

Data File C:\HPCHEM\1\DATA\VITD\VLDD3024.D Sample Name: 1.8% ug/ML R1

Validacién de colecalciferol 1.89 ug/ml ACN R1
19.5 Celcius. 46 bar.

Injection Date : 16/10/2006 08:11:40 p.m.

Sample Name : 1.89 ug/ML R1 Location : vial 1
Acg. Operator : DBravo

Acg. Instrument : Instrument 1

Rcg. Method : C:\HPCHEM\1\METHODS\CEAR\VITD.M

Last changed : 16/10/2006 05:10:18 p.m. by DBravo

(modified after loading)
Analysis Method : C:\HPCHEM\1\METHODS\CEA\VITD.M
Last changed : 30/10/2006 04:15:32 p.m. by Victor Taleon
(modified after loading)
Método de lectura de vitamina D3 (colecalcifercl) 800-0.008 UI/ml
Metanol:ACN (70:30 vol/vol) Cl8. sin precolumna. DAD 254nm.
DAD1 A, Sig=254,4 Ref=360,100 (VITDWLDD3024.0)

mAU |

External Standard Report

=mme

Sorted By : Signal

Calib. Data Modified : Sunday, 01 le October le 2006 08:07:34 p.m.
Multiplier : 1.0000

Dilution 2 1.0000

Sample Amount ) 20.00000 [ng/ul] (not used in calec.)

Use Multiplier & Dilution Factor with ISTDs
Signal 1: DAD1 A, Sig=254,4 Ref=360,100

RetTime Type Area Amt /Area Amount Grp Name
[min] [mAU*s ] [ng/ul]

10.184 - - - Colecalciferol
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4 Waludiys UL LITULS 3

Warning : Calibrated compound(s) not found

Area Percent Report

Sorted By - Signal

Calib. Data Modified : Sunday, 01 le October le 2006 08:07:34 p.m.
Multiplier 3 1.0000

Dilutien - 1.0000

Sample Amount i 20.00000 [ng/ul] (not used in cale.)

Use Multiplier & Dilution Factor with ISTDs

Signal 1: DAD1 A, Sig=254,4 Ref=360,100

Peak RetTime Type Width Area Area Name
# [min] [fmin] [mAU*s] %
e | ====== | ======- | === = == [ —
1 9.812 BB 0.26B9 83.24539 100.0000 Colecalciferol
2 10.184 0.0000 0.00000 0.0000
Totals : 83.24539

Results obtained with enhanced integrator!
1 Warnings or Errors :

Warning : Calibrated compound(s) not found

*+*+* End of Report **%*

Instrument 1 30/10/2006 04:44:22 p.m. Victor Taleon Page 2 of 2
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Anexo 5. Cromatograma del estandar de vitamina D3 de 0.378 pg/mL.

Data File C:\HPCHEM\1\DATA\VITD\VLDD3028.D Sample Name: 0.378 ug/ML R1

Validacién de colecalciferol 0.378 ug/ml ACN R1
19.6 Celcius. 47 bar.

Injection Date : 16/10/2006 09:07:22 p.m.

Sample Name : 0.378 ug/ML R1 Locatieon : Vial 1
Acg. Operator : DBravo

Acg. Instrument : Instrument 1

Acg. Method + C:\HPCHEM\1\METHODS\CER\VITD.M

Last changed : 16/10/2006 05:10:18 p.m. by DBravo
{modified after loading)
Analysis Method : C:\HPCHEM\1\METHODS\CEA\VITD.M
Last changed : 30/10/2006 04:15:32 p.m. by Victor Taleon
(modified after leoading)
Método de lectura de vitamina D3 (colecalciferol) B00-0.008 UI/ml
Metanol:ACN (70:30 vol/vol) C18. sin precolumna. DAD 254nm.

DAD1 A, Sig=254 4 Ref=360,100 (VITDWLDD3028 D)
mAU | 3
A |
.
[
] A
05 ; \l
1 Ir l\
0.6
[
. {
0.4 - | \
] I
. |
02 [ \
l".
0 _\/\/wa P P _L.‘/""\\_/\/,,._/-\.—.
T T T T T
[ 7 8 9 10 “noo mlrJ

External Standard Report

Sorted By H Signal

Calib. Data Modified : Sunday, 01 le October le 2006 0B:07:34 p.m.
Multiplier : 1.0000

Dilution H 1.0000

Sample Amount B 20.00000 [ng/ul] (not used in calc.)

Use Multiplier & Dilution Factor with ISTDs
Signal 1: DADl A, Sig=254,4 Ref=360,100

RetTime Type Area Amt /Area Amount Grp Name
iminj [{mAU*s] [ng/ul]

10.184 = - - Colecalciferol
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Results obtained with enhanced integrator!
1 Warnings or Errors

Warning : Calibrated compound(s) not found

Area Percent Report

Sorted By : Signal

Calib. Data Modified : Sunday, 01 le October le 2006 08:07:34 p.m.
Multiplier i 1.0000

Dilution : 1.0000

Sample Amount : 20,00000 [ng/ul) (not used in cale.)

Use Multiplier & Dilution Factor with ISTDs

Signal 1: DAD1 A, Sig=254,4 Ref=360,100

Peak RetTime Type Width Area Area Name
# [min] [min]) [mAU*s] %
A [ m——— | =————— | === [—————————m == R e
1 9.903 BP 0.2529 20.55804 100.0000 Colecalciferol
2 10.184 0.0000 0.00000 0.0000
Totals : 20.55804

Results obtained with enhanced integrator!
1 Warnings or Errors

Warning : Calibrated compound{s) not found

*** End of Report ***

Instrument 1 30/10/2006 04:45:58 p.m. Victor Taleon Page 2 of 2
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Anexo 6. Cromatograma del estandar de vitamina D; de 0.0315 pg/mL.

Data File C:\HPCHEM\1\DATA\VITD\VLDD3063.D Sample Name: 0.0315ug/mLACNR2

Validacidn colecalciferol 0.0315ug/mL ACN R2
20.3 Celcius. 41 bar.

Injection Date : 17/10/2006 08:26:42 p.m.

Sample Name : 0.0315ug/mLACNR2 Location : Vial 1
Acq. Operator : DBravo

Acq. Instrument : Instrument 1

Acg. Method : C:\HPCHEM\1\METHODS\CEA\VITD.M

Last changed : 17/10/2006 07:06:11 p.m. by DBravo

(modified after loading)
Analysis Method : C:\HPCHEM\1\METHODS\CEA\VITD.M
Last changed : 30/10/2006 04:15:32 p.m. by Victor Taleon

(modified after loading)
Método de lectura de vitamina D3 (colecalciferol) 800-0.008 UI/ml
Metanol:ACN (70:30 vol/vol) Cl8. sin precolumna. DAD 254nm. o
DAD1 A, Sig=254 4 Ref=360,100 (VITDWLDD3063.D)
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External Standard Report

Sorted By : Signal

Calib. Data Modified : Sunday, 01 le October le 2006 08:07:34 p.m.
Multiplier : 1.0000

Dilution H 1.0000

Sample Amount : 20.00000 [ng/ul] (not used in calc.)

Use Multiplier & Dilution Factor with ISTDs

Signal 1: DAD1 A, Sig=254,4 Ref=360,100



10.184 - = - Colecalciferol
Totals : 0.00000

Results obtained with enhanced integrator!
1 Warnings or Errors :

Warning : Calibrated compound(s) not found

Area Percent Report

Sorted By H Signal

Calib. Data Modified : Sunday, 01 le October le 2006 08:07:34 p.m,
Multiplier 2 1.0000

Dilution z 1.0000

Sample Amount : 20.00000 [ng/ul] (not used in calec.)

Use Multiplier & Dilution Factor with ISTDs

Signal 1: DAD1 A, Sig=254,4 Ref=360,100

Peak RetTime Type Width Area Area Name
£ [min] [min] [mAU*s] %
el R | = | = |~ ————— | -1- —
1 9.788 MM 0.2607 1.27394 100.0000 Colecalciferol
2 10.184 0.0000 0.00000 0.0000
Totals : 1.27394

Results obtained with enhanced integrator!
1 Warnings or Errors :

Warning : Calibrated compound(s) not found

*** End of Report ***

Instrument 1 30/10/2006 04:55:20 p.m. Victor Taleon Page 2 of 2
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Anexo 7. Cromatograma del estandar de vitamina D3 de 0.0252 pg/mL.

Data File C:\HPCHEM\1\DATA\VITD\VLDD3073.D Sample Name: 0.025 ug/mLACHNR3

Validacién colecalciferol 0.0252 ug/mL ACN R3

20.4 Celcius. 40

bar.

Injection Date
Sample Name
Acg. Operator
Acg. Instrument
Acg. Method
Last changed

Analysis Method
Last changed

Método de lectura
Metanol:ACN (70:30

17/10/2006 11:33:02 p.m.
0.025 ug/mLACNR3

DBravo

Instrument 1
C:\HPCHEM\1\METHODS\CEA\VITD.M
17/10/2006 07:06:11 p.m. by DBravo
(modified after loading)

Location : Vial 1

1 C:\HPCHEM\1\METHODS\CEA\VITD.M

30/10/2006 04:15:32 p.m. by Victor Taleon
(modified after loading)
de vitamina D3 (colecalciferol) B800-0.008 UI/ml

vol/vol) Cl8. sin precolumna. DAD 254nm.

DAD1 A, Sig=254,4 Ref=360,100 (VITDWLDD3073.D)

0.02 - (\

mAU
[
P
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B
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| l r/
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j f y
;v \ IN W
-0.04 - lfj
) |
i
T T T T T T —T ' © e T
6 7 8 9 ) 10 1 min
External Standard Report
Sorted By H Signal
Calib. Data Modified : Sunday, 01 le October le 2006 08:07:34 p.m.
Multiplier 1.0000
Dilution 1.0000
Sample Amount 20.00000 [ng/ful] (not used in calc.)

Use Multiplier & Dilution Factor with ISTDs

Signal 1: DADL A,

Sig=254,4 Ref=360,100



39

[RLFRIY] [T =] TITg7 o]
————————————— Rt e B B e
10.184 - - -

Totals : 0.00000

Results obtained with enhanced integrator!
1 Warnings or Errors

Warning : Calibrated compound(s) not found

Area Percent Report

Sorted By H Signal

Calib. Data Modified : Sunday, 01 le October le 2006 08:07:34 p.m.
Multiplier 8 1.0000

Dilution i 1.0000

Sample Amount : 20.00000 [ng/ul) (not used in calc.)

Use Multiplier & Dilution Factor with ISTDs

Signal 1: DAD1 A, Sig=254,4 Ref=360,100

Peak RetTime Type Width Area Area Name
4 [min] [min] [mAU*s] %
=== =m———-- |====== | ==———— J=—r=—mr— | | -
1 10.184 0.0000 0.00000 0.0000
Totals : 0.00000

Results obtained with enhanced integrator!
1 Warnings or Errors :

Warning : Calibrated compound(s) not found

*** End of Report ***

Instrument 1 30/10/2006 04:32:41 p.m. Victor Taleon Page 2 of 2
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Anexo 8. Cromatograma de validacion de vitamina D; de 33.6 pug/mL.

Data File C:\HPCHEM\1\DATA\VITD\VLDD3053.D Sample Name: 33.6 ug/mL ACNRS

Validacién colecalciferol 33.6 ug/mL ACN RS
20.2 Celcius. 40 bar.

Injection Date : 17/10/2006 05:52:40 p.m.

Sample Name : 33.6 ug/mL ACNRS Location : Vial 1
Acg. Operator : DBravo

Acqg. Instrument : Instrument 1

Acg. Method ¢ C:\HPCHEM\1\METHODS\CEA\VITD.M

Last changed : 17/10/2006 03:11:30 p.m. by DBravo
(modified after loading)

Analysis Method : C:\HPCHEM\1\METHODS\CEA\VITD.M

Last changed 30/10/2006 04:15:32 p.m. by Victor Taleon

(modified after loading)

Método de lectura de vitamina D3 (colecalcifercl) 800-0.008 UI/ml

Metanol:ACN (70:30 vol/vel) C18. sin precolumna. DAD 254nm.

DAD1 A, Sig=254.4 Ref=360,100 (VITDWLDD3053.D) i ]

mAUW g
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External Standard Report

Sorted By H Signal
Calib. Data Modified : Sunday, 01 le October le 2006 08:07:34 p.m.
Multiplier H 1.0000
Dilution 3 1.0000
20.00000 [ng/ul] (not used in calc.)

Sample Amount
Use Multiplier & Dilution Factor with ISTDs

Signal 1: DAD1 A, Sig=254,4 Ref=360,100



| = | Se———— R |==]======————————————
10.184 - - - Colecalciferol

Totals : 0.00000

Results obtained with enhanced integrator!
1 Warnings or Errors :

Warning : Calibrated compound(s) not found

=== R ————

Area Percent Report

Sorted By g Signal

Calib. Data Modified : Sunday, 01 le October le 2006 08:07:34 p.m.
Multiplier : 1.0000

Diluticon 2 1.0000

Sample Amount 1 20.00000 [ng/ul] {not used in calc.)

Use Multiplier & Dilution Factor with ISTDs

Signal 1: DAD1 A, Sig=254,4 Ref=360,100

Peak RetTime Type  Width Area Area Name
# [min] [min] [mAU*s] %
I |====== [ =mm———— | === === =mmmm
1 9.856 BB 0.2912 1361.33655 100.0000 Colecalciferol
2 10.184 0.0000 0.00000 0.0000
Totals 1361.33655

Results obtained with enhanced integrator!
1 Warnings or Errors :

Warning : Calibrated compound(s) not found

*** End of Report ***

Instrument 1 30/10/2006 04:23:00 p.m. Victor Taleon Page 2 of 2
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Anexo 9. Cromatograma de validacion de vitamina D3 de 2.1 pg/mL.

Data File C:\HPCHEM\1\DATA\VITD\VLDD3055.D Sample Name: 2.1 ug/mL ACNRZ

Validacién colecalciferol 2.1 ug/mL ACN R2
20.4 Celcius. 40 bar.

Injection Date : 17/10/2006 06:22:26 p.m.

Sample Name : 2.1 ug/mL ACNR2 Location : Vial 1

Acq. Operator : DBravo

Acqg. Instrument : Instrument 1

Acg. Method : C:\HPCHEM\1\METHODS\CEA\VITD.M

Last changed : 17/10/2006 03:11:30 p.m. by DBravo
(modified after loading)

Analysis Method : C:\HPCHEM\1\METHODS\CEAR\VITD.M

Last changed : 30/10/2006 04:15:32 p.m. by Victor Taleon
(modified after loading)

Método de lectura de vitamina D3 (colecalciferol) 800-0.008 UI/ml

Metanol:ACN (70:30 vol/vol) Cl8. sin precolumna. DAD 254nm.

| DADT A, Sig=254,4 Ref=360,100 (VITD\VLDD3055.0) ) ]
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4 i l
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0 _—w-—— T e T T ———
— — T T L A T T - T - L S A
€ 7 8 9 10 11  min
External Standard Report
Sorted By H Signal
Calib. Data Modified : Sunday, 0l le October le 2006 08:07:34 p.m.
Multiplier : 1.0000
Dilution : 1.0000
Sample Amount ) 20.00000 [ng/ul] {not used in cale.)

Use Multiplier & Dilution Factor with ISTDs

Signal 1: DADl A, Sig=254,4 Ref=360,100
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| | === =———————— | === | == ===mmmmmmmm e —m e
10.184 - = - Colecalciferol

Totals : 0.00000

Results obtained with enhanced integrator!
1 Warnings or Errors

Warning : Calibrated compound(s) not found

Area Percent Report

Sorted By 3 Signal

Calib. Data Modified : Sunday, 01 le Octcber le 2006 08:07:34 p.m.
Multiplier 2 1.0000

Dilution 3 1.0000

Sample Amount : 20.00000 [ng/ul] (not used in cale.)

Use Multiplier & Dilution Factor with ISTDs

Signal 1: DAD1l A, S5ig=254,4 Ref=360,100

Peak RetTime Type Width Area Area Name
£ [min] [min] [mAU*s] %
i | S | == | m———— | e e R arsal e e e e e
1 9.640 BB 0.2759 84.15111 98.8853 Colecalciferol
2 10.184 0.0000 0.00000  0.0000
3 10.679 BP 0.1624 9.48597e-1 1.1147
Totals : 85.092970

Results obtained with enhanced integrator!
1 Warnings or Errors :

Warning : Calibrated compound(s) not found

*** End of Report #***

Instrument 1 30/10/2006 04:23:49% p.m. Victor Taleon Page 2 of 2
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Anexo 10. Cromatograma de validacion de vitamina D3 de 1.05 pg/mL.

Data File C:\HPCHEM\I\DATA\VITD\VLDD3055.D Sample Mame: 1.05ug/mL ACHNRZ

Validacién colecalciferol 2.1 ug/mL ACN R2
20.4 Celcius. 40 bar.

Injection Date : 17/10/2006 06:22:26 p.m.

Sample Name : 2.1 ug/mL ACNR2 Location : Vial 1
Acg. Operator : DBravo

Acg. Instrument : Instrument 1

Acqg. Method : C:\HPCHEM\1\METHODS\CEA\VITD.M

Last changed : 17/10/2006 03:11:30 p.m. by DBravo
(modified after loading)

Analysis Method : C:\HPCHEM\1\METHODS\CEA\VITD.M

Last changed : 30/10/2006 04:15:32 p.m. by Victor Taleon
(modified after loading)

Método de lectura de vitamina D3 (colecalcifercl) 800-0.008 UI/ml

Metanol:ACN (70:30 veol/vol) C18. sin precolumna. DAD 254nm.
DAD1 A, Sig=254,4 Ref=360,100 (VITDWLDD3055.0)
mAU =
o]
(=]
-
&
| %
{1
2 N
.
A
i 1}
P
2 Il ]1
|
P
[
| I
14 J i
| 2
| LHE%_ =
0 _- e I _‘,d—-w——'-'_‘“__"'.j _H-.,_.-luﬁ:_-,:_"‘x__r_..——'—"—‘—_“—\-—— ——
L s [ 9 0 A i
External Standard Report
Sorted By : Signal
Calib. Data Modified Sunday, 0! le October le 2006 08:07:34 p.m.
Multiplier H 1.0000
Dilution H 1.0000
Sample Amount H 20.00000 [ng/ul] ({not used in calc.)

Use Multiplier & Dilution Factor with ISTDs

Signal 1: DAD1 A, Sig=254,4 Ref=360,100



10.184 = = - Colecalciferol
Totals : 0.00000

Results obtained with enhanced integrator!
1 Warnings or Errors :

Warning : Calibrated compound(s) not found

Area Percent Report

Sorted By E Signal
Calib. Data Modified : Sunday, 01 le Octecber le 2006 08:07:34 p.m.
Multiplier H 1.0000
Dilution H 1.0000

Sample Amount 20.00000 [ng/ul] (not used in cale.)
Use Multiplier & Dilution Factor with ISTDs

Signal 1: DADl A, Sig=254,4 Ref=360,100

Peak RetTime Type  Width Area Area Name
# [min] [min] [mAU*s] %
e | e | S | S == =i | == I ittt
1 9.640 MM 0.2132 42.10091 97.7965 Colecalciferol
2 10.184 0.0000 0.00000 0.0000
3 10.679 BP 0.1624 9.48597e-1 2.2035
Totals : 43.04951

Results obtained with enhanced integrator!
1 Warnings or Errors :

Warning : Calibrated compound(s) not found

*** End of Report ***

Instrument 1 30/10/2006 05:27:54 p.m. Victor Taleon Page 2 of 2
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Anexo 11. Cromatograma de validacion de vitamina D3 de 0.063 pg/mL.

Data File C:\HPCHEM\1\DATA\VITD\VLDD3060.D Sample Name: 0.063ug/mL ACNR{

Validacidén colecalciferol 0.063ug/mL ACN R4
20.6 Celcius. 40 bar.

Injection Date : 17/10/2006 07:40:26 p.m.

Sample Name : 0.063ug/mL ACNR4 Location : Vial 1
Acqg. Operator : DBravo

Acg. Instrument : Instrument 1

Acg. Method : C:\HPCHEM\1\METHODS\CEA\VITD.M

Last changed : 17/10/2006 07:06:11 p.m. by DBravo

(modified after loading)
Bnalysis Method : C:\HPCHEM\1\METHODS\CEAR\VITD.M
Last changed : 30/10/2006 04:15:32 p.m. by Victor Taleon
(modified after loading)
Método de lectura de vitamina D3 (colecalcifercl) 800-0.008 UI/ml
Metanol:ACN (70:30 volfyql: cl8. sin_preco%umna. DAD Z254nm. )
DAD1 A, Sig=254,4 Ref=360,100 (VITD\WLDD3060.D) ]
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External Standard Report

Sorted By : Signal
Calib. Data Modified : Sunday, 01 le October le 2006 08:07:34 p.m.
Multiplier = 1.0000
Dilutien 1.0000
20,00000 [ng/ul] (not used in calc.)

Sample Amount
Use Multiplier & Dilution Factor with ISTDs

Signal 1: DADl A, Sig=254,4 Ref=360,100
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******* |l e el et | === == SESssss——e
10.184 - - = Colecalciferol

Totals : 0.00000

Results obtained with enhanced integrator!
1 Warnings or Errors :

Warning : Calibrated compound(s) not found

Area Percent Report

Sorted By E Signal

Calib. Data Modified : Sunday, 01 le October le 2006 08:07:34 p.m.
Multiplier H 1.0000

Dilution H 1.0000

Sample Amount B 20.00000 [ng/ful] (not used in cale.)

Use Multiplier & Dilution Factor with ISTDs

Signal 1: DADl A, Sig=254,4 Ref=360,100

Peak RetTime Type  Width Area Area Name
# [min) {min] [mAU*s] %
=== mm————— |==——=- | e | s e | m——— |
1 9.736 BB 0.2416 2.61718 100.0000 Colecalciferol
2 10.184 0.0000 0.00000 0.0000
Totals : 2.61718

Results obtained with enhanced integrator!
1 Warnings or Errors :

Warning : Calibrated compound(s) not found

==

*** End of Report ***

Instrument 1 30/10/2006 04:26:53 p.m. Victor Taleon Page 2 of 2
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Anexo 12. Cromatograma de validacion de vitamina D3 de 0.0378 pg/mL.
Sample Name: 0.0378ug/mLACNRS

Data File C:\HPCHEM\1\DATA\VITD\VLDD3066.D

Validacién colecalciferol 0.0315ug/mL ACN RS

20.5 Celcius.

40 bar.

Injection Date

Sample Name

0.0315ug/mLACNRS Location : Vial 1

DBravo

Acg. Operator
Instrument 1

Acqg. Instrument
Acg. Method
Last changed
(modified after loading)
Analysis Method

Last changed
{modified after loading)

C:\HPCHEM\1\METHODS\CEA\VITD.M
17/10/2006 07:06:11 p.m. by DBravo

: C:\HPCHEM\1\METHODS\CEA\VITD.M
30/10/2006 04:15:32 p.m. by Victor Taleon

(colecalciferol)

800-0.008 UI/ml

Método de lectura de vitamina D3
Metanol:ACN {70:30 vol/vol) C18. sin precolumna. DAD 254nm.
DAD1 A, Sig=254,4 Ref=360,100 (VITDWLDD3066.0)
mAU | o
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\ fj kl
‘!_ T T T T T
L -] 7 8 ] 10 11 min
External Standard Report
Sorted By Signal
Calib. Data Modified Sunday, 01 le October le 2006 08:07:34 p.m.
Multiplier 1.0000
Dilution 1.0000
20.00000 [ng/ul] (not used in calc.)

Sample Amount
Use Multiplier & Dilution Factor with ISTDs

S5ig=254,4 Ref=360,100

Signal 1: DAD1 A,
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LAiLLin | LITT ST TG 7 =TT

—————— [ttt el e Rttt I
10.184 - - - Colecalciferol

Totals : 0.00000

Results obtained with enhanced integrator!
1 Warnings or Errors :

Warning : Calibrated compound(s) not found

Area Percent Report

Sorted By = Signal

Calib. Data Modified : Sunday, 01 le October le 2006 08:07:34 p.m.
Multiplier 7 1.0000

Dilution 2 1.0000

Sample Amount s 20.00000 [ng/ul] (not used in cale.)

Use Multiplier & Dilution Factor with ISTDs

Signal 1: DAD1 A, Sig=254,4 Ref=360,100

Peak RetTime Type Width Area Area Name
# [min) [(min] [mAU*s) %

| ————— |m—=——— | ==————e | == ———— |=———==== | e —
1 9.800 MM 0.2886 1.52395 100.0000 Colecalciferol
2 10.184 0.0000 0.00000 0.0000

Totals : 1.52395

Results obtained with enhanced integrator!
1 Warnings or Errors :

Warning : Calibrated compound(s) not found

*** End of Report ***

Instrument 1 30/10/2006 05:23:10 p.m. Victor Taleon Page 2 of 2
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Anexo 13. Correlacion de concentraciones reales y proyectadas de colecalciferol.

Proyectado
Concentracion (ug/mL)

1.00000
Real <0.0001




51

Anexo 14. Prueba t de concentraciones reales y proyectadas de colecalciferol.

Pr>|t|

Resultados >(0.9947




52

Anexo 15. Correlacion de concentraciones reales y proyectadas de ergocalciferol.

Proyectado
Concentracion (ng/mL)

0.99998
Real <0.0001
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Anexo 16. Prueba t de concentraciones reales y proyectadas de ergocalciferol.

Pr>|t|

Resultados >0.9570
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