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RESUMEN

La determinacion de acidos grasos volatiles
(AGV) comunmente se realiza por cromatografia
gaseosa. Sin embargo, cuando las muestras se
encuentran en medio salino se presentan
dificultades debido a la cristalizacion de la sal, lo
que contamina o corroe al cromatdgrafo.

Se estudiaron distintos métodos para eliminar el
interferente: headspace, liofilizacién y extraccién
por solvente. EI método mas adecuado
corresponde al de extraccion por solvente,
utilizando dietil éter como solvente, obteniéndose
una desviacion media de 14.4, 7.7, 3.6 y 3.2 %
para acido acético (HAc), propidnico (HPr),
butirico (HBr) y valérico (HVa), respectivamente.
A las muestras se les agreg6 acido fosforico al 5
% y un estandar interno (Sl), luego fueron
congeladas para favorecer la distribucién de AGV
al solvente y el analisis se hizo a la fase organica,
la cual es rica en AGV vy libre de sal. Por andlisis
estadistico se determin6é que el método puede
medir concentraciones de AGV en un rango de
concentraciones de 2 a 1000 mg-L-'. Finalmente,
se aplico el método analitico en un estudio de
produccion y consumo de AGV, durante la
degradacion de proteinas en medio anaerobio y
salino.

Introduccién.

Los &cidos grasos voléatiles libres de cadena
corta, es decir, &cidos carboxilicos de 2 a 5
carbonos, son productos intermedios de la
degradacion anaerobia de materia organica, y
corresponden al producto de la etapa acidogénica
y a su vez son sustrato de la etapa acetogénica
(1). Ademas, el 15 % del metano producido
durante la  fermentacibn  metabdlica de
macromoléculas organicas proviene de los AGV
(2). Si los AGV estan presentes en altas
concentraciones pueden causar estrés
microbiano, por lo que la concentracion de AGV,
es un factor importante en la operacién de un
reactor anaerébico. Los AGV se miden

indirectamente a través de analisis de alcalinidad, y
han sido sefialados como un parametro de control de
reactores (3). La determinacion cuantitativa directa de
los AGV, mas comun, es por cromatografia gaseosa
con detector de ionizacion 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 cristalizacion de la sal lo que
contamina y corroe componentes vitales del
cromatdgrafo. Por esta razén, el objetivo de este
trabajo es desarrollar una adaptacion 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
produccién de AGV durante la degradacion 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 volatilizacién de los AGV. Otra alternativa
es pasar selectivamente a una fase liquida los AGV,
esto puede hacerse por liofilizacion y posterior
extraccion 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 liofilizaciéon y
de extraccién por solvente (4).

Metodologia.

El analisis de los &cidos grasos volatiles se llevd a
cabo en un cromatografo Hewlett Packard, 5890 Serie
I, equipado con detector de ionizacion de flama y una
columna capilar de silice fundida de 0.53 (mm) de
diametro, 15 (m) de largo y 1.20 (um) de espesor de
pelicula, modelo EC—1000 marca Alltech (Deerfield,
Estados Unidos). El gas portador era helio (99.995%,
INDURA, Buenos Aires, Argentina).

Puesta en marcha del cromatégrafo.

Inicialmente se usé el gas portador y su flujo en la
columna, de auerdo a lo descrito en la literatura (6). El
flujo de hidrégeno, aire y gas auxiliar se ajustaron de



acuerdo a las condiciones descritas en el Manual
de Operacion del Cromatdgrafo de Gases Hewlett
Packard Serie Il (11). Se ensay6 el método con
estandares de A&cidos grasos volatiles y un
estandar interno en mezclas de concentracion de
10 a 1000 (mg/L) de cada uno. Se estudi6 el
efecto de la variacién de la temperatura sobre el
tiempo de retencién y resoluciéon de los acidos
grasos volatiles, en condiciones isotérmicas en el
rango de 80 (°C) a 170 (°C) 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™).

Preparacion de muestra salina.

Se ensayaron las siguientes técnicas: esapacio
de cabeza o headspace, liofilizacién y extraccion
con solvente de los AGVy SlI.

El procedimiento de headspace se llevé a cabo
afiadiendo 0.5 (mL) H,SO,4; a la muestra de 5
(mL), se analiz6 la fase gaseosa de acuerdo a lo
propuesto en la literatura (10).

Para la liofilizacion y extraccion con solvente se
tomod 1 (mL) de muestra. La liofilizacion se hizo en
el equipo Labconco Freezone 6; a temperatura de
-40 (°C) y a presion de 0.003 (mbar), por 24
horas. Los AGV se extrajeron selectivamente con
metanol, luego, se centrifugé y se saco 1 (uL)
para ser analizado.

La extraccién con solvente se realiz6 ensayando
con los siguientes solventes dicloro metano, n—
heptano, diétil éter y diisopropil éter. La extraccion
se realizdé a 1 (mL) de muestra, luego se congeld
a -18 (°C) y se analiz6 la fase organica (solvente
mas AGV) por cromatografia gaseosa de acuerdo
al método desarrollado en este trabajo.

Reproducibilidad y limite de deteccién.

Una vez obtenidas las mejores condiciones para
medir acidos grasos volatiles, se realiz6 un
estudio de reproducibilidad, linealidad y limite de
deteccion. Para ello se prepararon muestras de
mezclas de &cidos 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 midié 0.95 (mL) de HAc; 1.01 (mL) HPr; 1.05
(mL) HBu y 1.09 (mL) HVa. Se llevé a un volumen
final de 100 (mL) (enrasado con sustrato)
obteniendo 10.000 (mg/L) de AGV en la solucion.
De esta solucion, se hicieron las diluciones (0, 5,
10, 25, 50, 75, 100, 200, 300 (mg/L)) necesarias
para obtener una curva de calibracién por
triplicado en distintos tiempos (semanas). El
andlisis se hizo de acuerdo a lo descrito
previamente.

El estudio de la reproducibilidad del tiempo de
retencién se realiz6 con 8 muestras de 100
(mg/L) de cada AGV. La precision del método se

obtuvo para una concentracion de 100 (mg/L) de cada
AGV, se prepararon 10 muestras y se determino el
error asociado a esa concentracion.

Mediciones de AGV.

Se tomd un volumen suficiente de muestra, de
manera que al ser filtrada se obtenga 0.5 (mL).
Posteriormente se afadié 50 (uL) de acido 2-etil-
butirico de concentracion 500 (mg/L), luego se
afiaden 100 (uL) de &cido fosférico y finalmente, 0.5
(mL) de di—isopropil éter. La solucién obtenida se
mezcld y se congeld por un periodo superior a 48 (h).
Se obtuvieron dos fases; una sdlida formada por la
matriz acuosa y salina, y otra fase; la organica que
contiene los acidos grasos volatiles. La fase organica
se vertid en otro recipiente y se analizd directamente
en el cromatégrafo, con las siguientes condiciones de
operacion: Temperatura del horno: 140 (°C),
temperatura del inyector; 250 (°C), temperatura del
detector; 270 (°C), presién de entrada en la columna;
1.5 (psi), flujo volumétrico del gas portador(Helio) : 5
(mL/min) y Razén de dilucién: 50. Después de 6.5
(min), de finalizado la medicion de los AGV, se
procedié 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 degradacion de proteinas.

La formacion de AGV durante la de degradacion de
un vertido proteinico y salino se realizé en reactores
discontinuos de 65 (mL) de volumen Util, en los cuales
se agregd 5 (mL) de lodo anaerdbico proveniente de
un reactor de laboratorio que funciona a 37 (°C) por
1,5 afios, 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 tapén de borosilicato, los
cuales fueron gasificados con nitrogeno, para
mantener el ambiente anaerdbico. El ensayo se
realizd6 a 37 + 1 (°C) que corresponde a la
temperatura Optima para el desarrollo de las bacterias
mesofilicas. Para cada punto experimental, se realiz6
una muestra, un duplicado y dos blancos, usando un
reactor diferente para cada punto muestreado; un
blanco sélo contenia medio de cultivo, y el otro
contenia medio de cultivo sin proteinas, e indculo.

Resultados y Discusion.

Condiciones de operacion.

Las condiciones de operacion obtenidas para los
equipos de laboratorio y materiales disponibles, se
presentan en la tabla 1. El método se ajustd con leves
modificaciones a las condiciones de trabajo del
laboratorio. En general, los valores obtenidos para los
parametros de operacion se asemejan a los descritos



en el método de analisis de acidos grasos
volétiles descrito en la literatura (6). La Unica
diferencia es la temperatura de la columna, que
es a condiciones isotérmicas (temperatura de 140
(°C)), permitiendo leer concentraciones de acidos
grasos del orden de 2 a 1000 (mg/L).

Tabla 1
Condiciones de operacion
del cromatografo HP 5890 Series 1.

Parametro Valores
Gas portador, helio 5 (mL/min)
Aire 300 (mL/min)
Hidrégeno 30 (mL/min)
Gas auxiliar, helio 25 (mL/min
Temperatura 140 (°C).
Programa T Isotérmico

Curva de Calibracién para muestras no salinas.
Se realizaron calibraciones con estandares no
salinos, en las condiciones de operacion del
cromatdgrafo, determinadas previamente. Las
curvas resultaron lineales y repetibles en un
rango de 25 (mg/L) hasta 1.000 (mg/L). Uno de
los cromatdgramas usados en estas calibraciones
se muestra en la figura 1-A. En este
cromatdograma se observa que el primer pico
corresponde al solvente agua, el segundo
corresponde al &cido acético, luego al acido
propiénico, butirico, valérico y el Gltimo pico
corresponde al estandar interno. La calidad del
cromatograma permite concluir que este método
es adecuado para la determinaciéon de &cidos
grasos volatiles, en matriz no salina.

Separacion de acidos grasos volatiles 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
metodologia. 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 estandar de AGV, usando agua
como solvente
(B) Cromatograma de un estandar de AGV, en una matriz
con proteinas, sales, amonio y otros interferentes, usando la
técnica de headspace (solvente: agua)
(C) Cromatograma de un estandar de AGV de 750
(mg/L)de cada acido, liofilizado y luego, extraido con
metanol.

——

Separacion de acidos grasos volatiles por liofilizacion
y extraccién por solvente.

El resultado de la liofilizacion y extracciébn con
metanol se muestra en la figura 1-C. Se observo que
al extraer con metanol, se logré disolver los acidos
grasos volatiles y no disolver las sales presente. Sin
embargo, este procedimiento no presentd resultados
repetibles, debido a que el metanol interactuaba con
la columna, y como eluye en primer lugar, produce
una cola que enmascara a los acidos grasos en bajas
concentraciones, en especial el acido acético. En la
figura 1-C se observa claramente como la cola del
metanol, se sobrepone con la el acido acético, el cual
eluye en segundo lugar.

Separacion de acidos grasos volatiles por extraccion
con solvente

Se estudid la extraccion de los AGV con solventes
organicos no miscibles con el agua. De los solventes
estudiados el que dio mejores resultados fue el
diisopropil éter, ya que permitia leer concentraciones
bajas de &cidos grasos volatiles, era reproducible y
tenia bajo error. Un cromatograma tipico obtenido con



este solvente se muestra en la figura 2, donde, se
puede ver que el solvente (primer pico), no
interactia con la columna, debido a que no
produce una cola que interfiere con los picos de
los acidos grasos volatiles. Ademas, se obtienen
distintos &cidos se obtienen con una buena
resolucién y en un tiempo adecuado.

Figure 2
Cromatograma para un estandar de AGV de 1000
(mg/L) de cada acido, extraido con di-isopropil éter (con
modificacién de tiempo de retencion).
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Curva de Calibracion para muestras salinas

Las curvas obtenidas se presentan en la figura 3.
Las curvas poseen una gran correlacion lineal
obteniéndose la correlacion mas baja para el
acido acético con 0.985 y la mas alta para el
acido butirico y valérico con 0.999. Ademas, se
hicieron andlisis de reproducibilidad, limite de
deteccion, linealidad y sensibilidad, obteniéndose
los resultados que se muestran en la tabla 2.

Figure 3
Curva de calibracion de AGV usando el método con
esténdar interno (acido 2-etil-butirico).
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Tabla 2
Calibracion del método de analisis de 4cidos grasos
voléatiles en una matriz salina.

Acido HAC HPr. HBu Hva
-l;g[r;r?(?iédne 205 | 269 3.66 5.49
(min) +04% | £0.3% | +0.2% | +0.2%
Rango lineal | ¢ 1000 | 21000 | 2-1000 | 2-1000
(mg/L)
Lim. de
deteccion 0.2 0.4 0.2 0.2
(mg/L)
Lim. de
cuantificaciéon 5 2 2 2
(mg/L)
Error gelatlvo 14.4 77 36 32
)

Estudio de la formacion de AGV durante la
degradacion anaerobia de proteinas en medio salino

La figura 4 muestra la formacion de AGV durante la
degradacion de proteinas con concentracion inicial de
1680 (mg/L de proteinas). Estos corresponden a
acido acético, acido propiénico, acido butirico y acido
valérico. La formacién de estos acidos presenta la
misma tendencia reportada en la literatura (13). Es
posible observar que el acido acético tiene una
velocidad de formacion mayor a los demas acidos
analizados, y es el Unico que alrededor de las 80
horas alcanza un valor maximo de 650 (mg/L), y
comienza a degradarse, bajando su concentracién
hasta 50 (mg/L) a las 290 horas. Ademas, se observa
que alrededor de las 15, 30 y 50 horas, se estabiliza
la concentracién de los &acidos butirico, valérico y
propiénico, respectivamente, alcanzando cada uno de
éstos concentraciones de 100, 50, 300 (mg/L)
aproximadamente. Dado que los AGV son
compuestos intermedios, es esperable una



degradacion de éstos, sin embargo, esto no se
observa en este experimento.

Se observa que después de 24 horas, existe una
formacién simultanea de &cidos propiénico,
butirico y acético. Esto sugeriria que este ultimo
proviene en mayor grado de la transformacion de
los aminoacidos y en menor grado de la
acetogénesis. Después de las 140 horas, el acido
acético es consumido completamente sin que
exista degradacion de los AGV, lo que indicaria
gue la acetogénesis se encontraria 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
Formacién de AGV durante la degradacion anaerdbica
de proteinas en medio salino (concentracion inicial de
1680 mg/L de proteinas) a 37°C. (®: Acido acético, B :
Acido prpidnico, A: Acido butirico ®: Acido valérico)
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Conclusiones.

El método adaptado y desarrollado en este
informe, permite determinar las cinéticas de
degradacion de &acidos grasos volatiles en un
rango de concentraciones de 2 a 1000 (mg/L).
Este rango permite determinar las distintas
constantes de saturacion y de afinidad del modelo
de degradacion.
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