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RESUMEN 
 
La determinación de ácidos grasos volátiles 
(AGV) comúnmente se realiza por cromatografía 
gaseosa. Sin embargo, cuando las muestras se 
encuentran en medio salino se presentan 
dificultades debido a la cristalización de la sal, lo 
que contamina o corroe al cromatógrafo. 
Se estudiaron distintos métodos para eliminar el 
interferente: headspace, liofilización y extracción 
por solvente. El método más adecuado 
corresponde al de extracción por solvente, 
utilizando dietil éter como solvente, obteniéndose 
una desviación media de 14.4, 7.7, 3.6 y 3.2 % 
para ácido acético (HAc), propiónico (HPr), 
butírico (HBr) y valérico (HVa), respectivamente. 
A las muestras se les agregó ácido fosfórico al 5 
% y un estándar interno (SI), luego fueron 
congeladas para favorecer la distribución de AGV 
al solvente y el análisis se hizo a la fase orgánica, 
la cual es rica en AGV y libre de sal. Por análisis 
estadístico se determinó que el método puede 
medir concentraciones de AGV en un rango de 
concentraciones de 2 a 1000 mg·L-1. Finalmente, 
se aplicó el método analítico en un estudio de 
producción y consumo de AGV, durante la 
degradación de proteínas en medio anaerobio y 
salino. 
 
 
Introducción. 
 
Los ácidos grasos volátiles libres de cadena 
corta, es decir, ácidos carboxílicos de 2 a 5 
carbonos, son productos intermedios de la 
degradación anaerobia de materia orgánica,  y 
corresponden al producto de la etapa acidogénica 
y a su vez son sustrato de la etapa acetogénica 
(1). Además, el 15 % del metano producido 
durante la fermentación metabólica de 
macromoléculas orgánicas proviene de los AGV 
(2). Si los AGV están presentes en altas 
concentraciones pueden causar estrés 
microbiano, por lo que la concentración de AGV, 
es un factor importante en la operación de un 
reactor anaeróbico. Los AGV se miden 

indirectamente a través de análisis de alcalinidad, y 
han sido señalados como un parámetro de control de 
reactores (3). La determinación cuantitativa directa de 
los AGV, más común, es por cromatografía gaseosa 
con detector de ionización de flama (4) y existen 
varias aplicaciones de este método en la literatura. (5, 
6, 7, 8 y 9). Sin embargo, cuando el vertido a 
degradar  es altamente salino, el método presenta 
dificultades debido a la cristalización de la sal lo que 
contamina y corroe componentes vitales del 
cromatógrafo. Por esta razón, el objetivo de este 
trabajo es desarrollar una adaptación del método 
usado en la literatura realizando distintas 
preparaciones de la muestra de forma de eliminar las 
sales presentes, y aplicarlo en el estudio de la 
producción de AGV durante la degradación anaerobia 
de un sustrato salino y proteico.  
Una alternativa para obviar el problema de la sal es 
pasar los AGV a la fase gaseosa, debido a que el 
sustrato posee altas concentraciones de sal, se 
favorece la volatilización de los AGV. Otra alternativa 
es pasar selectivamente a una fase líquida los AGV, 
esto puede hacerse por liofilización y posterior 
extracción con un solvente que solubilice los AGV y 
no la sal.  
Por las razones expuestas, se ensayaron los métodos 
de headspace, para determinar los AGV a partir de 
una muestra de la fase gaseosa (10), de liofilización y 
de extracción por solvente (4). 
 
 
Metodología.  
 
El análisis de los ácidos grasos volátiles se llevó a 
cabo en un cromatógrafo Hewlett Packard, 5890 Serie 
II, equipado con detector de ionización de flama y una 
columna capilar de sílice fundida de 0.53 (mm) de 
diámetro, 15 (m) de largo y 1.20 (µm) de espesor de 
película, modelo EC—1000 marca Alltech (Deerfield, 
Estados Unidos). El gas portador era helio (99.995%, 
INDURA, Buenos Aires, Argentina). 
 
Puesta en marcha del cromatógrafo. 
Inicialmente se usó el gas portador y su flujo en la 
columna, de auerdo a lo descrito en la literatura (6). El 
flujo de hidrógeno, aire y gas auxiliar se ajustaron de 



acuerdo a las condiciones descritas en el Manual 
de Operación del Cromatógrafo de Gases Hewlett 
Packard Serie II (11). Se ensayó el método con 
estándares de ácidos grasos volátiles y un 
estándar interno en mezclas de concentración de 
10 a 1000 (mg/L) de cada uno. Se estudió el 
efecto de la variación de la temperatura sobre el 
tiempo de retención y resolución de los ácidos 
grasos volátiles, en condiciones isotérmicas en el 
rango de 80 (ºC) a 170 (ºC) y mediante rampas 
de temperatura, en que la temperatura inicial 
estaba en el rango de 80 a 100 (°C), para luego 
de 2 (min) subir a 140 (°C) a 5 (°C min-1). 
 
Preparación de muestra salina. 
Se ensayaron las siguientes técnicas: esapacio 
de cabeza o headspace, liofilización y extracción 
con solvente de los AGV y  SI. 
El procedimiento de headspace se llevó a cabo 
añadiendo 0.5 (mL) H2SO4 a la muestra de 5 
(mL),  se analizó la fase gaseosa de acuerdo a lo 
propuesto en la literatura (10). 
Para la liofilización y extracción con solvente se 
tomó 1 (mL) de muestra. La liofilización se hizo en 
el equipo Labconco Freezone 6; a temperatura de 
-40 (°C) y a presión de 0.003 (mbar), por 24 
horas. Los AGV se extrajeron selectivamente con 
metanol, luego, se centrifugó y se sacó 1 (µL) 
para ser analizado. 
La extracción con solvente se realizó ensayando 
con los siguientes solventes dicloro metano, n—
heptano, diétil éter y diisopropil éter. La extracción 
se realizó a 1 (mL) de muestra, luego se congeló 
a -18 (°C) y se analizó la fase orgánica (solvente 
más AGV) por cromatografía gaseosa de acuerdo 
al método desarrollado en este trabajo. 
 
Reproducibilidad y límite de detección. 
Una vez obtenidas las mejores condiciones para 
medir ácidos grasos volátiles, se realizó un 
estudio de reproducibilidad, linealidad y límite de 
detección. Para ello se prepararon muestras de 
mezclas de ácidos a 0, 10, 25, 50, 75, 100, 200 y 
300 (mg/L) cada uno y en cada caso con 24 
(mg/L) de NaCl. 
Se midió 0.95 (mL) de HAc; 1.01 (mL) HPr; 1.05 
(mL) HBu y 1.09 (mL) HVa. Se llevó a un volumen 
final de 100 (mL) (enrasado con sustrato) 
obteniendo 10.000 (mg/L) de AGV en la solución. 
De esta solución, se hicieron las diluciones (0, 5, 
10, 25, 50, 75, 100, 200, 300 (mg/L)) necesarias 
para obtener una curva de calibración por 
triplicado en distintos tiempos (semanas). El 
análisis se hizo de acuerdo a lo descrito 
previamente. 
El estudio de la reproducibilidad del tiempo de 
retención se realizó con 8 muestras  de 100 
(mg/L) de cada AGV. La precisión del método se 

obtuvo para una concentración de 100 (mg/L) de cada 
AGV, se prepararon 10 muestras y se determinó el 
error asociado a esa concentración.  
 
Mediciones de AGV. 
Se tomó un volumen suficiente de muestra, de 
manera que al ser filtrada se obtenga 0.5 (mL). 
Posteriormente se añadió 50 (µL) de ácido  2-etil-
butírico de concentración 500 (mg/L), luego se 
añaden 100 (µL) de ácido fosfórico y finalmente, 0.5 
(mL) de di—isopropil éter. La solución obtenida se 
mezcló y se congeló por un periodo superior a 48 (h).  
Se obtuvieron dos fases; una sólida formada por la 
matriz acuosa y salina, y otra fase; la orgánica que 
contiene los ácidos grasos volátiles. La fase orgánica 
se vertió en otro recipiente y se analizó directamente 
en el cromatógrafo, con las siguientes condiciones de 
operación: Temperatura del horno: 140 (ºC), 
temperatura del inyector; 250 (ºC), temperatura del 
detector; 270 (ºC), presión de entrada en la columna; 
1.5 (psi), flujo volumétrico del gas portador(Helio) : 5 
(mL/min) y Razón de dilución: 50. Después de 6.5 
(min), de finalizado la medición de los AGV, se 
procedió a aumentar la temperatura del horno a una 
velocidad de 60 (°C/min) hasta 170 (°C), de manera 
de eliminar las impurezas que estuviesen presentes. 
 
Estudio de degradación de proteínas. 
La formación de AGV durante la de degradación de 
un vertido proteínico y salino  se realizó en reactores 
discontinuos de 65 (mL) de volumen útil, en los cuales 
se agregó 5 (mL) de lodo anaeróbico proveniente de 
un reactor de laboratorio que funciona a 37 (°C) por 
1,5 años, y 45 (mL) de vertido sintético, el cual ha 
sido usado para simular vertido salino y ha sido 
descrito en la literatura (12). Los reactores 
consistieron en viales de vidrio sellados 
herméticamente con un tapón de borosilicato, los 
cuales fueron gasificados con nitrógeno, para 
mantener el ambiente anaeróbico. El ensayo se 
realizó a 37 ± 1 (°C) que corresponde a la 
temperatura óptima para el desarrollo de las bacterias 
mesofílicas. Para cada punto experimental, se realizó 
una muestra, un duplicado y dos blancos, usando un 
reactor diferente para cada punto muestreado; un 
blanco sólo contenía medio de cultivo, y el otro 
contenía medio de cultivo sin proteínas, e inóculo. 
 
 
Resultados y Discusión.  
 
Condiciones de operación. 
Las condiciones de operación obtenidas para los 
equipos de laboratorio y materiales disponibles, se 
presentan en la tabla 1. El método se ajustó con leves 
modificaciones a las condiciones de trabajo del 
laboratorio. En general, los valores obtenidos para los 
parámetros de operación se asemejan a los descritos 



en el método de análisis de ácidos grasos 
volátiles descrito en la literatura (6). La única 
diferencia es la temperatura de la columna, que 
es a condiciones isotérmicas (temperatura de 140 
(ºC)), permitiendo leer concentraciones de ácidos 
grasos del orden de 2 a 1000 (mg/L). 
 

Tabla 1 
Condiciones de operación  

del cromatógrafo HP 5890 Series II. 

Parámetro Valores 

Gas portador, helio 5 (mL/min) 

Aire 300 (mL/min) 

Hidrógeno 30 (mL/min) 

Gas auxiliar, helio 25 (mL/min 

Temperatura 140 (ºC). 

Programa T Isotérmico 

 
 
Curva de Calibración para muestras no salinas. 
Se realizaron calibraciones con estándares no 
salinos, en las  condiciones de operación del 
cromatógrafo, determinadas previamente. Las 
curvas resultaron lineales y repetibles en un 
rango de 25 (mg/L) hasta 1.000 (mg/L). Uno de 
los cromatógramas usados en estas calibraciones 
se muestra en la figura 1-A. En este 
cromatógrama se observa que el primer pico 
corresponde al solvente agua, el segundo 
corresponde al ácido acético, luego al ácido 
propiónico, butírico, valérico y el último pico 
corresponde al estándar interno. La calidad del 
cromatograma permite concluir que este método 
es adecuado para la determinación de ácidos 
grasos volátiles, en matriz no salina.  
 
Separación de ácidos grasos volátiles mediante  
head space. 
En la figura 1-B se presentan el cromatograma de 
la fase gaseosa resultante al usar la técnica de 
head space, en las condiciones indicadas en la 
metodología. Se puede apreciar que este 
cromatograma presenta mucho ruido, 
probablemente por la presencia de otros gases, y 
los resultados obtenidos no son confiables. Por lo 
tanto, esta técnica fue desechada.  
 

 
Figure 1 

(A) Cromatograma de un estándar de AGV, usando agua 
como solvente  

(B) Cromatograma de un estándar de AGV, en una matriz 
con proteínas, sales, amonio y otros interferentes, usando la 

técnica de headspace (solvente: agua)  
(C) Cromatograma de un estándar de AGV de 750 

(mg/L)de cada ácido, liofilizado y luego, extraído con 
metanol. 
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Separación de ácidos grasos volátiles por liofilización 
y extracción por solvente. 
El resultado de la liofilización y extracción con 
metanol se muestra en la figura 1-C.  Se observó que 
al extraer con metanol, se logró disolver los ácidos 
grasos volátiles y no disolver las sales presente. Sin 
embargo, este procedimiento no presentó resultados  
repetibles, debido a que el metanol interactuaba con 
la columna, y como eluye en primer lugar, produce 
una cola que enmascara a los ácidos grasos en bajas 
concentraciones, en especial el ácido acético. En la 
figura 1-C se observa claramente como la cola del 
metanol, se sobrepone con la el ácido acético, el cual 
eluye en segundo lugar. 
 
Separación de ácidos grasos volátiles por extracción 
con solvente 
Se estudió la extracción de los AGV con solventes 
orgánicos no miscibles con el agua. De los solventes 
estudiados el que dio mejores resultados fue el 
diisopropil éter, ya que permitía leer concentraciones 
bajas de ácidos grasos volátiles, era reproducible y 
tenía bajo error. Un cromatograma típico obtenido con 



este solvente se muestra en la figura 2, donde, se 
puede ver que el solvente (primer pico), no 
interactúa con la columna, debido a que no 
produce una cola que interfiere con los picos de 
los ácidos grasos volátiles. Además, se obtienen 
distintos ácidos se obtienen con una buena 
resolución y en un tiempo adecuado. 
 
 
 

Figure 2 
Cromatograma para un estándar de AGV de 1000 

(mg/L) de cada ácido, extraído con di-isopropil éter (con 
modificación de tiempo de retención). 

 
 
 

 
 
 
Curva de Calibración para muestras salinas 
Las curvas obtenidas se presentan en la figura 3. 
Las curvas poseen una gran correlación lineal 
obteniéndose la correlación más baja para el 
ácido acético con 0.985 y la más alta para el 
ácido butírico y valérico con 0.999. Además, se 
hicieron análisis de reproducibilidad, límite de 
detección, linealidad y sensibilidad, obteniéndose 
los resultados que se muestran en la tabla 2. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
Figure 3 

Curva de calibración de AGV usando el método con 
estándar interno (ácido 2-etil-butírico). 
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Tabla 2 
Calibración del método de análisis de ácidos grasos 

volátiles en una matriz salina. 
 
 

Ácido HAc HPr. HBu Hva 
Tiempo de 
retención 

(min) 

2.05 
± 0.4% 

2.69 
± 0.3% 

3.66 
± 0.2% 

5.49 
± 0.2% 

Rango lineal 
(mg/L) 5-1000 2-1000 2-1000 2-1000 

Lím. de 
detección 

(mg/L) 
0.2 0.4 0.2 0.2 

Lím. de 
cuantificación 

(mg/L) 
5 2 2 2 

Error relativo 
% 14.4 7.7 3.6 3.2 

 
 
Estudio de la formación de AGV durante la 
degradación anaerobia de proteínas en medio salino 
La figura 4  muestra la formación de AGV durante la 
degradación de proteínas con concentración inicial de 
1680 (mg/L de proteínas). Éstos corresponden a 
ácido acético, ácido propiónico, ácido butírico y ácido 
valérico. La formación de estos ácidos presenta la 
misma tendencia reportada en la literatura (13). Es 
posible observar que el ácido acético tiene una 
velocidad de formación mayor a los demás ácidos 
analizados, y es el único que alrededor de las 80 
horas alcanza un valor máximo de 650 (mg/L), y 
comienza a degradarse, bajando su concentración 
hasta 50 (mg/L) a las 290 horas. Además, se observa 
que alrededor de las 15, 30 y 50 horas, se estabiliza 
la concentración de los ácidos butírico, valérico y 
propiónico, respectivamente, alcanzando cada uno de 
éstos concentraciones de 100, 50, 300 (mg/L) 
aproximadamente. Dado que los AGV son 
compuestos intermedios, es esperable una 



degradación de éstos, sin embargo, esto no se 
observa en este experimento. 
Se observa que después de 24 horas, existe una 
formación simultánea de ácidos propiónico, 
butírico y acético. Esto sugeriría que este último 
proviene en mayor grado de la transformación de 
los aminoácidos y en menor grado de la 
acetogénesis. Después de las 140 horas, el ácido 
acético es consumido completamente sin que 
exista degradación de los AGV, lo que indicaría 
que la acetogénesis se encontraría parcialmente 
inhibida,  de acuerdo a lo reportado en la 
literatura (13), esto puede deberse a efectos de  
pH o a la presencia de amonio. 
 

Figure 4 
Formación de AGV durante la degradación anaeróbica 
de proteínas en medio salino (concentración inicial de 

1680 mg/L de proteínas) a 37°C. ( : Acido acético,  : 
Acido prpiónico, : Acido butírico : Acido valérico) 
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Conclusiones.  
 
 
El método adaptado y desarrollado en este 
informe, permite determinar las cinéticas de 
degradación de ácidos grasos volátiles en un 
rango de concentraciones de 2 a 1000 (mg/L). 
Este rango permite determinar las distintas 
constantes de saturación y de afinidad del modelo 
de degradación. 
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