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Resumen 
 

El presente estudio tiene como propósito, comparar la detección de Vitamina D en suero sanguíneo 

humano entre cromatografía líquida de alta resolución (HPLC) y ensayos de inmunoadsorción 

enzimática (ELISA). Para esto se aisló suero sanguíneo de cuatro voluntarios, luego se cuantificaron 

los índices de Vitamina D utilizando HPLC para identificar los metabolitos 25-(OH) D2 y 25(OH) D3 

y un kit comercial para cuantificar los metabolitos medibles de Vitamina D mediante ELISA. El 

trabajo se estructuró en base a los objetivos planteados, incluyendo; la purificación del suero 

sanguíneo, el desarrollo de un suero de control denominado “suero zero” para utilizarlo en el análisis 

por HPLC, la medición de Vitamina D mediante los dos métodos mencionados: ensayo ELISA 

utilizando el kit comercial Accu Bind ELISA Microwells, y HPLC junto con un análisis de linealidad, 

límite de detección, límite de cuantificación, precisión y exactitud con el fin de otorgar fiabilidad a 

los resultados. 

Se realizaron seis repeticiones para cada muestra, los resultados promedio obtenidos por HPLC para 

25(OH) D3 fueron 31,22 ng/mL, 32,92 ng/mL y 31,52 ng/mL correspondientes para las muestras M1, 

M2 y M4 valores considerados como óptimos, mientras que para M3 se obtuvo un valor de 22,9 

ng/mL catalogándose como carencia de Vitamina D. Por otro lado, los resultados promedio del 

ensayo ELISA fueron de 30,67 ng/mL, 32,67 ng/mL y 29,83 ng/mL para M1, M2 y M4, a diferencia 

de M3 la cual se obtuvo una concentración de 19,50 ng/mL coincidiendo con los parámetros 

relacionados en HPLC. Por último, se realizó una prueba U de Mann-Whitney para determinar si los 

resultados de alguna técnica tuvieron diferencias entre sí, dando como resultado que la técnica de 

HPLC tiene resultados diferentes frente al ensayo ELISA en la determinación de Vitamina D en suero 

humano. 

Palabras clave: Vitamina D, muestras sanguíneas, cromatografía líquida, ensayo de 

inmunoadsorción. 

 

 



 

 

Abstract 

The present study aims to compare the detection of Vitamin D in human serum using high-

performance liquid chromatography (HPLC) and enzyme-linked immunosorbent assays (ELISA). 

For this purpose, serum was isolated from four volunteers, and the levels of Vitamin D were 

quantified using HPLC to identify the metabolites 25-(OH) D2 and 25(OH) D3, and a commercial kit 

was used to quantify the measurable metabolites of Vitamin D through ELISA. The work was 

structured based on the stated objectives, including the purification of the serum, the development of 

a control serum called "zero serum" for HPLC analysis, and the measurement of Vitamin D using the 

two mentioned methods: ELISA assay using the commercial kit Accu Bind ELISA Microwells, and 

HPLC along with an analysis of linearity, detection limit, quantification limit, precision, and accuracy 

to ensure reliable results. 

Six repetitions were performed for each sample. The average results obtained by HPLC for 25(OH) 

D3 were 31.22 ng/mL, 32.92 ng/mL, and 31.52 ng/mL for samples M1, M2, and M4, respectively, 

which were considered optimal. However, sample M3 showed a value of 22.9 ng/mL, indicating a 

deficiency of Vitamin D. On the other hand, the average results from the ELISA assay were 30.67 

ng/mL, 32.67 ng/mL, and 29.83 ng/mL for M1, M2, and M4, respectively, while sample M3 had a 

concentration of 19.50 ng/mL, coinciding with the parameters related to HPLC. Finally, a Mann-

Whitney U test was performed to determine if there were differences between the results of the two 

techniques. The results showed that HPLC had different outcomes compared to the ELISA assay in 

determining Vitamin D levels in human serum. 

 

Keywords: Vitamin D, blood samples, liquid chromatography, immunoassay. 
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1. Introducción 

 

La vitamina D es una sustancia liposoluble que se refiere de forma genérica a sus dos formas 

existentes, el ergocalciferol (Vitamina D2) producida en plantas, levaduras y hongos a través de la 

radiación UV sobre el ergosterol; y el colecalciferol (Vitamina D3) la cual se obtiene mediante la 

radiación de rayos UV a partir del 7-deshidrocolesterol en humanos y animales (Collado, 2020). Las 

vitaminas D2 y D3 presentan estructura de esteroides pero se diferencian una de otra debido al doble 

enlace entre los carbonos 22 y 23 que presenta la vitamina D2 (Collado, 2020; E. Rodríguez et al., 

2019). 

En el ser humano, la vitamina D es un micronutriente de carácter lipídico esencial para conservar los 

niveles normales de calcio y fosfato en la sangre (Zúñiga, 2015).  Las acciones metabólicas de esta 

vitamina se deben a dos hidroxilaciones: la primera hidroxilación se realiza mediante la 25-

hidroxilasa en el hígado (Serrano Díaz et al., 2017), dando lugar a la 25- hidroxi-vitamina D (OHD) 

la cual pasa a la sangre (Valero Zanuy & Hawkins Carranza, 2007); mientras que la segunda 

hidroxilación enzimática formada a nivel renal y en otros tejidos, se obtiene su forma biológicamente 

activa que es la 1,25-dihidroxi-vitamina D (Barberán et al., 2014).  

Por otra parte, debe señalarse que la falta de vitamina D en los seres humanos es considerada como 

una epidemia mundial ya que un 88% de la población carece de concentraciones normales, siendo 

este un motivo suficiente para impulsar a profesionales de la salud a tomar una posición en este 

aspecto (Pharma, 2019). Durante los últimos años, múltiples estudios han demostrado que existe una 

asociación notable entre la deficiencia de vitamina D relacionada con un mayor riesgo de infecciones, 

enfermedades autoinmunitarias, diabetes, obesidad, enfermedades neurológicas, síndrome 

metabólico y enfermedades reumáticas que afectan a todo tipo de pacientes (Maldonado et al., 2017; 

Masvidal Aliberch et al., 2012). 

Actualmente, existen diversas técnicas para el análisis de vitamina D en sangre mediante la 

cuantificación de 25-hidroxivitamina D, dichos ensayos incluyen la cromatografía liquida de alta 

resolución HPLC debido que es una metodología rápida para el análisis y separación de mezclas 
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cuyos progresos tecnológicos relacionados con esta técnica permiten analizar una amplia gama de 

analitos de manera eficiente y precisa (Bastidas, 2021). Por otra parte, se encuentran los 

enzimoinmunoensayos cualitativos como  ELISA el cual se basa en la unión específica entre un 

anticuerpo y su antígeno (Vitamina D) que brinda una división tanto del analito libre como de la 

forma unida por medio del uso de anticuerpos monoclonales anti – 25 – OHD (Manuel & Gómez, 

2021).  Sin embargo, en el uso de esta técnica existe discrepancia en cuanto a resultados analizados 

de una misma muestra debido a la baja reproducibilidad (Masvidal Aliberch et al., 2012; M. 

Rumancela, 2021). 

Cabe resaltar que en Ecuador, este tipo de ensayos para la cuantificación de vitamina D se realizan 

exclusivamente en laboratorios de alta complejidad y solamente por métodos de inmunoadsorción 

enzimática como ELISA debido a la facilidad en la adquisición de reactivos y equipos, sin embargo 

presentan costos muy elevados debido a la importación de kits comerciales, anticuerpos específicos 

y demás reactivos imprescindibles (L. M. Rumancela, 2021). 

Todo lo mencionado anteriormente conlleva a plantear la siguiente hipótesis nula; la cuantificación 

para detectar vitamina D en suero sanguíneo mediante la técnica HPLC, presenta resultados diferentes 

frente a técnicas de ensayos de inmunoadsorción enzimática (ELISA), mientras que la hipótesis 

alternativa propone; la cuantificación para detectar vitamina D en suero sanguíneo mediante la técnica 

HPLC, tiene resultados similares frente a técnicas de ensayos de inmunoadsorción enzimática. Para 

lo cual se plantea aislar suero sanguíneo a partir de muestras de sangre obtenidas de personas 

involucradas en la investigación situados en la zona de Quito-Ecuador, luego se cuantificará los 

índices de vitamina D mediante el uso de cromatografía líquida de alta resolución de fase inversa para 

la identificación de las dos formas de metabolitos medibles, como también los índices de vitamina D 

mediante el ensayo de inmunoadsorción enzimática ELISA para la identificación de los metabolitos: 

25- hidroxi vitamina D2 y 25- hidroxi vitamina D3, finalmente se realizarán pruebas estadísticas para 

evaluar si los resultados de las técnicas presentan diferencias o similitudes. 

  



3 

 

2. Fundamentación teórica 

2.1 Vitamina D 

La vitamina D, es considerada una vitamina liposoluble que se puede encontrar en el organismo en 

forma endógena y exógena (Serrano Díaz et al., 2017). Esta vitamina engloba de manera genérica a 

dos formas existentes; el ergocalciferol (vitamina D2) y el colecalciferol (vitamina D3) (E. Rodríguez 

et al., 2019). Dado que la forma activa de la vitamina D requiere una síntesis interna y desempeña 

una función crucial en la regulación del metabolismo fosfocálcico, varios autores como Masvidal 

Aliberch et al. (2012) y Saponaro et al. (2020) la han clasificado más como una hormona esteroide 

que como una vitamina. 

2.1.1 Vitamina D2 

El ergocalciferol o vitamina D2 posee una estructura típica de un esteroide se diferencia de la D3 

debido al doble enlace presente entre los carbonos 22 y 23 como se observa en la Figura 1, es obtenida 

por medio de la dieta, su absorción es favorecida por la presencia de grasas en alimentos como: 

pescados grasos frescos y conservados, huevos, crustáceos, moluscos así como también los lácteos y 

derivados (Gallardo, 2020). No obstante, se puede sintetizar por la exposición del ergosterol de las 

plantas a la radiación ultravioleta B (UVB), en este sentido algunas plantas como la alfalfa (Ayuso, 

2020)y los hongos son fuentes de vitamina D2 suponiendo un 55% y un 99% de la ingesta oral 

(Masvidal Aliberch et al., 2012; E. Rodríguez et al., 2019) 
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Vitamina D2 – Ergocalciferol 

 

 

 

 

 

 

Figura 1 Estructura química de la Vitamina D2 

Fuente: (National Center for Biotechnology Information, 2023b) 

2.1.2 Vitamina D3 

Colecalciferol o vitamina D3, presenta una estructura similar a la vitamina D2 como muestra la Figura 

2 (National Center for Biotechnology Information, 2023a). La vitamina D3 tiene una forma de 

producción endógena, es la principal fuente de vitamina D en los seres humanos y se sintetiza en la 

piel por acción de la radiación ultravioleta B (UVB), que produce la fotolisis del 7-dehidrocolesterol, 

convirtiéndolo en vitamina D3, aunque también puede haber una aportación externa de colecalciferol 

a través de algunos alimentos como el aguacate, atún, la sardina (Gallardo, 2020; Masvidal Aliberch 

et al., 2012; Wagner & Greer, 2008). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Vitamina D3 – Colecalciferol 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 2 Estructura química de la Vitamina D3 

Fuente: (National Center for Biotechnology Information, 2023a) 
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2.2 Biosíntesis de los compuestos con actividad vitamínica D 

La vitamina D, ejerce un papel fundamental en el mantenimiento de la homeostasis ósea y del calcio, 

muestra un complejo metabolismo de varios pasos y principalmente actúa como una hormona en 

muchos objetivos extraesqueléticos (Saponaro et al., 2020). Como se mencionó anteriormente esta 

vitamina existe en dos formas: la vitamina D3 que se obtiene fundamentalmente de animales 

(colecalciferol) y se origina en la piel; y la vitamina D2 (ergocalciferol) producida por las plantas, sin 

embargo estas formas son precursores biológicamente inactivos que deben ser convertidos a formas 

biológicamente activas ocurriendo principalmente este proceso en la piel, hígado y riñones (Higdon 

et al., 2021).  

Algunos autores como Higdon et al. (2021); Serrano Díaz et al. (2017); Valero Zanuy & Hawkins 

Carranza. (2007) clasifican al metabolismo de la Vitamina D en tres fases: fase epidérmica, fase 

hepática y fase de activación. 

2.2.1 Fase epidérmica 

El mayor aporte de vitamina D proviene de la exposición solar, en la piel la vitamina D3 se origina a 

partir del 7-dehidrocolesterol (7DHC) como se puede observar en la Figura 3,  actúa como un 

intermediario en la síntesis del colesterol (Serrano-Moreno, 2019). Cuando la piel se expone a la luz 

ultravioleta (UVB) en un rango específico de 290 a 315nm, se produce un reordenamiento 

electrocíclico en el anillo ubicado en la posición C9-C10. Este proceso conduce a la formación de 

una molécula conocida como previtamina D3 (PreD3) que posteriormente experimenta una 

isomerización térmica en la que un átomo de hidrógeno en la posición C19 se desplaza hacia la 

posición C9, lo que resulta en la formación de la vitamina D3 (Tian & Holick, 1995). 
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Pasos fundamentales en el metabolismo de la Vitamina D 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3 Pasos fundamentales en el metabolismo de la Vitamina D 

Fuente: (Saponaro et al., 2020). 

 

 

Esta reacción es de tipo reversible y pueden coexistir la PreD3 y la vitamina D3, se cree que la 

producción de vitamina D3 depende directamente de los rayos UVB y este proceso se ha desarrollado 

probablemente como un mecanismo para eliminar y protegernos contra la radiación. En realidad, la 

síntesis de vitamina D3 dependerá de la concentración de 7DHC que esta a su vez dependerá de la 7-

deshidrocolesterol reductasa (DHCR7) enzima que cataliza la reducción reversible de 7DHC en 

colesterol (Saponaro et al., 2020) 

Por otra parte, la regulación bioquímica de DHCR7 es un hecho necesario en la producción de 

vitamina D, ya que la baja actividad de esta enzima es lo que conduce a redirigir la vía de la síntesis 

del colesterol a la vitamina D, además que a nivel postraduccional la fosforilación de enzimas es de 

carácter importante ya que se mostró que al inhibir la proteína quinasa se redujo significativamente 

la actividad de DCR7, mejorando de esta forma la síntesis de vitamina D y reduciendo la producción 

de colesterol (Prabhu et al., 2017). 

Así mismo, se ha investigado que los queratinocitos de la epidermis y los folículos pilosos expresan 

las enzimas hidrolasas requeridas para la producción de la hormona activa 1,25 dihidroxi-vitamina D 

[1,25 (OH)2 D] y han demostrado que el receptor de vitamina D (VDR) está presente en los 
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queratinocitos y que la vitamina D controla tanto la proliferación y diferenciación como la actividad 

de barrera y una posible respuesta inmunitaria (Khammissa et al., 2018).  

2.2.2 Fase hepática 

Está bien fundamentado que la vitamina D requiere de dos pasos de hidroxilación posteriores para 

convertirse en su forma activa 1,25-(OH)2 D también denominada calcitriol (Saponaro et al., 2020). 

En el hígado, se produce el primer paso de la activación metabólica, mediante la combinación de 

vitamina D proveniente de diversas fuentes: la dieta, aportada por alimentos de origen animal 

(colecalciferol) y vegetal (ergocalciferol), así como la vitamina obtenida a través del 7-

dehidrocolesterol sintetizado en la piel gracias a la radiación del sol, la cuál es transportada hasta el 

hígado con ayuda de una proteína de unión a la vitamina D denominada DBP (Valero Zanuy & 

Hawkins Carranza, 2007).  

Durante esta primera etapa, la vitamina D es hidroxilada por una enzima llamada 25-hidroxilasa 

(CYP2R1), que agrega un grupo hidroxilo (-OH) en la posición C25 de la vitamina D, convirtiéndolo 

en su forma circulante predominante conocida como 25-(OH) D o calcidiol; el cual pasa a la 

circulación sanguínea unido a la DBP, su vida media es de 2 a 3 semanas o puede resguardarse por 

meses como reserva en tejido adiposo o en el mismo hígado (Cheng et al., 2003; Serrano-Moreno, 

2019) 

2.2.3 Fase de activación 

Una vez que la 25-(OH) D (calcidiol) está presente en la circulación sanguínea, se da inicio al segundo 

paso del proceso de activación. En este proceso, la molécula de 25(OH)D es transportada desde la 

sangre a los riñones donde experimentará una última hidroxilación en el carbono 1 del anillo alfa. 

Para llevar a cabo esta hidroxilación, intervienen enzimas mitocondriales llamadas 1α-hidroxilasas, 

siendo la CYP27B1 la única 1α-hidroxilasa conocida en el ser humano (Bikle et al., 2018). La acción 

de CYP27B1 produce como resultado el 1,25 dihidroxicolecalciferol (1,25-(OH)2 D3), también 

conocido como calcitriol, que representa a la forma activa de la vitamina D y que a su vez se encuentra 

en mayor cantidad en la sangre (Serrano-Moreno, 2019; Valero Zanuy & Hawkins Carranza, 2007). 
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Por otra parte, después de que ocurre la 25-hidroxilación la molécula de 25-(OH) D3 junto con la 

1,25(OH)2 D3 puede conllevar a una 24-hidroxilación adicional que de igual forma sucede en el riñón 

mediante la acción enzimática 24-hidroxilasa (CYP24A1) para dar lugar a la 24-25(OH)2 D3 y 1,24-

25(OH)3 D3, respectivamente (Saponaro et al., 2020). Así mismo, se propuso que este proceso de 24-

hidroxilación adicional de la cadena lateral podría ocurrir solo después de la 25-hidroxilación (Rossi 

et al., 2005) y a pesar de que sea el caso del metabolismo de la vitamina D3, no parece ser un requisito 

para la vitamina D2 ya que la 24-hidroxilación para esta vitamina puede ocurrir en el hígado 

(Houghton & Vieth, 2006). 

En consecuencia, la 1,24(OH)2D2, formada en el riñón a partir de la 24(OH)D2, tiene menos afinidad 

por el receptor de vitamina D (VDR) que la 1,25(OH)2D3 y la 1,24(OH)2D3, es importante resaltar 

que esta unión a VDR representa un evento molecular importante para la acción biológica de los 

metabolitos de la vitamina D. En conjunto, las explicaciones más plausibles para la mayor bioeficacia 

de la vitamina D3 posiblemente se deban a las mayores afinidades de la vitamina D3 y sus metabolitos 

que la vitamina D2 por la 25-hidroxilasa hepática, DBP y VDR y porque la vitamina D3 no se 

metaboliza directamente a 24(OH)D como lo es la vitamina D2, sin embargo, cabe recalcar que ambas 

formas de la vitamina aumentan su concentración en la sangre aunque es la vitamina D3 la que se 

encuentra en mayor proporción (Houghton & Vieth, 2006). 

2.3 Funciones de la Vitamina D 

La vitamina D3, que es la forma activa de la vitamina D, se encuentra en la circulación sanguínea 

unida a proteínas transportadoras DBP y a medida que circula por el torrente sanguíneo, llega a varios 

tejidos donde desencadena una variedad de efectos a través de diferentes mecanismos de acción, 

destacando entre los principales; aquellos que afectan a la regulación del metabolismo del calcio y el 

fosfato aumentando la absorción del calcio a nivel intestinal, la movilización del calcio y fosfato 

inorgánico del hueso, así como la reabsorción renal de los mismos (Lorenzo, 2014). 

La vitamina D induce un aumento en la expresión de TRPV6 (canal transportador de calcio de la 

subfamilia V del receptor de potencial de transmembrana transitoria 6) en las células intestinales, lo 
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que potencia la absorción de calcio en el intestino. De manera similar se incrementa la expresión de 

TRPV5 (canal transportador de calcio de la subfamilia V del receptor de potencial de transmembrana 

transitoria 5) en las células epiteliales tubulares renales, lo cual aumenta la reabsorción renal de calcio 

(Elsevier, 2017). 

La vitamina D ayuda al cuerpo a absorber el calcio, que es uno de los principales elementos que 

constituyen los huesos, también es muy importante para el cuerpo de muchas otras formas, dado que 

los músculos dependen de esta vitamina para realizar movimientos de manera adecuada, y los nervios 

la necesitan para transmitir señales entre el cerebro y el cuerpo, es evidente que una deficiencia de 

esta vitamina puede resultar en la debilidad y fragilidad de los huesos, haciéndolos delgados y frágiles 

(MedlinePlus, 2021). 

De igual manera, se ha encontrado que la vitamina D y el calcio pueden llegar a afectar en distintas 

enfermedades como el cáncer, la esclerosis, la soriasis, la hipertensión arterial y la depresión 

(Lorenzo, 2014). Debido a todo lo mencionado anteriormente, una ingesta adecuada de vitamina D 

ayuda al buen funcionamiento del sistema inmune, regula el crecimiento, la diferenciación celular y 

brinda la capacidad de prevenir varios tipos de enfermedades que afecten tanto a niños, adultos como 

en mujeres embarazas (MedlinePlus, 2021). 

2.3.1 Necesidades e ingestas recomendadas 

Los requerimientos nutricionales de vitamina D, aún no han podido ser definidos con exactitud, 

debido a su capacidad de síntesis a nivel cutáneo, su gran capacidad de almacenamiento en el tejido 

adiposo y en menor cantidad en el tejido muscular. De igual manera, el número de alimentos que 

contienen de forma natural una cantidad considerable de vitamina D es muy limitado (como por 

ejemplo en caso del aguacate con 4,5 μg / 100 g de vitamina), conllevando a que el aporte diario 

recomendado de vitamina D sea actualmente objeto de polémica (Grant, 2012). 

Varias agencias internacionales, como el Instituto de Medicina (IOM), la Sociedad Alemana de 

Nutrición y la European Food Autoridad de Seguridad (EFSA), recomiendan 15 μg/día para la 

población entre 1 y 70 años y 20 μg/día para la población de 71 o más años, y con un nivel máximo 
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de ingesta diaria de 100 μg para poder mantener los niveles de 25 (OH) vitamina D superiores a 20 

ng/mL, valor que se considera necesario para poder mantener la salud en general de la población 

(Bacha et al., 2021; Jódar Gimeno, 2014a). 

A continuación, en la Tabla 1, se muestran las recomendaciones de aporte diario de vitamina D, este 

tipo de recomendaciones se dan provisionalmente en términos de ingestas adecuadas para que de este 

modo se pueda mantener una buena salud ósea y un metabolismo normal del calcio. 

Tabla 1 Recomendaciones y aporte diario de ingesta de Vitamina D 

Grupo de Edad Necesidades 

estimadas  

(μg /día) 

Recomendaciones 

dietéticas  

(μg /día) 

Niveles máximos 

tolerados  

(μg/día) 

0 a 6 meses * * 25 

6 a 12 meses * * 37,5 

1 a 3 años 10 15 62,6 

4 a 8 años 10 15 75 

9 a 18 años 10 15 100 

>19 años 10 15 100 

Mujeres y adolescentes 

embarazadas y en período de 

lactancia 

10 15 100 

Fuente: (Jódar Gimeno, 2014b; NIH, 2022). 

Elaborado por: (Las autoras, 2023). 

Nota: μg/día (Microgramos por día). 

 

2.4 Presencia de Vitamina D en la sangre  

Debido a que nuestras fuentes de vitamina D son los alimentos, el sol y otro tipo de suplementos 

dietéticos necesitamos saber si estamos recibiendo la cantidad necesaria de la misma. En la sangre, 

una forma de vitamina D denominada 25-hidroxivitamina D se mide en nanomoles por litro (nmol/L) 

o en nanogramos por mililitro (ng/mL) (NIH, 2022).  

A continuación, se detallan los valores considerados normales de la vitamina D en sangre: 
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• Los niveles menores a 5 ng/mL considerados como una deficiencia muy grave podrían 

llegar a debilitar los huesos y causar un daño general de la salud (Monobind Inc., 2018; 

NIH, 2022). 

• Los niveles de 5 a 10 ng/mL considerados como deficiencia severa (Monobind Inc., 2018; 

NIH, 2022). 

• Los niveles de 10 a 20 ng/mL considerados como deficientes (Monobind Inc., 2018; NIH, 

2022). 

• Los niveles de 30 a 50 ng/mL considerados como suministro óptimo para la salud 

(Monobind Inc., 2018; NIH, 2022). 

• Los niveles de 50 a 150 ng/mL superior elevado pero no tóxico (Monobind Inc., 2018; 

NIH, 2022). 

• Los niveles superiores a 150 ng/mL son muy altos con lo cual la persona puede llegar a 

presentar problemas de toxicidad en su salud (Monobind Inc., 2018; NIH, 2022). 

2.5 Deficiencia de Vitamina D 

Existen múltiples opiniones sobre el déficit de vitamina D, basadas en diferentes principios acerca de 

la cantidad necesaria de su forma activa, si bien se aprueba que la concentración de 25-(OH) D en 

suero/plasma debe evaluarse para medir el estado de la vitamina D porque refleja tanto su aporte en 

dieta como en la síntesis dérmica (Seamans & Cashman, 2009). Aún existe un debate considerable 

sobre los puntos de medición sugeridos para definir un nivel bajo de la misma (Cashman, 2020). 

Aunque en un principio se discutían valores entre rangos de 10 a 30 ng/mL, se han ido modificado 

hasta abarcar que valores menores a 10 o 19 ng/mL son los más indicativos para un mayor riesgo de 

enfermedad (Cashman et al., 2017; Garza Garza Mario Alberto et al., 2020). Así mismo, se cree que 

parte de esta variabilidad en su concentración se relaciona con las diferencias en la gravedad de ciertas 

enfermedades, a pesar de que en casi todos o la mayoría de casos estos rangos afectan principalmente 

en trastornos musculoesquelético como por ejemplo el raquitismo nutricional, osteomalacia, 

osteoporosis, enfermedades renales crónicas, insuficiencia hepática, síndromes de malabsorción, 

hiperparatiroidismo, algunos linfomas, enfermedades cutáneas, algunos pacientes que usan 
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medicamentos específicos, así como otros grupos potencialmente en riesgo entre ellos, obesos, 

mujeres en embarazo y lactancia (Bresson et al., 2016; Cashman, 2020; Munns et al., 2016). 

2.5.1 Enfermedades asociadas  

La falta de vitamina D puede causar múltiples enfermedades debido que a esta hormona se le atribuye 

diversas funciones muy importantes que van más allá de la homeostasis cálcica, por esta razón, el 

aumento en el interés por la vitamina D se encuentra estrechamente relacionado con el descubrimiento 

de sus receptores y de la expresión de la enzima 1α-hidroxilasa en diferentes tejidos del organismo, 

ayudando en numerosos procesos fisiológicos como la actividad antitumoral, reparación del ácido 

desoxirribonucleico, control de la apoptosis, estrés oxidativo, inmunomodulación y algunas otras 

funciones que se encuentran por establecer aún, por lo que se ha concluido que los niveles bajos de 

esta vitamina se encuentran en relación con algunas enfermedades crónicas, autoinmunes y 

oncológicas (Bioti et al., 2020).  

Dentro de los problemas que puede causar la deficiencia de la vitamina D, se encuentran en lista a las 

siguientes enfermedades: 

• Osteoporosis 

Es la enfermedad del metabolismo óseo más frecuente, la cual se caracteriza por una disminución 

de la densidad mineral ósea dando como resultado la fragilidad del esqueleto, aumentando la 

posibilidad de riesgo de fracturas relacionándose estrechamente con el envejecimiento, 

enfermedad en la cual la hormona de la vitamina D (1,25 dihidroxicolecalciferol, o calcitriol) 

facilita la absorción intestinal de calcio mediante la regulación de proteínas de transporte de calcio 

y la consecuente promoción del transporte de calcio transcelular a nivel del intestino, debido a 

esto, la deficiencia de esta vitamina promueve la pérdida ósea fisiológica y acelera el proceso 

fisiopatológico de la osteoporosis (Sosa Henríquez et al., 2021).  

• Enfermedades cutáneas  

El papel de la vitamina D en enfermedades cutáneas como; el lupus eritematoso, la ictiosis, el 

acné, el melanoma, el cáncer cutáneo, entre otras  (Navarro-Triviño et al., 2019). Debido, que aún 
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existe información contradictoria sobre el efecto de esta vitamina en el desarrollo de 

enfermedades alérgicas de la piel; sin embargo, en la mayoría de estudios evalúan el impacto de 

la vitamina D y su relación con la dermatitis atópica llegando a la conclusión que cada vez existe 

mayor evidencia que demuestra que la vitamina D desempeña un papel importante en el sistema 

inmunitario ya que mejora los efectos microbianos de los macrófagos y monocitos (Benson et al., 

2012). 

• Enfermedad renal crónica 

Los riñones son uno de los principales reguladores del sistema endocrino de vitamina D y 

desempeñan un papel clave en la regulación de los niveles sistémicos activos, motivo por el cual 

se asocia que la deficiencia de esta es común en pacientes con enfermedad renal crónica, debido 

que los defectos en la vía de la hormona vitamina D pueden alterar su capacidad de ser activada, 

además se han observado que niveles bajos de vitamina D en condiciones como el envejecimiento 

prematuro podría tener implicaciones en la progresión de la enfermedad de los pacientes 

(Martinelli et al., 2023;Villafuerte-Ledesma et al., 2020). 

• Obesidad 

Esta enfermedad ha ido aumentando paulatinamente a nivel mundial debido a diferentes factores 

sociales y culturales (Pérez, 2021). En estudios de Golzarand et al. (2018); Wu et al. (2023), 

señalan que el nivel de vitamina D esta inversamente relacionado con el porcentaje de masa 

muscular indicado que el nivel de 25-(OH) D en obesos es más bajo que en sujetos de peso normal. 

A la obesidad se la considera como un estado proinflamatorio y la poca capacidad de 

almacenamiento de la vitamina D en el tejido adiposo causa una biodisponibilidad nula 

aumentando los niveles de calcio intracelular en los adipocitos favoreciendo a la ganancia de peso 

(Pérez, 2021; Wang et al., 2017). 

• Cáncer 

Múltiples funciones biológicas de la vitamina D que ayudan a la prevención del cáncer se han 

abordado recientemente debido a estudios clínicos y epidemiológicos que evidencian la 

correlación entre la disminución de la mortalidad y morbilidad de algunos tipos de cáncer y la 
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exposición a la luz solar (Spina et al., 2006). Se cree que una vez activada la 1, 25 (OH)2 D3, esta 

cumple funciones antirproliferativas y prodiferenciadores en líneas celulares normales y malignas 

(Spina et al., 2006). 

• Enfermedad del COVID 19 

La vitamina D juega un papel importante en múltiples mecanismos como: mantener las uniones 

celulares estrechas y eliminar los virus envueltos mediante defensinas que ayudan a potenciar el 

sistema inmunológico y a reducir la gravedad de infecciones tracto respiratorias (A. Rodríguez et 

al., 2020). El estímulo que ejerce la vitamina D sobre la inmunidad innata celular se realiza 

mediante la inducción de péptidos antimicrobianos como catelidicina y beta-2-defensina, además 

contribuye a disminuir la denominada “tormenta de citoquinas” que ocurre en infecciones virales 

severas como en el caso de COVID-19 (Mansur et al., 2020). 

2.5.2 Grupos potencialmente en riesgo 

El contenido de vitamina D en los alimentos es muy baja por lo que la manera de aprovechar su 

obtención es a través de la exposición al sol (Holick, 1996). Por lo cual, la relación de la exposición 

a rayos UVB y el estado de la vitamina D se encuentra asociado con la geografía existiendo mayor 

insuficiencia en latitudes altas como países del norte aunque también en latitudes bajas donde niveles 

de UVB son generalmente elevados y las tasas de cáncer de piel se encuentran entre las más 

recurrentes, razón suficiente por la que se sugiere recomendaciones de exposición a la luz solar todos 

los días para una producción adecuada de vitamina D pero sin abusar de tanta como para aumentar el 

riesgo a contraer cáncer (Bonevski et al., 2013). 

Así mismo, se pone a consideración a aquellos grupos poblacionales con mayor riesgo de deficiencia 

de Vitamina D incluyendo a:  

• Mujeres embarazadas 

Corren un mayor riesgo de desarrollar deficiencia de Vitamina D, debido que el feto desarrolla 

matriz de colágeno para la formación de su esqueleto durante el primer y segundo trimestre, y 

calcifica el esqueleto en el tercer trimestre, razón por la cual se debe aumentar la demanda materna 
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de calcio y Vitamina D durante el embarazo (Lin et al., 2023; Holick et al., 2011).También, se ha 

considerado que su deficiencia incrementa el riesgo de preeclampsia, cesárea, diabetes gestacional 

y parto prematuro (De-Regil et al., 2016; Elsori & Hammoud, 2018; Pham et al., 2021).  

• Adultos mayores 

Con el avance de la edad, el metabolismo de la Vitamina D se va comprometiendo, dando como 

resultado una disminución en la absorción del calcio, una producción de 1,25 (OH)2 D3 a nivel 

renal comprometida; esto sumado a otros factores asociados a la edad como el uso de 

medicamentos, una mala ingesta dietética, aumento de adiposidad y la falta de tiempo al aire libre, 

lo que coloca a los adultos mayores en riesgo de deficiencia de vitamina D, junto con una mayor 

mortalidad y gravedad a contraer infecciones virales (Feehan et al., 2022). 

2.6 Toxicidad causada por presencia de Vitamina D 

La administración inadecuada de la vitamina D puede llegar a producir algunos efectos adversos entre 

los cuales se destaca la toxicidad que es producida por dosis exageradamente altas, tanto la toxicidad 

aguda como crónica son muy poco frecuentes y se presentan ante una ingesta elevada de mega dosis 

de suplementos sobre un corto o largo periodo de tiempo respectivamente, como un medio 

compensatorio para la alta prevalencia de hipovitaminosis a nivel mundial (Villalta et al., 2022 ; 

González-Wong et al., 2021). 

2.7 Técnicas de cuantificación de Vitamina D 

Múltiples investigaciones contradictorias señalan la estrecha relación de la Vitamina D con la salud 

y varias enfermedades, esto puede deberse en parte, a la dificultad analítica que existe con respecto a 

las técnicas de medición de sus metabolitos activos, razón por la cual existe variación entre las 

técnicas analíticas y los ensayos de inmunoadsorción (Holick, 2007). Estos estudios de investigación 

sobre los efectos de la vitamina D en los criterios de valoración clínica de múltiples enfermedades 

dependen en gran medida de la evaluación precisa del estado de esta vitamina (Bioti et al., 2020). 

Los ensayos más comunes que se utilizan en la actualidad para la determinación analítica de la 25-

(OH) D, se basan en métodos que se han utilizado de forma rutinaria para múltiples propósitos dentro 
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de los cuales están incluidos; los radioinmunoensayos (RIA), inmunoensayos de quimioluminiscencia 

(CLIA), ensayo de inmunoadsorción enzimática (ELISA), cromatografía líquida (LC) con detección 

UV y cromatografía líquida con espectrometría de masas (LC-MS) (Stokes et al., 2018). Aunque en 

la práctica clínica RIA, CLIA y ELISA siguen siendo los ensayos más aplicados debido a su fácil 

disponibilidad en forma de kit y que además pueden automatizarse fácilmente lo que permite medir 

cientos de muestras a la vez. En cambio, los métodos de cromatografía líquida se han utilizado con 

frecuencia en el pasado debido a su principal ventaja, que es la capacidad para separar las diferentes 

formas de la vitamina D, lo que permite su cuantificación individual (Stokes et al., 2018). Sin 

embargo, este proceso conlleva inevitablemente a la pérdida del analito, la cual puede ser corregida 

mediante la inclusión de un estándar interno (Serrano Díaz et al., 2017). 

2.7.1 Cromatografía líquida de alta eficacia HPLC 

La Cromatografía Líquida de Alta Eficacia conocidas por sus siglas (HPLC), en la cual la 

determinación de la muestra se realiza con el uso de un detector UV-VIS, es una de las técnicas más 

utilizadas debido a su capacidad de separar analitos de distinta naturaleza que se encuentran presenten 

dentro de una mezcla, por la acción de las fases móviles y estacionarias inmiscibles entre sí y la 

muestra de interés (Bastidas, 2021). 

Esta técnica consta de dos fases (una fase estacionaria o también llamada columna y una fase móvil) 

por la cual se distribuirán los analitos de las mezclas en función de su afinidad. Primero, se introduce 

la muestra en la fase móvil y, mediante el uso de una bomba, se hace circular la mezcla de compuestos 

o analitos a través de una columna que contiene un sistema disolvente, esto permite que los 

componentes se desplacen a lo largo de la columna en función de las interacciones no covalentes que 

experimentan entre la fase estacionaria y la fase móvil (Melián, 2019). Aquellos compuestos más 

afines a la fase estacionaria se quedarán más tiempo retenidos en la columna y le supondrá más tiempo 

a la fase móvil desplazarlos por su fase estacionaria o columna. Por otra parte, en cuanto a los modos 

de separación se diferenciaron dos tipos de desarrollo, conocidos como fase normal y fase inversa 

(Schüep, 1997). Inicialmente, la cromatografía se desarrolló utilizando una fase estacionaria polar y 
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un eluyente no polar como componente principal de la fase móvil, lo que llevó a que se denominara 

como "fase normal" (Snyder & Joseph, 1997). No obstante, se encontraba una gran variedad de 

mezclas de analitos que no eran polares y presentaban propiedades hidrofóbicas que requerían una 

separación más precisa, por esta razón, el uso de una fase estacionaria no polar en combinación con 

una fase móvil polar permitió una mejor separación de los analitos hidrofóbicos y a este enfoque se 

denominó "fase inversa" (El Maaty et al., 2015).  

Se debe mencionar también que en la actualidad se disponen de fases móviles que pueden ir variando 

su composición durante el análisis para ir aumentando su poder de elución, a este tipo de separaciones 

se le denomina en gradiente de composición de fase móvil, mientras que si en la fase móvil su 

composición permanece constante durante toda la separación se denomina método isocrático (Melián, 

2019). Un equipo de cromatografía liquida de alta eficacia consta de los siguientes componentes 

descritos en la   

Figura 4. 
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Figura 4 Componentes del HPLC 

Elaborado por: (Las autoras, 2023). 

Nota: (1) Bomba, (2) Autosampler, (3) Columna, (4) Detector UV/VIS, (5) Adquisición y análisis de datos en la 

computadora. 

Los componentes principales con los que consta el HPLC se detallan a continuación;  

Fase móvil: también denominados solventes o reservorios, consiste desde los frascos con disolventes 

hasta los sistemas de filtrados y el desgasificador, por lo general los nuevos equipos de HPLC constan 

con 4 reservorios los cuáles permiten generar una gradiente necesaria para eluir el compuesto deseado 

proporcionando la capacidad de separar diferentes analitos (Melián, 2019). 

Bomba: sistema de bombeo o bomba cromatográfica se le denomina aquel dispositivo que es capaz 

de controlar la fase móvil junto con la presión necesaria para atravesar un determinado flujo a través 

de la fase estacionaria (Melián, 2019). 

Autosampler: inyector o muestreador automático, este dispositivo garantiza una excelente precisión 

y linealidad al momento de la inyección de la muestra a la fase móvil (Labomesa, 2023). 

Fase estacionaria o columna: es el componente más esencial del sistema y al elegirla, se deben tener 

en cuenta diversas variables; además de la naturaleza química, la longitud de la columna, el tamaño 

de las partículas, el diámetro interno, la uniformidad entre las partículas y el tamaño de los poros. 

(Melián, 2019). 

Detector UV/VIS: la espectroscopía UV/VIS se fundamenta en la absorción de la radiación 

ultravioleta-visible (con longitudes de onda comprendida entre los 160 y 780 nm) por una molécula, 

por lo que los picos de absorción se pueden relacionarse con los diferentes tipos de enlace presentes 

en el compuesto, debido a esto, este tipo de espectroscopía se utiliza para la identificación de los 

grupos funcionales presentes en la molécula (LaboratoryInfo, 2020). 
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Adquisición de datos: para la adquisición de los resultados por lo general se utilizan softwares como 

el N2000 Online Chromatostation (Surwit, 1998), el cual se basa en la obtención de un diagrama 

denominado cromatograma que es una representación gráfica en tiempo real de picos generados a 

medida que los componentes separados pasan por el detector (Ko et al., 2012). Estos picos a su vez 

dependerán de variables como; el poder de resolución de la columna, la cantidad de muestra 

inyectada, temperatura, velocidad de flujo y presión, aunque no siempre sucede que el resultado a 

una primera inyección sea un cromatograma perfecto por lo cual se deberá realiza variaciones en las 

condiciones descritas hasta su optimización (Lensmeyer et al., 2006). 

En este caso para la cuantificación de Vitamina D se visualizarían picos como muestra la Figura 5 y 

que posteriormente mediante cálculos de integración del área bajo la curva que el propio software 

proporciona se obtendrán datos cuantitativos para su posterior valorización (Surwit, 1998). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Cronograma de HPLC representativo para la cuantificación de Vitamina 
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Figura 5 Cronograma de HPLC representativo para la cuantificación de 

Viamina tD 

Fuente: (Lensmeyer et al., 2006) 

Nota: Calibrador en suero extraído con picos de 25(OH)D3 y 25(OH)D2 
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2.7.2 Ensayos de inmunoadsorción ELISA 

Los ensayos más comunes en la actualidad para la determinación analítica de la 25-(OH) D, se basan 

en métodos que se han utilizado de forma rutinaria para múltiples propósitos como es el caso de 

Enzyme Linked InmunoSobent Assay o más conocido por sus siglas ELISA, este inmunoensayo es 

cuantitativo y actualmente se distinguen cuatro variantes; directo, indirecto, competitivo y tipo 

sándwich (Biotech, 2019; IBL, 2018; Ramirez, 2022). Para la detección y cuantificación de la 

vitamina D en suero, el tipo de ensayo ideal es el ELISA competitivo o también conocido de 

inhibición, esta es la variante más compleja de la técnica debido que se usa generalmente para detectar 

y/o cuantificar antígenos presentes en bajas cantidades (Biotech, 2019), los reactivos necesarios para 

realizar este inmunoensayo enzimático secuencial en fase sólida incluyen por lo general un anticuerpo 

inmovilizado, el conjugado enzima-antígeno y el antígeno nativo (Monobind Inc., 2018). 

El principio de esta técnica se basa que al mezclar el anticuerpo inmovilizado y una muestra de sangre 

completa que contiene el antígeno nativo, se produce una reacción de unión entre el antígeno nativo 

para un número limitado de sitios de unión insolubilizados (Monobind Inc., 2018). Después, de 

eliminar cualquier antígeno nativo que no haya reaccionado mediante un paso de lavado, se introduce 

el antígeno conjugado con enzima, este conjugado reacciona con sitios del anticuerpo desocupados 

por el antígeno nativo y después de una breve segunda incubación, la fracción unida al anticuerpo se 

separa del antígeno no unido por decantación, esta actividad enzimática en la fracción unida al 

anticuerpo es inversamente proporcional a la concentración de antígeno nativo (Monobind Inc., 

2018). Parte importante de este ensayo es el uso de calibradores los cuales tienen diferentes 

concentraciones del antígeno conocido, lo cual puede ayudar a generar una curva de respuesta a la 

dosis y a partir de esta se podría determinar la concentración de antígenos presentes en una muestra 

desconocida (Zárate, 2019). 
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3. Materiales y métodos 

La fase experimental de esta investigación fue desarrollada en los laboratorios de la empresa 

INMUNOLAB ubicada en la Av. Gran Colombia junto al Teatro Capitol, empresa que se encuentra 

cargo del Dr. Galo Leoro Monroy. 

3.1 Obtención de muestras sanguíneas 

Antes de la obtención de muestras sanguíneas el/los sujeto/s involucrados en la investigación y el 

personal del Laboratorio Inmunolab firmaron una carta de consentimiento la misma que se detalla en 

el Anexo 4, en el cuál autorizaron de forma voluntaria que el uso destinado de las muestras sea con 

fines investigativos y que el manejo de datos obtenidos sea publicado en la presente investigación. 

Para la realización de esta prueba, el/los sujeto/s debían encontrarse con al menos 8 horas de ayuno 

antes de la toma de la muestra (Krist et al., 2021). El procedimiento consistió en la extracción de 

sangre por punción venosa para el cuál se siguieron los protocolos descritos en los sitios web (EACT 

LAB, 2020; MedlinePlus, 2022). 

Pasos para extracción de sangre por punción venosa:  

- Limpiar con alcohol el sitio de punción. 

- Colocar una banda elástica alrededor del antebrazo con el fin de aplicar presión en la zona. 

- Introducir la aguja en la vena. 

- Recolectar la sangre en un tubo de recolección sin aditivos de tapa roja de 5mL, el cual facilitó 

el proceso de coagulación sin impedimentos manteniendo las composiciones normales del 

suero. 

3.2 Obtención de suero sanguíneo 

Una vez obtenida la muestra de sangre como se menciona en el apartado 3.1, se procedió a separar el 

suero sanguíneo (analito de interés) de los demás componentes, para este proceso se realizó un 

protocolo propuesto por el laboratorio de investigación INMUNOLAB, primero se llevó a incubar la 

muestra a 37°C durante 10 minutos hasta la formación de coágulos, luego se centrifugó a 3500 rpm 

durante 10 minutos y se observó que la fracción superior o sobrenadante tras la centrifugación fue de 
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un aspecto amarillento claro y transparente el cuál correspondía al suero sanguíneo, posterior a esto 

con ayuda de una micropipeta se aspiró cuidadosamente el sobrenadante y se transfirió a un nuevo 

tubo estéril. Finalmente se registró el nombre del voluntario, la fecha en la que fue extraído el suero 

y se pone a consideración que el suero almacenado en refrigeración dura un periodo de 7 días. 

3.2.1 Elaboración de suero Zero 

La preparación del suero Zero fue desarrollada en INUMNOLAB bajo la autoría del Doc. Galo Leoro, 

con el propósito de eliminar la presencia de Vitamina D natural y posteriormente añadir una 

concentración conocida la cual servirá como un control o punto de referencia para realizar la 

validación del método por HPLC. Una vez recolectado el suero sanguíneo se midió la cantidad inicial 

de vitamina D mediante el ensayo ELISA como se menciona en el apartado 3.5, a continuación se 

colocó el suero en placas Petri y se procedió a irradiar luz UV en un transiluminador con longitud de 

onda a 310nm durante 1 hora con la finalidad de degradar la vitamina existente en el suero como 

indica la Figura 6 y una vez irradiado se procedió a medir nuevamente la cantidad de vitamina D 

presente mediante el ensayo ELISA con kit comercial con el propósito de cuantificar la cantidad de 

vitamina D después del tratamiento y verificar la efectividad de su degradación. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Elaboración de suero Zero 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 6 Proceso de irradiación de luz UV para obtención de suero Zero 

Fuente: (Las autoras, 2023). 
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3.3 Detección y cuantificación de Vitamina D por HPLC 

Esta parte de la investigación experimental fue desarrollada mediante el uso del sistema de 

cromatografía líquida de alta eficacia (HPLC) PerkinElmer Serie 200 equipo que junto con los 

materiales y reactivos necesarios para la cuantificación de 25-(OH) D fueron proporcionados por el 

laboratorio INMUNOLAB. 

3.3.1 Materiales 

Los equipos utilizados para realizar la detección y cuantificación de 25-(OH) D mediante la 

Cromatografía Líquida de Alta Eficacia (HPLC) se detallan a continuación en la Tabla 2. 

Tabla 2 Equipos para la detección y cuantificación de 25-(OH) D en HPLC 

Equipo Marca Característica 

HPLC PerkinElmer Series 200 

HPLC Systems 

Procesador de muestras avanzado que se 

puede utilizar con prácticamente todos los 

sistemas o aplicaciones de cromatografía 

líquida. 

Bomba al vacío Vacuubrand Permite la extracción de gases o líquidos de 

diferentes recipientes o sistemas, mediante 

el traslado de los fluidos o gases que estos 

contienen, en este caso se emplea con el 

objetivo de realizar un proceso de 

filtración. 

Ultrasonicador DAIHAN-KR Sirve para una sonicación más eficiente de 

la muestra de interés, ayudando a 

desagasificar las soluciones para el uso en 

el HPLC. 

TurboVap LV Evaporator ZYMARK Es un concentrador de muestras de pequeño 

volumen y alta velocidad. Este equipo 
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puede procesar simultáneamente hasta 50 

muestras en muchos tamaños. 

Colector de vacío para 

cartuchos de fase sólida 

Thermo Scientific Colector de vacío de 12 puertos, acelera el 

procesamiento de las muestras mediante el 

proceso de extracción en fase sólida con el 

uso de cartuchos y facilitando la limpieza 

de muestras. 

Vórtex Thermo Scientific - 

Transiluminador UVP Equipo que posee una fuente de luz 

ultravioleta a diferentes longitudes de onda 

con el fin de degradar las Vitaminas en el 

suero. 

Elaborado por: (Las autoras, 2023). 

 

Por otro lado, se detalla en la Tabla 3 los materiales empleados para el proceso de cuantificación de 

25-(OH) D mediante Cromatografía Líquida de Alta Eficacia y se pone a consideración que todos los 

materiales referentes con la manipulación del analito y estándares de la vitamina D, se recomienda el 

uso de material de vidrio color ámbar debido a la sensibilidad a la luz de los mismos (Bofill, 2011). 

Tabla 3 Materiales utilizados para la detección y cuantificación de 25-(OH) D en HPLC 

Materiales Presentación y/o capacidad 

Micropipetas 5-10, 10-100, 100-1000 µL 

Columna Chromegabond BAS Cyano  30cm x 3.9 mm 

Viales ámbar para HPLC 2 mL 

Microfiltros 0,45 µm 

Frascos Boecos  100 y 1000 mL 

Matraz kitazato 250 mL 
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Papel filtro redondo 0,20 µm 

Manguera de hule 8mm de diámetro x 50cm de largo 

Funnel (embudo) 300 mL 

Abrazadera de aluminio 47 mm 

Base de vacío con disco sinterizado 47 mm 

Canastillo (baño de ultrasonido) 5 Lts 

Jeringas 5mL 

Tubos Eppendorf 1.5 y 2 mL 

Cartucho de extracción Waters Oasis  1mL 

Tubo de ensayo 5mL 

Cajas Petri 50mm x 13mm 

Elaborado por: (Las autoras, 2023). 

 

Finalmente, los reactivos empleados en el desarrollo de esta investigación se detallan en la Tabla 4 y 

se debe tomar en cuenta que debido a la alta sensibilidad del equipo (HPLC) todos estos deben contar 

con una alta pureza y una baja absorción de UV, razón por la cual se recomienda que tengan 

características grado HPLC o en caso de no ser así se deberá filtrar y medir el pH con el fin de evitar 

daños al equipo y a la columna (García de Marina Bayo et al., 2016). 
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Tabla 4 Reactivos utilizados para la detección y cuantificación de 25-(OH) D en HPLC 

Reactivo Proporción Función Característica 

Metanol  67% Fase móvil Grado HPLC 

Agua destilada  33% Fase móvil Grado HPLC 

Etanol  100% Dilución del estándar Grado HPLC 

Acetonitrilo  100% Precipitación de 

proteínas 

Grado HPLC 

Vit D 25-(OH) D 25 mL al 99.7% Estándar Líquido y en 

diluciones 

Elaborado por: (Las autoras, 2023). 

 

3.3.2 Preparación del estándar y elaboración de la curva de calibración 

Para la elaboración de la curva de calibración, la misma que fue necesaria para la identificación y 

cuantificación de la 25-(OH) D, se utilizó el equipo de cromatografía líquida de alta eficacia (HPLC) 

PerkinElmer Serie 200, empleando como fase móvil metanol: agua (67:33) y como fase estacionaria 

una columna de la marca ES Industries Chromegabond BAS-CN de 30cm X 3,9mm.  

Los estándares líquidos que se adquirieron, corresponden a los metabolitos 25-(OH) D3 y 25-(OH) 

D2, los cuales fueron proporcionados por la empresa EcuaChemLab y contiene una pureza de 99,7% 

y 90% presentados en un vial ámbar de 25mL diluido en etanol a una concentración de 1,028 mg/mL 

y 1,011 mg/mL.  Con los estándares se procedió a preparar soluciones disueltas en etanol a una 

concentración de 10, 20, 30, 50, 70, y 90 ng/mL en volúmenes de 1,5 mL, previo a que las muestras 

fueran introducidas en el equipo se filtraron con un microfiltro de poro de 0,45 µm y se recolectaron 

en un vial ámbar con tapa de 2mL. Algunos de los parámetros definidos para la corrida se basaron en 

recomendaciones del autor Lensmeyer et al., (2006) como el tipo de fase móvil y tipo de columna, 

sin embargo los parámetros como el volumen de inyección de 25 µL, el tiempo estimado de 25 a 30 

minutos por corrida, el flujo de 0,8 mL/min de la fase móvil y la temperatura de 40°C de la columna 

fueron definidos por las investigadoras. 
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3.3.3 Pretratamiento de la muestra 

En este caso, luego de obtener la muestra de sangre como se menciona en el apartado 3.1 seguido de 

la obtención del suero en el apartado 3.2, se necesitó de un proceso adicional de purificación para el 

cual se empleó un protocolo de extracción de fase sólida (SPE) mismo que consiste en 3 fases como 

se mencionan a continuación: 

- Fase de precipitación: En un tubo Eppendorf mezclar 500 μL de la muestra (suero) + 1000μL 

de acetonitrilo, dejar reposar durante 5 min luego agitar en vórtex durante 10 segundos y 

finalmente centrifugar a 2000g durante 10 min, transferir el sobrenadante a un nuevo tubo 

eppendorf y proteger de la luz, así mismo tomar en cuenta que durante este procedimiento se 

aplica una dilución 1:3 de la muestra (Lensmeyer et al., 2006). 

- Fase de lavado: Para esta fase se emplean los cartuchos de extracción Waters Oasis HLB de 

1mL con ayuda del colector de vacío para cartuchos de fase sólida; primero se debe 

acondicionar previamente los cartuchos activándolos con 1mL de metanol grado HPLC y eluir 

a presión negativa, a continuación para equilibrar el cartucho se debe adicionar 1mL de agua 

y filtrar al vacío, centrifugar previamente la muestra a 8000g durante 10 min y luego cargar 

1mL de la muestra. Para el lavado se debe aplicar 1mL de metanol al 5% y filtrar al vacío, 

tomar en cuenta que los eluyentes en esta fase del lavado se desechan (Hlb, 2023). 

- Fase de Extracción: Se debe acondicionar el analito para el proceso de recuperación, 

para esto colocar 1mL de metanol y recolectar la elución en un tubo eppendorf. A 

continuación, en el TurboVap LV Evaporator llevar a evaporación lo recolectado a una 

sequedad de 35°C bajo una corriente de nitrógeno por un tiempo de 40 min y reconstituir el 

residuo seco con 500 µL de metanol finalmente pasar por un microfiltro de 0,45 µm y 

transferir a un microvial de color ámbar para su posterior análisis (Lensmeyer et al., 2006). 
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3.3.4 Modo de operación del HPLC UV/VIS 

El modo de operación y programación del equipo HPLC consistió en el empleo de los siguientes 

parámetros: 

- La fase móvil fue inversa, mediante una mezcla de metanol: agua en una relación 67:33 

(Lensmeyer et al., 2006)..  

- La presión a la que se trabajó la bomba no debía sobrepasar los 3000 psi para mantener las 

condiciones necesarias e integridad de la columna.  

- El volumen de inyección de los estándares fue de 25 µL. 

- Las muestras de suero fueron inyectadas con un volumen de 25 µL y a las mismas condiciones 

que los estándares. 

Pretratamiento de la muestra para la cuantificación de vitamina D por HPLC 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 7 Pretratamiento de la muestra para la cuantificación de vitamina D por HPLC 

Fuente: (Las autoras, 2023). 



29 

 

- La columna empleada fue la Chromegabond BAS CN, la cual consta de un diámetro de 30cm 

x 3,9 mm y operó a una temperatura de 40°C.  

- La longitud de onda usada fue de 273 nm (Lensmeyer et al., 2006).  

- Por último, para la adquisición de los resultados se utilizó dos softwares como el N2000 

Online Chromatostation y el N2000 Offline Chromatostation. 

3.4 Validación del método HPLC 

Los parámetros que se tomaron en consideración para la validación del método son: linealidad, límites 

de detección, límites de cuantificación, repetibilidad, reproducibilidad, precisión y exactitud. 

3.4.1 Linealidad 

Se ejecutaron tres curvas de calibración siguiendo la metodología descrita en el apartado 3.3.2. Se 

realizó la estimación de la ecuación de la recta en base a condiciones de reproducibilidad y se analizó 

el coeficiente de correlación lineal el mismo que se toma a consideración como un criterio de 

aceptabilidad cuando su valor es igual o superior a 0,999 (Balseca, 2019). Así mismo, para determinar 

la linealidad del método se utilizó la siguiente ecuación: 

𝑦 = 𝑚𝑥 + 𝑏 

Ecuación 1. Pendiente de la recta 

Donde: 

y= Área que representa a cada estándar 

x= Concentración del estándar de vitamina D 

m= Pendiente de la recta 

b= Ordenada al origen 

Para demostrar que las curvas cumplen con la ecuación de la recta formulada en la (Ec.1), se calculó 

los valores de: pendiente (Ec.2), ordenada al origen (Ec.3), coeficiente de correlación el cual debe ser 

valores menores a 0,999 (Ec.4), desviación estándar (Ec.5) y error típico (Ec.6)(Balseca, 2019). 
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𝑚 =
∑ (𝑥𝑖 − �̅�)(𝑦𝑖 − �̅�)𝑛

𝑖=1

∑ (𝑥𝑖 − �̅�)𝑛
𝑖=1

2  

Ecuación 2. Pendiente 

𝑏 = �̅� − 𝑚�̅� 

Ecuación 3. Ordenada al origen 

𝑟 =
∑ (𝑥𝑖 − �̅�)(𝑦𝑖 − �̅�)𝑛

𝑖=1

∑ (𝑥𝑖 − �̅�)𝑛
𝑖=1

2 ∑ (𝑦𝑖 − �̅�)𝑛
𝑖=1

2 

Ecuación 4. Coeficiente de correlación 

σ = √
∑(𝑥 − �̅�)2

𝑛 − 1
 

 Ecuación 5. Desviación estándar 

𝑆𝐸𝑥𝑦 = √
∑(𝑦𝑖 − �̅�)2 − [𝑚2 ∑(𝑥 − �̅�)2]

𝑛 − 2
 

Ecuación 6. Error típico 

Donde: 

x= datos de concentración 

y= datos del área 

x̅= media de los datos de concentración 

y̅= media de los datos del área 

m= pendiente 

n= número de datos  

3.4.2 Límite de detección (LD) 

Analiza la menor cantidad del analito que pueda detectarse por muestra, aunque no necesariamente 

cuantificarse, todas las muestras se realizaron bajo las mismas condiciones del análisis indicado 

(Castillo & González, 1996). Se utilizó el límite de detección como ejemplo de la guía de validación 
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ICH Q2 (R1) la cual especifica los requisitos en la sección 6.3 y 6.3.2 (ICH Harmonised Tripartite 

Guideline, 2005). 

𝐿𝐷 =
3.3 𝜎

𝑆
 

Ecuación 7. Límite de detección 

Donde: 

σ= desviación estándar de la respuesta 

S= pendiente de la curva de calibración (m). 

3.4.3 Límite de cuantificación (LC) 

Analiza la menor cantidad de analito en muestras que puedan determinarse bajo precisión y exactitud 

aceptables bajo las condiciones establecidas de cada proceso (Castillo & González, 1996). Para 

calcular el límite de cuantificación se utilizó la fórmula descrita en la guía de validación ICH Q2 (R1) 

descrita en la sección 7.3 (ICH Harmonised Tripartite Guideline, 2005). 

𝐿𝐶 =
10 𝜎

𝑆
 

Ecuación 8. Límite de cuantificación 

Donde: 

σ= desviación estándar de la respuesta 

S= pendiente de la curva de calibración (m). 

3.4.4 Repetibilidad y Reproducibilidad 

Este análisis se realizó utilizando dos muestras preparadas artificialmente, para esto se utilizó el suero 

zero y se añadió una concentración única conocida de 35 y 50 ng/mL respectivamente, las cuales 

teóricamente están dentro de los limites aceptables de medición en sangre (apartado 2.4), 

posteriormente se aplicó el protocolo de pretratamiento de la muestra y se corrió bajo las mismas 
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condiciones descritas en el apartado 3.3.4, se realizó un total de 6 réplicas por cada muestra, en 

diferentes días y por operadores distintos (ICH Harmonised Tripartite Guideline, 2005). 

Para la evaluación estadística de los resultados obtenidos, se empleó MiniTab Stadistical Software 

mediante un estudio R&R del sistema de medición (cruzado) por medio del análisis ANOVA. 

3.4.5 Precisión  

Se valoró la precisión del método bajo los parámetros de repetibilidad y reproducibilidad 

mencionados en el ítem anterior. Además con los resultados obtenidos se calculó la precisión 

intermedia, para lo cual se necesitan calcular los datos respectivos de la media aritmética, desviación 

estándar relativa y finalmente el coeficiente de variación experimental (%CV)  (ICH Harmonised 

Tripartite Guideline, 2005). Se utilizó la siguiente ecuación: 

%𝐶𝑉 =
𝜎

�̅�
𝑥 100 

Ecuación 9. Porcentaje de coeficiente de variación experimental 

3.4.6 Exactitud 

Se empleó un análisis repetido de dos muestras con concentración única conocida, para esto se utilizó 

el procedimiento descrito para la obtención de un suero zero en el aparatado 3.2.1 y se añadió una 

concentración conocida (30 y 50 ng/mL respectivamente) con la finalidad de calcular el porcentaje 

de recuperación (%R), seguido de esto se aplicó el protocolo de pretratamiento de la muestra (aparado 

3.3.3), se corrió un total de tres veces cada muestra a las mismas condiciones para el protocolo de 

HPLC (apartado 3.3.4) y según la guía de validación ICH Q2 (R1) debió encontrarse entre los valores 

del 98% y 102% (ICH Harmonised Tripartite Guideline, 2005). Para este punto se utilizó la siguiente 

ecuación: 

%𝑅 =
𝑋 𝑒𝑠𝑡𝑖𝑚𝑎𝑑𝑎

𝑋 𝑣𝑒𝑟𝑑𝑎𝑑𝑒𝑟𝑎
𝑥 100 

Ecuación 10. Porcentaje de recuperación 
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Además, se puso a consideración que previo al estudio de exactitud se corroboró que la muestra de 

suero zero tenga una cantidad no detectable del analito de estudio y que el estándar añadido no solape 

con algún otro analito presenté en la muestra, por lo cual se corrió en HPLC bajo las mismas 

condiciones y purificando previamente la muestra cómo se describe en la metodología (apartado 3.3.3 

y 3.3.4). 

3.5 Detección y cuantificación de Vitamina D por inmunoensayo ELISA 

Para llevar a cabo esta investigación, se empleó un kit comercial para la determinación cuantitativa 

de la concentración de 25 – (OH) D en suero humano, mediante un inmunoensayo enzimático en 

microplaca, colorimétrico de la marca Accu Bind ELISA Microwells, con código de producto: 9425-

300ª y número de lote EIA – 94K1A3.  

3.5.1 Materiales 

Los reactivos y materiales proporcionados por el kit comercial Vitamin D Direct - Accu Bind ELISA 

Microwells, se detallan a continuación en la Tabla 5. 

Tabla 5. Reactivos y materiales del kit comercial Vitamina D direct Accu Bind ELISA Microwells 

Código Función Característica Concentración Presentación 

A Calibradores 

de vitamina 

D 

Llevan en su envase los 

íconos de AG, son un total 

de siete viales que contienen 

calibradores de referencia de 

albúmina sérica humana 

para la 25 – (OH) D. 

0, 5, 10, 25, 46, 

85 y 150 ng/mL 

1mL/ vial 

B Controles de 

vitamina D 

Son dos viales representados 

con los íconos de M y N los 

cuales contienen controles 

21,12 - 45,86 

ng/mL y 49,16 – 

97,6 ng/mL 

1mL/vial 
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de referencia de suero 

humano. 

respectivamente 

para M y N 

C Agente 

liberador de 

vitamina D 

Vial que contiene agentes 

liberadores de la proteína de 

unión a la Vitamina D y en 

cuyo envase presenta el 

icono [I]. 

 12mL/vial 

D Reactivo 

enzimático 

de vitamina 

D 

Representado con el icono E, 

contiene 25-(OH) D3 

(análogo) – peróxido de 

rábano picante (HRP) 

conjugado en una matriz 

estabilizadora de proteínas. 

 12mL/vial 

E Placas 

recubiertas 

de 

anticuerpo 

vitamina D 

Contienen IgG de oveja 

antivitamina D y se 

encuentran envasados en una 

bolsa de aluminio con un 

agente secante 

< 1,0 µg/mL de 

IgG de oveja 

antivitamina D 

Placas de 96 

pocillos 

F Solución de 

lavado 

concentrada 

Contiene un tensioactivo en 

solución salina tamponada la 

cuál debe ser resuspendida 

antes de su uso 

 20mL/vial 

G Reactivo de 

sustrato 

Contiene 

tetrametilbencidina (TMB) y 

peróxido de hidrógeno 

(H2O2) en el búfer 

 12 mL/ vial 
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H Solución 

Stop 

Contiene un ácido fuerte 

(H2SO4) 

 8mL/vial 

I Folleto  Folleto de carácter instructivo sobre el producto 

Fuente: (Monobind Inc., 2018) 

Elaborado por: (Las autoras, 2023).  

 

Además de los reactivos proporcionados por el kit se requirieron de otros materiales como 

micropipetas de 25 y 100 µL, lavador de microplacas o botellas comprimibles, lector de microplacas 

con capacidad de absorbancia de longitud de onda de 450nm y 620 nm, papel absorbente para secar 

los pocillos de las microplacas, envoltura o cubierta plástica para incubación de microplacas y 

temporizador. 

3.5.2 Elaboración de la curva de calibración con estándares de vitamina D 

Para la construcción de la curva de calibración se llevó a cabo el protocolo proporcionado por el 

inserto del kit Accu Bind ELISA Microwells para detección de 25 – (OH) D total como se detalla en 

el Anexo 3, se debe tener presente que antes de comenzar con el ensayo todos los reactivos y 

controladores debían estar a temperatura ambiente de (20-27°C) y que en este caso los pocillos tenían 

que estar ordenados para cada calibrador por duplicado y siguiendo su respectivo orden de 

concentración (Monobind Inc., 2018).  

Además, hay que considerar que para agregar cada reactivo se debe seguir siempre el mismo orden 

para minimizar el tiempo de reacción, y que, en caso de que algún calibrador, reactivo o solución 

presente alguna coloración azulada en los mismo, no utilizarlos ya que estos pueden encontrarse 

oxidados o contaminados, por lo que dicho kit debería descartarse (Monobind Inc., 2018). 

3.5.3 Pretratamiento de la muestra 

El protocolo empleado para la detección de vitamina D mediante el inmunoensayo de absorción 

enzimática ELISA, una vez que se obtuvo la muestra de sangre como se menciona en el apartado 3.1 

y recolectado únicamente el suero como se menciona en el apartado 3.2, la muestra no necesitó de 

ningún otro proceso de filtrado y se prosiguió con la elaboración del ensayo ELISA. 
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3.5.4 Cuantificación de vitamina D en muestras de suero sanguíneo humano 

Se aplicó la metodología de Monobind Inc. (2018), descrita en el manual del kit: 

1. Pipetear 25 µL de la muestra de suero extraída en el pocillo asignado, considerar realizar por 

duplicado. 

2. Agregar 100 µL del agente liberador de vitamina D 25-OH a todos los pocillos. 

3. Mezclar la microplaca durante 20-30 segundos hasta su homogenización. 

4. Cubrir los pocillos con la envoltura de plástico de microplacas y dejarlo incubar durante 30 

minutos a temperatura ambiente. 

5. Desechar el contenido de la microplaca por decantación o aspiración. Si se realiza por medio 

de un proceso de decantación, secar lo sobrante con ayuda de papel absorbente. 

6. Agregar 350 µL de tampón de lavado para luego realizar su respectiva decantación. Repetir 

dos veces más este proceso para llegar a un total de 3 lavados. 

7. Añadir 100 µL de reactivo enzimático 25-OH vitamina D a todos los pocillos. No agitar la 

placa después de la adición de este reactivo. 

8. Cubrir e incubar durante 30 minutos a temperatura ambiente. 

9. Desechar el contenido de la microplaca por decantación o aspiración, siguiendo lo 

anteriormente explicado. 

10. Agregar 350 µL de tampón de lavado, decantar y repetir dos veces más. 

11. Agregar 100 µL de reactivo de sustrato a todos los pocillos. No agitar la placa después de la 

adición de este reactivo. 

12. Incubar la microplaca a temperatura ambiente durante 20 minutos. 

13. Agregar 50 µL de solución de parada a cada pocillo y mezclar suavemente durante 15 a 20 

segundos. 

14. Leer la absorbancia a 450 nm (usando una longitud de onda de referencia de 620-639 nm) 

Además, se tomó en cuenta varios aspectos como; seguir siempre el mismo orden de cada calibrador 

para minimizar el tiempo de reacción y que el protocolo descrito en el Anexo 3 se realizó a la par de 

este protocolo por lo cual facilitó el tiempo de investigación para esta metodología. 
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3.6 Comparación entre la técnica de HPLC y ELISA 

Se evaluaron los resultados de los datos obtenidos de las dos técnicas, primero se analizaron si estos 

datos son paramétricos o no paramétricos para lo cual se emplea un análisis de normalidad en el 

Software MiniTab Stadistical, en caso de ser datos con una distribución normal (p > 0.01) se procede 

a realizar la prueba de T-Student, en caso de no ser datos con una distribución normal (p < 0.05) se 

procede a realizar una prueba U de Mann-Whitney, donde se plantean dos hipótesis a probar: 

H0: La técnica de HPLC presenta resultados diferentes frente a la técnica de ELISA, en la medición 

de vitamina D en suero sanguíneo donde µ1 > µ2 = 0. 

H1: La técnica HPLC presenta resultados similares frente a la técnica ELISA, en la medición de 

vitamina D en suero sanguíneo, donde µ1 - µ2 = 0 
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4. Resultados y discusión 

Mediante una serie de análisis estadísticos ejecutados en el software de Microsoft Excel y MiniTab 

se calcularon e interpretaron los resultados obtenidos de los procedimientos realizados en el 

laboratorio Inmunolab para la investigación de “Comparación entre las técnicas de HPLC y ELISA 

para la detección de Vitamina D en suero sanguíneo”. 

4.1 Obtención de suero Zero 

Se obtuvo dos viales de 4mL de suero zero a partir de un total de dos muestras de sangre de 10mL 

correspondientes a voluntarios dentro de la investigación, las cuáles previamente a la extracción 

sanguínea firmaron la autorización como se indica en el Anexo 4.  

 

 

 

 

 

 

 

 

Para comprobar que el protocolo este correctamente efectuado se realizó un ensayo de ELISA para 

cuantificación de Vitamina D previo a la irradiación UV y después de la misma, donde se obtuvo un 

resultado inicial de 12.10 ng/mL y un resultado final no detectable de 25-(OH) D, estos datos se 

obtuvieron a partir de la lectura de densidad óptica  (Figura 9) y su respectiva cuantificación mediante 

la curva de calibración de la Figura 10 realizada con los calibradores del kit comercial Accu Bind 

ELISA Microwells para detección de 25 – (OH) D total tal como describe el protocolo (apartado 

3.5.2).  

Vial de 4mL de Suero Zero Vitamina D 

 

 

Fuente: (Las autoras, 2023). 

Figura 8 Suero Zero de Vitamina D 
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Resultados densidad óptica ensayo ELISA para la detección de 25 –(OH) D total en suero Zero 

 

 

 

 

 

 

Fuente: (Las autoras, 2023). 

Nota: Se obtuvo una densidad óptica de 1.085 del suero zero antes y de 2.048 después de la irradiación UV. 

Figura 9 Resultados densidad óptica ensayo ELISA para detección de 25(OH) D total en suero Zero 

Cuantificación del suero Zero en Curva de calibración  

 

 

 

 

 

 

 

 

Fuente: (Las autoras, 2023). 

Nota: Se obtuvo una concentración de Vitamina D en el suero antes de ser irradiado de 12,10 ng/mL (línea roja) y después 

una concentración de suero zero no detectable. 

Figura 10 Cuantificación de suero Zero en Curva de Calibración 

PLATE #    : 1

ASSAY          : DATE        : 18 5 2023

OPERATOR : O.D. LIMIT     : 3.000 TIME         : 16 h 30 AM/PM

READ MODE  : AUTO MIX: ON

NOTES          : CAL: ON

Calibrador 0 5 10 25 47 85 150 Z- Antés Z- Después Vacio Vacio Vacio

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

A 2,169 1,505 1,109 0,743 0,525 0,423 0,629 1,085 2,048 0,000 0,000 0,000

B 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000

C 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000

D 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000

E 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000

F 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000

G 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000

H 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000

OPTICAL DENSITY

INMUNOLAB QUITO, ECUADOR

OPTICAL DENSITY450nm - 650nm

MOLECULAR DEVICES

25-OH VIT D

ANA Y CRISTINA

Vmax KINETICS MICROPLATE READER

WAVELENGTH              :
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Por otro lado, de acuerdo con los autores Luisa & Casaus (2015) se pudo comprobar que mediante 

una irradiación con luz UV artificial la vitamina D logró degradarse a productos inactivos, 

obteniéndose una concentración no detectable de la misma dentro del suero sanguíneo.  

4.2 Detección y cuantificación de Vitamina D por HPLC 

Se corrió los estándares por separado de 25-(OH) D2 y 25-(OH) D3 a una misma dilución (90 ng/mL); 

se pudo observar que los picos del cromatograma salían al mismo tiempo de retención y al ser 

superpuestas las dos corridas con ayuda del software N2000 Offline se corroboró que al poseer una 

estructura química similar puede resultar en picos solapados tal y como evidencian algunas 

investigaciones de Bravo & Honduras (2006), donde explican que al ser análogos estructurales los 

estándares pueden actuar de forma similar y tener un tiempo de retención igual. Sin embargo, se 

visualizó una diferencia de áreas ya que 25-(OH) D3 tiene mayor área que 25-(OH) D2 tal como 

muestra la Figura 11.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Debido que el proceso de separación óptimo de picos análogos, en algunos casos conlleva el ajuste 

de nuevas condiciones, como cambiar la fase móvil, la columna o los parámetros de gradiente 

(Collado, 2020), se decidió continuar la investigación con los mismos parámetros descritos pero 

Cromatogramas superpuestos de 25-(OH) D2 y 25-(OH) D3 

 

 

 

 

 

 

 

Fuente: (Las autoras, 2023). 

Nota: La línea azul corresponde al estándar de 25-(OH) D2 y la línea roja al estándar de 25-(OH) D3. 

Figura 11 Cromatogramas superpuestos de los dos estándares de Vitamina D 
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empleando únicamente el estándar de Vitamina D3, ya que fue el pico más representativo y el único 

visible por el modo de operación descrito en el apartado 3.3.4 , a partir de este se realizaron un total 

de 6 diluciones, las cuales van desde los 10 ng/mL hasta 90 ng/mL debido a que, según estudios de 

Dahiri et al. (2023) estos son los posibles rangos en que la Vitamina analizada puede encontrarse 

presente en el suero sanguíneo en forma de 25-hidroxivitamina D3, en donde delimitan valores de 

<20 ng/ml como deficientes, 20-30 ng/ml como insuficientes y ≥30 ng/ml como suficientes. 

4.2.1 Curva de calibración y validación de la linealidad 

Para la validación del método “linealidad” se realizaron un total de tres curvas de calibración, en base 

a los seis estándares de vitamina D y se analizaron por HPLC, los datos obtenidos para la realización 

de las curvas de calibración fueron en tres días diferentes, para graficar las curvas se ubicó en el eje 

X las concentraciones de los seis estándares de Vitamina D3 en ng/mL y en el eje Y el área a la cual 

representa cada uno de los estándares expresadas en unidad de absorbancia (UA). 

Tabla 6 Datos de las curvas de calibración para las concentraciones de Vitamina D3 

 Eje X Eje Y  

Std 
Concentración del Std en 

(ng/mL) 

Curva 1 

Área (UA) 

Curva 2 

Área (UA) 

Curva 3 

Área (UA) 

1 10 26265,199 22773,500 26252,203 

2 20 56328,258 76885,078 75306,805 

3 30 104876,086 140398,656 139624,313 

4 50 193690,000 258840,688 258926,500 

5 70 315925,313 375372,563 380204,281 

6 90 436866,813 498343,344 498645,125 

Fuente: (Las autoras, 2023) 

 

A continuación, se presentan las curvas de calibración con su respectiva ecuación de la recta y su 

coeficiente de correlación lineal (R2): 

En base a gráfica de la primera curva de calibración (Figura 12) se obtuvieron los siguientes datos: 

pendiente (m) 5184,2, coeficiente de correlación (r) 0.9917, valor de la intersección -44297,15, error 

típico (SE) 16358,95 y la desviación estándar (SD) 40071,078. 
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En la segunda curva de calibración (Figura 13) se consiguieron los siguientes datos: pendiente (m) 

5953,429, coeficiente de correlación (r) 0.9999, valor de la intersección -39135,5, error SE 2432,133 

y la desviación estándar 5957,48. 

 

 Curva 1 de calibración de Vitamina D3 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

    Fuente: (Las autoras, 2023) 

    Nota: y = 5184,2x – 44297 y R² = 0,9917 (Regresión lineal y coeficiente de correlación) 

Curva 2 de Calibración de Vitamina D3 

 

 

 

 

 

Figura 13  Análisis de linealidad - Curva 2 de calibración de Vitamina D3 

Fuente: (Las autoras, 2023). 

Nota:  y = 5953,4x – 39135, R² = 0,9999 (Regresión lineal y coeficiente de determinación). 
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Figura 12 Análisis de linealidad - Curva 1 de calibración de Vitamina D3 
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La tercera curva de calibración (Figura 14) presentó los siguientes datos: pendiente (m) 5966,928, 

coeficiente de correlación (r) 0,9997, valor de la intersección -38685,224, error SE 3837,682 y la 

desviación estándar 9400,363. 

 Curva 3 de calibración de Vitamina D3 

 

 

 

 

 

 

Figura 14 Análisis de linealidad - Curva 3 de calibración de Vitamina D3 

Fuente: (Las autoras,2023). 

Nota: y = 5966,9x – 38685 y R² = 0,9997 (Regresión lineal y coeficiente de correlación) 

 

Después de analizar los datos de cada una de las curvas, se escogió a la que mejor coeficiente de 

determinación obtuvo correspondiendo está a la segunda curva y a partir de la cual se elegirá como 

punto de referencia para el análisis de las muestras ya que autores como Aguirre (2017), coinciden 

que lo ideal es obtener un valor R2 que sea igual o mayor a 0.999, para así poder demostrar la 

fiabilidad de los datos obtenidos.  

4.2.2 Análisis de las muestras 

Se estudiaron un total de cuatro muestras sanguíneas correspondientes a voluntarios de esta 

investigación en condiciones de ayunas, se rotularon como M1, M2, M3 y M4 respectivamente y se 

corrieron en HPLC un total de seis repeticiones por muestra, una vez obtenido el cromatograma en el 

Software Offline N2000 se obtuvo el valor del área bajo la curva. Para obtener el valor de la 

concentración se calculó con ayuda de la ecuación de la recta correspondiente a la Curva de 
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Calibración (Figura 13) despejando el valor de X y luego multiplicando por el factor de dilución que 

se realizó en la preparación de la muestra durante el precipitado de proteínas (apartado 3.3.3), como 

se explica a continuación: 

Ejemplo de cálculo para la M1 Réplica 1: 

• Área bajo la curva: 22116,33 correspondiente a “y” 

• Ecuación de la recta: y = 5953,4x – 39135 

• Despejamos x de la ecuación que corresponde a la concentración y reemplazamos:  

x= (y+39135) /5953,4 

• Se obtiene un total de 10,19 ng/mL y se multiplica por 3 correspondiente al factor de 

dilución, dando como resultado 30,57 ng/mL
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Tabla 7 Resultado detección de Vitamina D en suero sanguíneo por HPLC 

 

Condiciones: Ayunas Ayunas Ayunas Ayunas 

Muestras: M1 M2 M3 M4 

Replica 
Cromatograma 

(Anexo 6) 
Área 

Concentración 

(ng/mL) 

Cromatograma 

(Anexo 7) 
Área 

Concentración 

(ng/mL) 

Cromatograma 

(Anexo 8) 
Área 

Concentración 

(ng/mL) 

Cromatograma 

(Anexo 9) 
Área 

Concentración 

(ng/mL) 

1 
VITAMINA D3 

0114 
22116,33 30,57 

VITAMINA D3 

0120 
27655,32 33,35 

VITAMINA D3 

0134 
7599,80 23,27 

VITAMINA D3 

0138 
23831,49 31,43 

2 
VITAMINA D3 

0115 
23962,33 31,50 

VITAMINA D3 

0121 
26561,13 32,80 

VITAMINA D3 

0135 
7233,84 23,09 

VITAMINA D3 

0139 
24777,83 31,91 

3 
VITAMINA D3 

0116 
22849,63 30,94 

VITAMINA D3 

0122 
26623,39 32,84 

VITAMINA D3 

0136 
6123,17 22,53 

VITAMINA D3 

0140 
23159,34 31,09 

4 
VITAMINA D3 

0117 
24063,74 31,55 

VITAMINA D3 

0123 
26769,68 32,91 

VITAMINA D3 

0144 
7598,04 23,27 

VITAMINA D3 

0141 
24000,27 31,52 

5 
VITAMINA D3 

0118 
23737,74 31,38 

VITAMINA D3 

0124 
26375,23 32,71 

VITAMINA D3 

0145 
6149,32 22,54 

VITAMINA D3 

0142 
24250,43 31,64 

6 
VITAMINA D3 

0119 
23787,66 31,41 

VITAMINA D3 

0125 
26800,07 32,92 

VITAMINA D3 

0146 
7576,24 23,26 

VITAMINA D3 

0143 
24106,97 31,57 

Promedio   31,22   32,92   22,99   31,53 

 

Fuente: (Las autoras, 2023) 

Nota:   Se obtuvieron promedios de M1 correspondiente a 31,22 ng/mL, para la M2 un valor de 32,92 ng/mL y para la M4 un valor de 31,52 ng/mL, valores considerados dentro del rango 

óptimo de concentración de vitamina D; mientras que para la M3 se obtuvo un valor de 22,9 ng/mL resaltando la carencia de la vitamina en dicha muestra según datos teóricos descritos en 

el apartado 2.3.1.  

Los cromatogramas de las muestras se encuentran en; Anexo 6 (M1), Anexo 7 (M2), Anexo 8 (M3) y Anexo 9 (M4). 
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Tal y como lo demuestra el estudio de NIH (2022), en su hoja informativa los valores obtenidos tienen 

relación con los rangos considerados como óptimos o normales de 30 a 50 ng/mL (M1, M2 y M4) y 

deficientes aquellos menores a 30 ng/mL (M3), es decir podemos considerar que el voluntario M3 

presenta valores bajos de vitamina D debido a posibles factores como; no recibe suficiente vitamina 

D en su dieta, no absorbe suficiente vitamina D de los alimentos, no recibe suficiente exposición a la 

luz solar o su hígado o riñones no pueden convertir la vitamina D en su forma activa en el cuerpo 

(MedlinePlus, 2023).  

4.3 Validación del método por HPLC 

4.3.1 Límite de detección 

El límite de detección se determinó mediante el análisis de los valores calculados para la Curva 2 de 

Calibración (apartado 4.2.1) como la pendiente de la recta (S), el error típico (SE) y la desviación 

estándar (𝜎). 

𝐿𝐷 =
3.3 𝜎

𝑆
 

𝐿𝐷 =
3.3 (5957,484)

5953,429
 

𝐿𝐷 = 3,302 𝑛𝑔/𝑚𝐿  

Es decir, la concentración mínima que debe tener la Vitamina D para que pueda ser detectada con 

certeza razonable corresponde a 3,30 ng/mL, asimismo en literatura reciente autores como Domingo 

(2021), mencionan que estos métodos analíticos poseen cierta variación aleatoria en los resultados 

por lo que puede llevar a la detección de pequeñas cantidades que no están presentes en la muestra 

por lo que resultados más bajos al LD no deben ser tomados en cuenta ya que es difícil distinguir 

entre verdaderos positivos de los aleatorios dispersos. 

4.3.2 Límite de cuantificación 

De igual forma, el límite de cuantificación se calculó a partir del análisis de los valores obtenidos 

para la Curva 2 de Calibración (apartado 4.2.1) junto con los valores de desviación estándar (𝜎) y 

pendiente de la recta (S). 



47 

 

𝐿𝐶 =
10 𝜎

𝑆
 

𝐿𝐶 =
10 (5957,484)

(5953,429)
 

𝐿𝐶 = 10,006 𝑛𝑔/𝑚𝐿 

El autor Domingo (2021), propone que el análisis puede detectar la presencia de una concentración 

en niveles superiores al límite de detección (LD) sin embargo la Vitamina D estaría presente en una 

cantidad muy baja, por lo que el analista no puede asignarle un valor numérico con una certidumbre 

aceptable lo que conlleva a la necesidad de establecer un límite de cuantificación que sea mayor al 

límite de detección. Es decir, según la validación del LC la concentración mínima que debe tener la 

Vitamina D para que pueda ser cuantificada con certeza razonable en este estudio corresponde a 10,00 

ng/mL. 

4.3.3 Repetibilidad y Reproducibilidad 

Se realizó un análisis de 2 muestras de suero zero cada una con una cantidad de vitamina D añadida, 

en este caso la primera muestra tuvo un total de 35 ng/mL y la segunda un total de 50 ng/mL. La 

prueba fue realizada en dos días diferentes por las dos operadoras para así demostrar la capacidad del 

equipo de otorgar resultados consistentes y precisos mediante la validación del método de 

repetibilidad, y de igual manera, demostrar la capacidad del ensayo de ser reproducido por diferentes 

operadores, tal y como se muestra en la  

 

 

 

Tabla 8. 
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Tabla 8 Resultados análisis de repetibilidad y reproducibilidad 

Operador: 1 2 1 2 

Fecha: 
jueves, 22 de junio de 2023 viernes, 23 de junio de 2023 jueves, 8 de junio de 2023 miércoles, 7 de junio de 2023 

Muestra: (Z+35ng/mL)  (Z+ 35ng/mL)   (Z+50ng/mL)  (Z+50ng/mL) 

Réplica Cromatograma Área 
Concentración 

(ng/mL) 
Cromatograma Área 

Concentración 

(ng/mL) 
Cromatograma Área 

Concentración 

(ng/mL) 
Cromatograma Área 

Concentración 

(ng/mL) 

1 
VITAMINA D3 

0150 
31138,80 35,11 

VITAMINA D3 

0157 
31254,31 35,16 

VITAMINA D3 

0103 58093,07 
48,66 

VITAMINA D3 

0095 
57027,57 48,12 

2 
VITAMINA D3 

0151 
31190,31 35,13 

VITAMINA D3 

0158 
31178,46 35,13 

VITAMINA D3 

0102 58206,05 
49,76 

VITAMINA D3 

0096 
59319,58 49,27 

3 
VITAMINA D3 

0152 
31265,71 35,17 

VITAMINA D3 

0159 
31633,01 35,35 

VITAMINA D3 

0101 58086,65 
49,89 

VITAMINA D3 

0097 
59284,81 49,26 

4 
VITAMINA D3 

0153 
31225,47 35,15 

VITAMINA D3 

0160 
31280,17 35,18 

VITAMINA D3 

0104 59973,77 
49,60 

VITAMINA D3 

0098 
60420,21 49,83 

5 
VITAMINA D3 

0154 
31569,04 35,32 

VITAMINA D3 

0161 
31196,35 35,13 

VITAMINA D3 

0105 60573,36 
49,90 

VITAMINA D3 

0099 
59314,88 49,27 

6 
VITAMINA D3 

0155 
31192,68 35,13 

VITAMINA D3 

0162 
31336,72 35,21 

VITAMINA D3 

0106 
60327,79 49,78 

VITAMINA D3 

0100 
58354,60 48,79 

Fuente: (Las autoras, 2023) 

Nota: (Z) corresponde a las muestras de suero Zero, los operadores (1) y (2) corresponden a las autoras de la investigación. 
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Una vez obtenidos los datos de las mediciones se ingresaron a MiniTab Stadistical Software, donde 

se obtuvo la siguiente Tabla 9 de evaluación del sistema de medición. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Con los resultados obtenidos por medio del Software MiniTab Stadistical Software y su respectiva 

guía de interpretación de resultados nos dice que la contribución total de R&R permite evaluar 

simultáneamente la repetibilidad y reproducibilidad del sistema mediante el análisis del porcentaje 

de variación (%Var estudio); cuando en este se obtiene menos del 10% el sistema de medición es 

aceptable, entre 10 y 30% es aceptable según la aplicación y el costo de la medición del estudio y 

superior al 30% el sistema de medición es inaceptable y debe mejorarse (Minitab, 2011). En este 

caso, al obtenerse un resultado de 4.14 % (Tabla 9) se cataloga como un sistema de medición 

aceptable. 

4.3.4 Precisión 

Se evaluó la precisión bajo los parámetros de repetibilidad y reproducibilidad en el programa Minitab 

Stadistial Software mediante el uso de herramienta de calidad Gage R&R analizados en el apartado 

4.3.3 y se corroboró con autores como Rodriguez (2015) y Minitab (2011) que si el valor obtenido 

Tabla 9 Estudio R&R del sistema de medición - método ANOVA 

 

 

 

 

 

 

Fuente: (Las autoras, 2023). 

Nota: % de variación de estudio de Gage R&R (% 4,14) equivalente a un 

sistema de medición óptimo. 
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en Gage R&R se encuentra dentro de los porcentajes admitidos, la precisión del análisis se ve 

influenciada por este y por ende puede ser aceptado.  

Por otro lado, se calculó el %CV de cada parte (35 y 50 ng/mL) con el fin de analizar el grado de 

concordancia entre resultados obtenidos al aplicar el mismo proceso experimental repetidas veces y 

sobre la misma muestra bajo condiciones constantes establecidas donde se obtuvo los siguientes 

resultados. 

Para 35ng/mL (12 repeticiones y 2 operadores) 

�̅� = 35,18 

𝜎 = 0,0773 

%𝐶𝑉 = 0,22 

Para 50ng/mL (12 repeticiones y 2 operadores) 

�̅� = 49,34 

𝜎 = 0,569 

%𝐶𝑉 = 1,15 

Según Torralvo (2017), en la terminación de cualquier tipo de muestra la precisión intermedia se 

considera aceptable cuando el %CV experimental es inferior a 2 y como puede observarse los 

coeficientes experimentales calculados son menores a este valor, por lo que la precisión del análisis 

es buena. 

4.3.5 Exactitud 

Se demostró en el cromatograma del suero zero Figura 15, que no existe presencia de vitamina D ni 

de ningún otro analito que interfiera en el análisis ya que entre el minuto 15 al 17 el cual se considera 

como el tiempo de retención de la vitamina D en base a los cromatogramas del Anexo 5, no existe la 

presencia de ningún pico. 
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Por otro lado, los resultados del análisis de exactitud se presentan en la Tabla 10 para el cuál se 

emplearon dos muestras de suero zero y se añadió las cantidades conocidas de 30 y 50 ng/mL, se 

analizó cada muestra por triplicado y una vez obtenida la concentración real se aplicó la fórmula de 

% de recuperabilidad (Ec.10) donde se obtuvieron porcentajes desde los 98,86 hasta los 99,81. En 

base a estos resultados junto con las medidas definidas en el manual de la (ICH Harmonised Tripartite 

Guideline, 2005) se puede confirmar que al estar entre el rango de 98 al 102% el parámetro de 

exactitud es aceptable. 

 

 

 

 

Cromatograma Suero Zero 

 

 

 

 

 

 

 

Fuente: (Las autoras, 2023). 

Nota: Ausencia de picos entre el min 15 - 17 por ende existe una cantidad no detectable de vitamina D. 

Figura 15 Cromatograma Suero Zero 
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Tabla 10 Resultados análisis de exactitud 

Muestra Z Repetición Cromatograma Área 
Concentración 

(ng/mL) 

Factor de 

dilución 

Concentración 

real (ng/mL) 

% 

Recuperabilidad 

30 

(ng/mL) 

1 

VITAMINA D3 

0107 20301,91 9,89 3 29,66 
98,86 

2 

VITAMINA D3 

0108 20821,91 9,97 3 29,92 
99,73 

3 

VITAMINA D3 

0109 
20411,65 9,90 3 29,71 99,04 

50 

(ng/mL) 

1 

VITAMINA D3 

0104 59973,77 16,53 3 49,60 
99,21 

2 

VITAMINA D3 

0105 60573,36 16,63 3 49,90 
99,81 

3 

VITAMINA D3 

0106 
60327,79 

16,59 
3 49,78 99,56 

Fuente: (Las autoras, 2023). 

 

4.4 Cuantificación de vitamina D por ensayo de inmunoadsorbancia enzimática ELISA. 

 

4.4.1 Curva de calibración  

Para poder analizar los resultados de las muestras de suero, se elaboró la curva de calibración y se 

corroboró su validez mediante el análisis de sus dos controles M y N. El primero (M) presentó una 

absorbancia de 1,246 correspondiente a una concentración de 33 ng/mL y que pertenece dentro de los 

límites establecidos de 16-97,6 ng/mL, y el segundo (N) presentó una absorbancia de 0,885 

Resultados densidad óptica ensayo ELISA para la detección de 25 –(OH) D total 

 

 

 

 

 

Fuente: (Las autoras, 2023). 

Nota: Se obtuvo una densidad óptica de 1.085 del suero zero antes y de 2.048 después de la irradiación UV. 

PLATE #    :1

ASSAY          : DATE        : 20/ 6/ 23

OPERATOR : O.D. LIMIT     : 3.000 TIME         : 13 :00 AM/PM

READ MODE  : AUTO MIX: ON

NOTES          : CAL: ON

CALIBRADOR 0 5 10 25 47 85 150 M N

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

A 2,520 2,003 1,909 1,444 1,019 0,704 0,579 1,246 0,00 0,885 0,000 0,000

B 1,298 1,247 1,698 1,319 1,406 1,264 1,619 1,332 0,00 0,000 0,000 0,000

C 1,217 1,302 1,636 1,297 1,316 1,308 1,536 1,417 0,00 0,000 0,000 0,001

D 1,277 1,098 1,668 1,304 1,340 1,372 1,815 1,315 0,00 0,001 0,001 0,000

E 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000

F 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000

G 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000

H 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000

OPTICAL DENSITY

INMUNOLAB QUITO, ECUADOR

OPTICAL DENSITY450nm - 650nm

MOLECULAR DEVICES

25-OH VIT D

ANA Y CRISTINA

Vmax KINETICS MICROPLATE READER

WAVELENGTH              :
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correspondiente a una concentración de 59 ng/mL y que de igual forma pertenece dentro de los límites 

12-45,86 ng/mL tal y como especifica el inserto del kit (Monobind Inc., 2018). 

 

4.4.2 Análisis de las muestras 

Se estudiaron un total de cuatro muestras de suero sanguíneo correspondientes a voluntarios de esta 

investigación; se rotularon como M1, M2, M3 y M4 respectivamente con un total de seis repeticiones 

por muestra. Una vez conseguido el resultado del ensayo, se obtuvo una concentración de 30,67 

ng/mL para M1, 32,67 ng/mL para M2 y 29,83 ng/mL para la M4, las cuales se encuentran dentro del 

rango óptimo (30 a 50 ng/mL) de concentración de vitamina D de acuerdo con NIH (2022), mientras 

que para M3 se obtuvo una concentración de 19,50 ng/mL corroborando la carencia de dicha vitamina 

dentro de la muestra según indica el inserto del kit (Monobind Inc., 2018). 

Autores como IBL (2018), en literatura reciente sugiere que los valores obtenidos según sus rangos 

de clasificación se encuentran en niveles de insuficiente (M3) y suficiente (M1, M2 y M4), sin 

Curva de Calibración ensayo ELISA para la detección de 25 –(OH) D total en muestras 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fuente: (Las autoras, 2023). 

Nota: La línea verde corresponde para el análisis del control M y la línea azul corresponde al control N 

 

Figura 16 Resultado curva de calibración ensayo ELISA para la detección de 25(OH) D total 
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embargo Quesada Gómez Alonso & Heureux (2019), recomiendan que este tipo de ensayos todavía debe 

establecerse como una práctica clínica habitual a través de estudios clínicos en áreas relevantes como 

mujeres embarazadas, fertilidad, enfermedades renales, hepáticas y osteoporosis, así como en 

pacientes de estado crítico donde la concentración de vitamina D es mucho más variable de acuerdo 

a la enfermedad asociada. 

Tabla 11 Resultado detección de Vitamina D en suero sanguíneo en ensayo ELISA 

  

 Concentración (ng/mL) 

Condición Ayunas Ayunas Ayunas Ayunas 

Réplica M1 M2 M3 M4 

R1 31 33 17 30 

R2 34 31 19 31 

R3 33 41 17 31 

R4 27 32 19 30 

R5 30 31 22 27 

R6 29 28 23 30 

Promedio 30,67 32,67 19,50 29,83 
  Fuente: (Las autoras, 2023) 

4.5 Comparación entre la técnica de HPLC y ELISA 

En base a los resultados obtenidos de cada método de estudio (Tabla 7 y Tabla 11) se realizó un 

análisis de datos donde autores como Mayorga-Ponce et al (2022) definen que los resultados 

obtenidos son considerados como datos no paramétricos debido que al efectuar un análisis de 

normalidad en MiniTab Software para cada método (Figura 17), estos presentaron un valor de 

probabilidad menor a 0.005 el cual se considera que no presenta una distribución normal. Debido a 

esto, se procedió a realizar la comparación de resultados mediante la prueba U de Mann-Whitney. 
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Una vez efectuado la prueba U de Mann-Whitney, se obtuvo un valor p de 0,078 con una confianza 

del 95,11 % por lo cual según definiciones teóricas de MiniTab (2019), al ser (p > 0,05), se acepta la 

hipótesis nula y se rechaza la hipótesis alternativa, es decir, los resultados obtenidos en la medición 

de vitamina D por HPLC fueron diferentes frene a los obtenidos mediante la técnica ELISA. 

  

 

Gráficas de normalidad para resultados de HPLC y ELISA 

(A)                                                                                      (B) 

 

 

 

 

Fuente: (Las autoras, 2023). 

Nota: El gráfico (A) corresponde al análisis de normalidad para los resultados de HPLC y (B) corresponde al análisis de 

normalidad para los resultados de ELISA, los cuales en ambos se obtuvo un valor p<0,005 

Figura 17 Gráficas de normalidad para HPLC y ELISA 
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5. Conclusiones  

A lo largo de la presente investigación, se llevaron a cabo una serie de análisis y recopilación de datos 

para responder a la pregunta de investigación planteada y lograr los objetivos propuestos, por tal 

razón en este apartado se presentan los hallazgos clave y los patrones observados en los datos. 

• La curva de calibración 2 (Figura 13) realizada con el estándar de 25-(OH) D3 arrojó 

resultados satisfactorios, demostrando una excelente linealidad y precisión puesto que se 

obtuvo un valor de coeficiente de correlación R de 0,9999 lo cual indicó correlación lineal 

entre las respuestas analíticas obtenidas. 

• El aislamiento de suero sanguíneo a partir de cuatro personas involucradas en la investigación 

se realizó con éxito, proporcionando las muestras necesarias para llevar a cabo las 

comparaciones entre las dos técnicas propuestas para la detección de Vitamina D. 

• La cuantificación de los índices de Vitamina D mediante el uso de cromatografía líquida de 

alta resolución de fase inversa no permitió identificar por separado las dos formas de 

metabolitos medibles puesto que los metabolitos 25-OH D3 y 25-OH D2 se encontraban 

solapados es decir poseen un pico similar y el mismo tiempo de retención, además, en el 

laboratorio no se contaba con el equipo necesario para una visualización más avanzada de los 

picos en 3D que nos permita cuantificar por separado a estos metabolitos. 

• La cuantificación de los índices de Vitamina D mediante el ensayo de inmunoadsorción 

enzimática ELISA también fue exitosa en la identificación de los metabolitos 25- (OH) D de 

forma general más no de forma específica para cada metabolito D3 y D2, obteniéndose 

promedios entre 19,50 a 32,67 ng/mL. 

• Ambas técnicas ofrecieron resultados cuantitativos y es importante destacar que cada una 

presenta sus ventajas y limitaciones como se consideran a continuación: La cromatografía 

líquida de alta resolución HPLC, se destacó por su alta resolución, sensibilidad y precisión 

que fueron comprobados a través de la validación del método, sin embargo esta técnica 

requiere de un equipo especializado y de conocimientos técnicos avanzados para su correcto 
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manejo. Mientras que el ensayo ELISA mostró ser más sencillo y rápido de realizar, este 

dependerá de la sensibilidad del kit comercial, que el anticuerpo tenga una gran afinidad con 

el antígeno y que los resultados no sean afectados por interferencias y presencias de otras 

sustancias en la muestra, lo que podría conducir a resultados falsos positivos o falsos 

negativos. 

• Por otro lado, la comparación de los resultados obtenidos mediante técnicas de 

inmunoadsorción enzimática ELISA y la cromatografía líquida de alta resolución HPLC 

mediante el análisis U de Mann-Whitney, reveló que existe diferencias significativas en los 

resultados por lo cual se concluye que la técnica de HPLC presenta resultados diferentes que 

el ensayo ELISA. Es importante destacar que, a pesar de que se obtuvieron valores 

ligeramente superiores en HPLC en comparación con el ensayo ELISA, este último sigue 

siendo una técnica ampliamente empleada en los Laboratorios Clínicos e Inmunológicos del 

Ecuador debido a su confiabilidad para detectar sustancias específicas, incluida la Vitamina 

D. 
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6. Recomendaciones 

• Incorporar al sistema de HPLC un saturador de sílice columna (una pre-columna) a la columna 

previa a utilizar para evitar el deterioro de la misma al ser condicionada a los parámetros de 

funcionamiento como; temperatura, flujo y presión. 

• Ajustar los parámetros de funcionamiento del HPLC a condiciones más adecuadas para lograr 

la separación de los analitos 25-(OH) D2 y 25-(OH) D3, en algunos casos puede ser necesario 

cambiar la fase móvil o cambiar a un flujo de gradiente. 

• Implementar en futuras investigaciones el uso de HPLC acoplado a un detector de arreglo de 

diodos (DAD) el mismo que permite cuantificar múltiples formas en 3D a diferentes 

longitudes de onda o que picos que al visualizarse únicamente en 2D no puedan ser 

identificados. 

• La elección de estas técnicas dependerá de los requisitos del estudio, las limitaciones y los 

recursos disponibles de cada laboratorio. 

Las recomendaciones presentadas en esta investigación tienen el potencial de mejorar, optimizar y 

realizar avances científicos dentro del tema propuesto y en campo más extensos como la 

farmacología, razón por la cual al implementar estas sugerencias se puede abrir el camino a nuevas 

investigaciones y mejoras prácticas en este campo de estudio, se alienta a los lectores a considerar 

estas recomendaciones como un punto de partida. 
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8. Anexos 

Anexo 1 Convenio específico entre Laboratorio Clínico e Inmunológico INMUNOLAB y la 

Universidad Politécnica Salesiana para favorecer el desarrollo de trabajos de titulación por parte 

de estudiantes del nivel de grado de la UPS. 
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Anexo 2 Consentimiento informado para obtención de muestras de sangre por punción venosa 

CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA OBTENCIÓN DE MUESTRAS DE SANGRE 

POR PUNCIÓN VENOSA 

 

Nombre y Apellido: _______________________________________________________ 

Sexo: F  M 

C.I: ___________________________ 

Edad y Fecha de nacimiento: _______________________________________________ 

Grupo Sanguíneo: Rh_______________ 

Teléfono: ________________________ 

Correo: __________________________ 

 

Esta autorización firmada tendrá vigencia durante los siguientes periodos: 

• Durante el curso de la investigación, desde el primer día de obtención de la muestra sanguínea. 

• Valida hasta la presentación y publicación de la investigación como plan de titulación para la 

obtención de título de postgrado.  

1. Usted ha sido invitado/a a participar en el proyecto de titulación “COMPARACIÓN ENTRE LAS 

TÉCNICAS DE HPLC Y ELISA PARA LA DETECCIÓN DE VITAMINA D EN SUERO 

SANGUÍNEO” propuesto por las investigadoras Pasquel Gordón Ana Elizabeth y Changoluisa 

Coronel Cristina Elizabeth estudiantes de la Carrera de Biotecnología de la Universidad Politécnica 

Salesiana. 

2. La presente investigación será parte de un convenio con las instalaciones del Laboratorio 

“INMUNOLAB” a cargo del Dr. Galo Leoro Monroy. 

3. Le pedimos participar en este estudio, porque usted es mayor de edad y su ayuda es de importancia 

para la presente investigación. 
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4. Su participación es totalmente voluntaria, puede negarse a participar o dejar de participar en cualquier 

momento sin dar explicaciones o recibir sanción alguna. 

5. La identidad de los participantes estará disponible únicamente con el personal relacionado con la 

investigación y se mantendrá en completa confidencialidad, se guardará el anonimato y la 

información recolectada no será usada para ningún otro propósito, además de los señalados 

anteriormente. 

6. Su participación consistirá en la obtención de una muestra sanguínea por punción venosa (la cantidad 

de un tubo de 5 mL), la cual no involucrará ningún daño o peligro para su salud física o mental. 

 

He leído y comprendo totalmente este documento de autorización. Estoy de acuerdo y satisfecho 

con las explicaciones proporcionadas por las investigadoras al contestar a todas mis preguntas. 

 

Agradecemos desde ya su colaboración. 

 

 

____________________________  ___________________________ 

INVESTIGADOR     VOLUNTARIO/A 
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Anexo 3 Protocolo para la elaboración de curva de calibración en ensayo ELISA 25(OH) D kit 

comercial 

Protocolo kit comercial Accu Bind Ensayo ELISA 25(OH) D 

1. Pipetear 25µL de los calibradores (0, 5, 10, 25, 46, 85, y 150 ng/mL) y 25 µL de los controles 

M y N en cada pocillo asignado. 

2. Agregar 100 µL del agente liberador de vitamina D 25-OH a todos los pocillos. 

3. Mezclar la microplaca durante 20-30 segundos hasta su homogenización. 

4. Cubrir los pocillos con la envoltura de plástico de microplacas y dejarlo incubar durante 30 

minutos a temperatura ambiente y en obscuridad. 

5. Desechar el contenido de la microplaca por decantación o aspiración, en caso de realizarlo 

por medio de un proceso de decantación, secar lo sobrante con ayuda de papel absorbente. 

6. Agregar 350 µL de tampón de lavado para luego realizar su respectiva decantación. Repetir 

dos veces más este proceso para llegar a un total de 3 lavados. 

7. Añadir 100 µL de reactivo enzimático 25-OH vitamina D a todos los pocillos. No agitar la 

placa después de la adición de este reactivo. 

8. Cubrir e incubar durante 30 minutos a temperatura ambiente y en obscuridad. 

9. Desechar el contenido de la microplaca por decantación o aspiración, siguiendo lo 

anteriormente explicado. 

10. Agregar 350 µL de tampón de lavado, decantar y repetir dos veces más. 

11. Agregar 100 µL de reactivo de sustrato a todos los pocillos. No agitar la placa después de la 

adición de este reactivo. 

12. Incubar la microplaca a temperatura ambiente durante 20 minutos. 

13. Agregar 50 µL de solución de parada a cada pocillo y mezclar suavemente durante 15 a 20 

segundos. 

14. Leer la absorbancia a 450 nm (usando una longitud de onda de referencia de 620-639 nm). 

15. Registre la absorbancia obtenida de la impresión del lector de microplacas. 
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16. Grafique la absorbancia de cada calibrador duplicado frente a la concentración de 25-(OH) D 

correspondiente en ng/mL. 

17. Conecte los puntos con una curva de mejor ajuste como se muestra de ejemplo en la Figura 

18. 

  

Ejemplo curva de calibración de 25-(OH) D mediante ensayo ELISA  

 

 

 

 

 

Fuente: (Las autoras, 2023). 

Nota: La figura presentada es solo a modo ejemplo. No utilizar para calcular resultados. 

Figura 18 Ejemplo curva de calibración de 25(OH)D mediante ensayo ELISA 
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Anexo 4 Firma de autorizaciones 
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Anexo 5 Cromatogramas de la curva de calibración 2 
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Anexo 6 Cromatogramas análisis M1 
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Anexo 7 Cromatogramas análisis M2 
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Anexo 8 Cromatogramas análisis M3 
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Anexo 9 Cromatogramas análisis M4 
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