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Desarrollo de un método por HPLC en fase reversa para la determinacion de acidos
grasos de cadena corta.

Development of a reverse-phase HPLC method for the determination of short-chain
fatty acids
. J
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Resumen

Se desarrollé un método analitico para cuantificar cuatro acidos grasos de cadena corta (SCFAs) en muestras de heces fecales
y se probo en 24 voluntarios. Se utilizo un sistema cromatografico de fase reversa (C8) aplicando la técnica de par idnico con
cloruro de tetraetilamonio como supresor i6nico. Se utilizé un detector UV a 210 nm, el intervalo de concentraciones de las
curvas de calibracion fue de 0.5 a 5 mg/ml con coeficientes de variacion menores al 2% y linealidades con coeficientes de
determinacion superiores a 0.98. No obstante el intervalo de trabajo es relativamente alto, fue posible la deteccion de este grupo
de compuestos entre los voluntarios participantes.
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Abstract

A high-performance liquid chromatography method was developed to quantify four short chain fatty acid (SCFAs) in fecal
samples, and it was tested in 24 volunteers. It was used a reversed-phase system, applying the ion-pair technique using

tetracthylammonium as the counterion. The UV detector was at 210 nm. The range of calibration curves was of 0.5 to 5 mg/ml
with variation coefficients lower than 2% and coefficients of determination higher than 0.98. However, even if the concentrations

ranges are high, the quantification of these compounds was possible among the volunteers.

Keywords: Short chain fatty acids, pair ionic, Non-digestibles carbohydrates (NDC).

1. Introduccion

La FDA reconoce la importancia y beneficios a la salud de
los carbohidratos no digeribles (NDC) en la dicta, se ha
descrito que controlan la glucosa e insulina en la sangre,
disminuyen los niveles de colesterol, laxantes, participan en la
absorcidn gastrointestinal de minerales y en la sensacion de
saciedad. (Alexander C. et.al 2019, Johnstone A., et al 2020)

Los NDC son resistentes a la digestion por parte de las
enzimas de los mamiferos, pero son substrato para la
fermentacion por parte de enzimas bacterianas que habitan el
tracto gastrointestinal (microbiota) y dan lugar a los acidos
grasos de cadena corta (SCFAs) los cuales tienen una serie de
efectos fisiologicos de gran significado metabdlico en la salud.
(Alexander C. et.al 2019)

*Autor para la correspondencia: mhurtado@correo.xoc.uam.mx

Correo electronico: mhurtado@correo.xoc.uam.mx (Marcela Hurtado de la Pefia),
(Georgina Alarcon-Angeles), azaola@correo.xoc.uam.mx (Alejandro Azaola Espinosa)

Historial del manuscrito: recibido el 26/05/2025, ultima version-revisada recibida el 06/04/2026, aceptado el 11/06/2026,
DOTI: https://doi.org/10.29057/icbi.v14i28.15244

en linea (postprint) desde el 18/06/2026, publicado el 05/01/2027.

Entre los principales SCFAs producidos estan el acido
acético, el acido propidnico y el acido butirico. en una
proporcion de 60:20:20 respectivamente. El acido acético es
el mas abundante, el 4cido butirico estd mas asociado con el
consumo de fibra dietética y la jhmicrobiota intestinal.
(Alexander C. et.al 2019)

El impacto mas significativo de los NCD sobre la salud, esta
relacionado a las enfermedades metabodlicas, llamando
especialmente la atencion la diabetes y las enfermedades
cardiovasculares, por los efectos que los NCD guardan con la
obesidad y el sobrepeso.

Entre los mecanismos que se han identificado como parte de
los efectos benéficos de algunos tipos de NCD (solubles), es
la alta viscosidad, esta situacion genera ademas de una
sensacion de saciedad, interfiere con la absorcion del
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colesterol y los lipidos, ademas de mejorar la funcidn
intestinal.

Los SCFA han sido asociado con funciones como reducir el
riesgo de enfermedad coronaria, diabetes, algunos tipos de
cancer asi como mejorar el sistema inmune. (Chanmuang S.
et. al 2022)

Los efectos que los SCFAs han sido objeto de una gran
cantidad de reportes que buscan explicar y relacionar sus
efectos sin lugar a duda con diferentes procesos. Se ha
determinado que después de absorberse a la circulacion los
SCFAs, participan en un gran numero de funciones
fisiologicas importantes del huésped, ayudando a mantener la
homeostasis. (Ikeda T. et.al 2022; Ashique S et.at 2022;
Rasouli A. et.al 2023, Sankarganesh P. et al 2025)

El seguimiento de la presencia intestinal de los SCFAs no
resulta sencilla, dadas las caracteristicas de estas moléculas.
Por un lado, su estadia en heces fecales puede ser incierta por
la alta proporcion de absorcion que se espera de ellas, es
comun que en heces fecales sélo se localice del 5 al 10%,
(Ashique S. et al 2022) por otro lado. lo complejo de la matriz
analitica, el pequefio tamafno molecular de los SCFAs, su
polaridad y la falta de estructuras cromoéforas significativas
representan limitantes para su deteccion. AlUn en sistemas de
deteccion con caracter relativamente universal como
espectrometria de masas reporta tratamientos mediante una
derivatizacién para mejorar sensibilidad y comportamiento
cromatografico. (Zhang S et al 2019).

En esta propuesta se ha realizado una alternativa a fin de
utilizar elementos analiticos relativamente comunes para
tratar en la medida de lo posible de resolver el problema
analitico. Se utilizoé un detector de UV de longitud de onda
variable a una longitud de onda de deteccion de 210 nm. Por
otro lado, tratandose de compuestos muy polares, su retencion
en un sistema de fase reversa es inviable, los analitos no tienen
interacciones significativas con la superficie no polar de la
fase estacionaria y por lo tanto se eluyen inmediatamente y
con nula resolucion, dado lo anterior, se propone el uso de un
sistema de par idnico. El incremento del caracter hidrofobo del
par-idnico resulta en una mayor afinidad por la fase reversa
estacionaria no polar y permite incrementar la resolucion de
los SCFAs asi se logra la retencion y separacion de cuatro
SCFAs.

2. Procedimiento
2.1. Equipo

Se utilizd un sistema cromatografico (Pro Star Varian)
equipado con una bomba ternaria MOD 240, automuestreador
MOD 410, detector UV de longitud de onda variable MOD
330.a unalongitud de 210 nm.

2.2. Reactivos

Se utilizé6 metanol grado HPLC marca J.T.Baker, acido
fosforico J.T.Baker que se ajust6 al pH con hidroxido de sodio
1 N, acido acético, acido lactico, acido propidnico, y acido
butirico, Sigma Aldrich, México, cloruro de tetractilamonio,
Merck, México, agua grado HPLC obtenida mediante el
sistema Symplicity (Millipore Corporation, USA)

2.3. Condiciones cromatogrdficas

Columna Zorbax C8 SB, 250 x 4.6 mm, 5 um de tamafio
de particula, Agilent Technologies. Fase modvil: mezcla de
buffer de fosfatos pH 2.8 0.001 M afiadida con cloruro de
tritracthyhlamonio a una concentraciéon de 0.0025M: metanol
90:10. Volumen de inyeccion: 40 microlitros.

Intervalo de concentraciones de las curvas de calibracion
de 0.5 a 5 mg/ml para los cuatro SCFAc en fase movil.

2.4. Preparacion de muestras.

El método se probo en muestras fecales de 24 voluntarios
sanos, las cuales fueron tratadas de la siguiente forma: se tomo
una muestra de materia fecal de 0.5 g se disolviden 1.5 ml de
agua destilada se centrifugd a 5000 rpm, el sobrenadante se
filtr6 por membranas de 0.45 micrometros y las muestras
fueron inyectadas en las condiciones indicadas analizando
contra curvas de calibracion de cada uno de los SFCAs
seflalados en el método. Los SCFAc son libremente solubles
en agua, por lo que se espera una alta recuperacion de éstos en
la fase soluble de la muestra después del tratamiento.

3. Resultadosy discusion

En la figura 1 y 2 se muestran cromatogramas tipicos
obtenidos, la figura 1 corresponde a un cromatograma blanco,
mientras que la figura 2 a la mezcla de los SFCAs. La
resolucion cromatografica entre los SFCAs es adecuada y se
logro la retencion de los SFCAs en un sistema no polar
utilizando la alternativa de par idnico. El incremento del
caracter hidréfobo del par-idnico resulta en una mayor
afinidad por la fase estacionaria no polar y permite
incrementar la resolucién de los SCFAs asi se logra la
separacion de cuatro SCFAs utilizando una cromatografia
isocratica.
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Figura 1: Cromatograma blanco.
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Figura 2. Mezcla de los cuatro acidos grasos de cadena corta. Tiempos de
retencion: Ac lactico: 4.93 min Ac. Acético: 5.30minAc. Propidnico:
10.83minAc. Butirico: 29.79 min.
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3.1. Validacion de las condiciones cromatograficas

Tabla 1. Resultados para precision de acido lactico. (r>= 9996)

Tabla 3. Resultados para precision de Ac. Propionico.(r>= 0.9998)

Concentracio
n n

[ng/mL]

Ccv
%

Desviacio

Medi ,
edia n estandar

mUA*seg

719.3
702.6
710.8

445.09 710.9 8.35 1.17

2092.4
2100.5
2091.8

1365.27 2094.9 4.86 0.23

3449.2
3448.7
3449.9

227545 3449.27 0.61 0.02

4865.7
4901.8
4863.5

3185.63 4877 21.51 0.44

6734.7
6905.2
3 6734.3

N — W= W= W IN|—=|W]N|—

4450.9 6791.4 98.55 1.45

En las tablas de 1 a la 4 se muestran los resultados en la
evaluacion de la precision de las condiciones cromatograficas
para cada uno de los SCFAs, con valores de coeficientes de
variacion aceptables (< 2%) para sistemas cromatograficos
(AgutCetal., 2011)

Tabla 2. Resultados para precision de acido acético (r* = 0. 9992)

TN | | mAsseg | Media | Pesvinion | OV
[ng/mL]
1 806.4
499.8 2 826.9 814.7 10.79 1.32
3 810.8
1 2456.4
1499.4 2| 23711 2417.8 43.22 1.79
3| 24259
1] 4003.7
2499 2 | 40104 | 4006.4 3.53 0.08
3| 40051
1 5505.2
3498.6 21 56022 55532'9 48.52 0.87
3| 55514
1 7891.9
4998 2 8014.5 79673'3 63.78 0.81
3| 7983.7

C e Tabla 4. Resultados para precision de 4cido butirico (*= 0.998)
oncentracio Desviacio | CV
n n | mUA*seg | Media , Concentraci |In | mUA*seg Media | Desviaci
n estandar | % . .
[ng/mL] on ye on ()%
1 749.6 [ug/mL] cci estandar | %
512.8 2 [ 7363 |[745.77 825 |11 on
3 751.4 512.8 1 |872.8 867.07 s
1 2398.8 2 (8543 11.07 )
1538.4 2 | 2344.1 |2366.4 28.72 1.21 3 [874.1
3 2356.3 1538.4 1 (24309 2453.1 142.19
1 3983.7 2 25018 3 1.7
2564 2| 3926.8 |[3964.63 32.76 0.83 3 (24267
3 39832 2564 1 |[4186.4 41
1 5535 . 93 |7.46
2 [4201.1 0.1
3589.6 2 | 5492.6 |5518.73 22.86 0.41 : 8
3 5528.6 3 141915
1 7902.5 3589.6 1 ]16162.2 6175.0 [ 15.32
5128 2 7664 | 7747.3 13453 |1.74 2 6192 3 0.2
4
3 | 76754 3 61709
5128 1 |[8425.6 8427.0 [ 10.97
2 [8416.9 7 2.1
3 [ 8438.7
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Tabla 5. Resultados para SCFAs en heces
fecales en mg/g de muestra datos de 24

voluntarios
) ) Acido )
Acido Acido propidnic | Acido
Lactico Acético 0 butirico
0.81 17.4 6.57 ND
ND 40.8 39.6 ND
ND 4.05 1.95 ND
ND 8.61 1.866 ND
ND 24.36 1.38 ND
ND 14.79 5.19 ND
ND ND ND ND
0.3 0.075 0.72 0.192
ND 0.84 0.6 ND
ND 2.19 10.95 ND
ND 9.66 1.56 ND
ND 10.5 6.69 1.47
ND 2.73 2.85
ND 5.19 0.63 ND
ND 11.58 2.61 1.11
32 ND 0.81 4.98 1.53
ND 9.6 2.76 ND
ND 0.24 1.92 ND
ND ND 19.542 ND
ND 70.23 49.05 ND
ND 6.72 29.85 ND
ND 54.96 36.51 ND
6.18 41.76 46.02 ND
ND 101.19 36.54 ND

Analisis de muestras

Dada la poca absortividad de lo SCFAs, el intervalo de
concentraciones que se reportan para la cuantificacion. es
relativamente alto de 0.5 a 5 mg/ml. Sin embargo, se presenta
una muestra biolégica, practicamente sin tratamiento, lo que
se propone para mejorar los niveles de deteccion del método,
es un proceso de concentracion de la muestra mediante una
extraccion en fase solida posterior a la filtracion que
permitiera enriquecer la concentracion de los analitos y
mejorar los limites de cuantificacion del método,
procedimiento que ha resultado exitoso en otros tratamientos
(Hurtado et.al 2009). En este método exploratorio de las
condiciones cromatograficas y tratamiento fue posible la
deteccion de los SCFAs y se ha observado comportamientos
esperados en cuanto a las relaciones entre los SCFAs (Zhang
S. et.al 2019), como se puede ver en la tabla 5, los acidos
acético y propionico son mas frecuentes y abundantes
resultando menos detectable el acido lactico y el acido
butirico; este ultimo por la importancia bioldgica que
representa, se recomendaria el proceso de concentracion de
muestra mencionado para cuantificar los niveles inferiores del

acido graso que podrian esperarse de acuerdo con la relacion
relativa al acido acético y propidnico.

4. Conclusiones

Dadas las dificultades que estos compuestos representan para
su analisis en un sistema cromatografico estandar de fase
reversa y con deteccion ultravioleta. E1 método propuesto es
una aportacion particularmente 1til a la aplicacion, la cual fue
demostrada en 24 muestras de voluntarios sanos. Los
resultados obtenidos, coinciden con lo reportado en cuanto a
la relacion 4cido acético, propionico, acido butirico al igual
que en la variabilidad interindividual.

El método cromatografico desarrollado ofrece una alternativa
viable para la determinacion de los compuestos de interés, con
elementos y equipamiento usual de laboratorio, y presenta
parametros de validacion confiables.

Para alcanzar niveles de cuantificacion inferiores a los
alcanzados en este trabajo, se propone utilizar un
pretratamiento de concentracion de muestra mediante
extraccion en fase solida, técnica que suele ofrecer excelentes
resultados para este fin.
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