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RESUMEN

Componente del insaponificable del aceite de oliva con polari-
dad comprendida entre el escualeno y los alcoholes triterpénicos

Se ha estudiado y determinado la estructura de un compuesto, de
polaridad comprendida entre el escualeno y los alcoholes triterpénicos,
que se encuentra en el insaponificable de los aceites de oliva refinados y
en muchas ocasiones en el de los virgenes, sobre todo en los de baja
calidad.

La espectrometria de masas del mismo y, de sus derivados hidroge-
nado y sililado, ha puesto de manifiesto que se trata de un alcohol triter-
pénico lineal, de peso molecular 426, con el esqueleto similar al del
escualeno y con el grupo hidroxilo en posicién 2.

PALABRAS-CLAVE: Aceite de oliva refinado - Alcohol isoprenoide -
Componente de polaridad intermedia - Insaponificable.

SUMMARY

Component of the unsaponifiable portion of olive oil with polari-
ty between those of squalene and triterpenic alcohols.

In the unsaponifiable matter of refined olive oils and, frequently, virgin
olive oils of bad quality, a new compound with polarity between those of
squalene and triterpenic alcohols was isolated.

Mass spectrometry of this compound and of their hydrogenated and -

sililated derivatives, demonstrated that the compound was a long chain
alcohol having 426 of molecular weight, polyisoprenic structure similar to
that of squalene, and the hydroxy! group attached at the C-2 carbon atom.

KEY-WORDS: Component of intermediate polarity - Isoprene alcohol
- Refined olive oil - Unsaponifiable.

1. INTRODUCCION

Al estudiar las alteraciones producidas por los proce-
sos de refinacion en el insaponificable del aceite de oliva,
nos encontramos, una ligera banda de Rf algo superior al
de la banda de alcoholes lineales y triterpénicos que en
algunos casos, segun el disolvente de elucién utilizado,
se solapa con ella. Su anélisis por cromatografia de ga-
ses en las condiciones normalmente utilizadas para los
alcoholes, da lugar a la apariciéon de dos picos. El prime-
ro se encuentra entre el pentacosanocl y el hexacosanol,
y el segundo entre el Ultimo citado y el heptacosanol.

Los estudios realizados en el insaponificable del acei-
te de oliva para la identificacion de compuestos de me-
nor polaridad que los alcoholes, excluidos los hidrocarbu-
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ros y los tocoferoles, son escasos y, aunque se descri-
ben compuestos poli-isoprenoides, le atribuyen estructu-
ras distintas. Asi Paquot y Kallel (1973) fraccionaron por
cromatografia en capa fina el insaponificable de un acei-
te de oliva virgen, operando sobre una muestra de aceite
enriquecido en insaponificable utilizando una técnica pues-
ta a punto por los mismos autores (Kallel, 1973), consi-
guiendo asi un aceite con un contenido en insaponifica-
ble nueve veces mayor al del aceite original, lo que les
permitié6 poner en evidencia componentes minoritarios di-
ficilmente reconocibles operando a escala usual. Mediante
espectrometria de masas, identificaron dos monoalcoho-
les con un esqueleto hidrocarbonado analogo al del es-
cualeno, suponiendo que el grupo hidroxilo estaba unido
a un carbono secundario de la cadena.

Lercker (1985) en el estudio gas cromatografico de
los compuestos de polaridad comprendida entre los alco-
holes y los hidrocarburos, de aceites procedentes de acei-
tunas no maduras, encuentra junto a los tocoferoles unos
picos cuyos espectros de masas parecen concordar con
una estructura de escualeno epoxidado.

El objetivo del presente trabajo ha sido estudiar la
composicién de la banda que aparece préxima a la de
los alcoholes en CCF que se detecta en casi todos los
aceites de oliva virgenes y, con mayor abundancia en los
aceites refinados por cualquiera de los dos procedimien-
tos que se utilizan actualmente.

2. PARTE EXPERIMENTAL
2.1. Materiales y aparatos

Estan descritos en su mayoria en un articulo anterior
(Lanzon, 1986), el resto de ellos se describen a continua-
cion.

Los espectros de masa se obtuvieron en un espectré-
metro AEl, modelo MS-30/VG-70 con el sistema compu-
terizado de datos PDP-11/250, utilizando ionizacién por
impacto electrénico a 70 eV, corriente de ionizaciéon de
125 pA 'y 200°C de temperatura de la fuente.

El espectréometro estaba acoplado directamente a un
cromatografo de gases KONIK, modelo KNK-2000C, utili-
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zandose una columna de silice fundida (0,25 mm g inte-
rior x 30 m de longitud) impregnada de fase OV-1 ligada
quimicamente. Las condiciones cromatograficas fueron:
temperatura inicial 80°C mantenida durante 2 minutos,
programacion a 4°C/min hasta 250°C. Las temperaturas
del inyector y de la interfase fueron 250°C.

2.2. Metodologla analitica

Se pesan 5 g de aceite y se saponifican durante 15
minutos con 50 ml de KOH etanélica 1N. Una vez con-
cluida la saponificacién se anaden 100 ml de agua desti-
lada y se extrae una vez con 100 ml de éter etilico. Se
lava posteriormente el extracto etéreo con 40 ml de KOH
acuosa 0,5N y luego sucesivamente con porciones de 40
ml de agua destilada, hasta neutralidad de las aguas de
lavado.

El extracto, ya lavado, se trata con sulfato sédico
anhidro durante unos 20 minutos agitando ocasionalmente
el embudo.

El extracto una vez filtrado se evapora observando
que no quede agua, si quedase se afade un poco de
acetona y se vuelve a evaporar.

La placa donde se va a cromatografiar el insaponifi-
cable se sumerge en una solucién etandlica de KOH
0,5N de forma que la cubra hasta unos 3 cm de su base
sacéandola al cabo de unos minutos y dejandola secar al
aire.

El insaponificable seco se disuelve en 1,5 ml de éter
isopropilico y se extienden 0,5 ml de ellos en la placa,
desarrollando ésta dos veces con una mezcla de hexa-
no-acetato de etilo 85:15. Finalizados los dos desarrollos
se visualiza con yodo, raspandose una banda fina situa-
da por encima de la correspondiente a los alcoholes tri-
terpénicos. Se introduce la silice raspada en una colum-
nita de elucién, realizandose la misma con unos 10 ml de
éter isopropilico, concentrandose, posteriormente, para
su inyeccion en el cromatégrafo o para las reacciones de
formacién de derivados.

Andlisis por cromatografia de gases

Se sigue el método descrito por Lanzén (1990) en el
que se utiliza una columna semicapilar de vidrio (0,75
mm @ interno por 25 m) impregnada con metil silicona
ligada quimicamente. Temperatura programada de 110 a
~300°C con tiempo inicial de 6 minutos y rampa de 5°C/
min., temperatura del inyector 300°C y del detector 320°C,
gas portador N,, con flujo de 14 ml/min. También se ha
utilizado una columna capilar de silice fundida de 0,32
mm de o interno por 25 m impregnada con fenil (5%)-
metil silicona ligada quimicamente. Temperatura progra-
mada de 215 a 280°C, tiempo inicial 5 minutos con ram-
pa de 0,5°C/min, gas portador He con presién en cabeza
de 40 KPa, relacién de division de flujo 1:5, temperatura
inyector 275°C y del detector 300°C.

Preparacion de derivados hidrogenados y
sililados

La hidrogenacién se llevéd a cabo con el problema
disuelto en 5 ml de hexano, agregandole 0,5-1 mg de

(c) Consejo Superior de Investigaciones Cientificas
Licencia Creative Commons 3.0 Espafia (by-nc)

Grasas y Aceites

catalizador de Adams-Shriner (PtO,) y unas gotas de eta-
nol absoluto, haciéndose burbujear en el liquido, a la
temperatura ambiente, una corriente de hidrégeno.

La sililacién se realizd con el reactivo de sililacién
constituido por una mezcla 3:1:9 (viviv) de hexametildisi-
lasano, trimetilclorosilano y piridina, evaporando previa-
mente la disolucién del problema a sequedad y afadién-
dole 300 pl del reactivo.

3. RESULTADOS Y DISCUSION

En los registros cromatogréficos tipicos de la banda
separada en cromatografia en capa fina del insaponifica-
ble de los aceites de oliva conteniendo los alcoholes gra-
sos y triterpénicos, aparecen dos pequefos picos, sefia-
lados como X y X-OH que no se identifican como alcoho-
les grasos, situandose entre ellos como ya se dijo
anteriormente (figura 1).

L
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Figura 1
Cromatograma de gases de la fraccion de alcoholes grasos y
triterpénicos de un aceite de oliva. Columna vidrio (1/4 pulgada x 2 m)
rellena con OV-101 sobre supelcoport 80-100. Temperatura inicial 170°C,
6 min. y luego programada a 4°C/min. hasta 245°C.
Portador N,a 30 mi/min.

Optimizando el desarrollo por cromatografia en capa
fina segln se indica en la metodologia analitica, se apre-
cia la presencia de una banda débil por encima de la de
los alcoholes, integrada fundamentalmente por los com-
ponentes a estudiar.

En la fig. 2, se encuentra el registro cromatografico
de la banda antes mencionada, en ella aparecen dos
picos, perfectamente definidos, a tiempos de retencién
de 35,45 min y 37,11 min, y que identificamos como los
mismos que en la fig. 1 se marcaron con Xy X-OH.

Sobre estos productos se han realizado los estudios
orientados a la determinacion de sus estructuras.

En primer lugar se obtuvieron sus espectros de ma-
sas, el de la fig. 3 es el correspondiente al pico con
tiempo de retencién de 35,45 min que hemos designado
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Figura 2
Cromatograma de gases de la fraccion de menor polaridad separada de
la de los alcoholes grasos y triterpénicos por cromatografia en capa fina.
Columna de vidrio (0,7 mm @ interno x 25 m) impregnada de
metil silicona

como X. La estructura de este espectro es muy parecida
a la del escualeno pero con un peso molecular de 408,
pudiéndose observar dos series de fragmentos idnicos.
La primera de ellas, la constituyen las particulas de m/z

m/z 339 [M-69]" [M-CH, -C=CH-Ch, |
CHy

miz 271 [M-69-68]" [M-CH, -/C:CH—CHZ-CHz-IC=CH-CHJ '
CH, CH,

m/z 203 [M-69-2x66]"

m/z 135 [M-69-3x68]"

La otfra serie esta constituida por fragmentos que se
registran también en el escualeno, que son los de m/z
55, 69, 81y 121.

Todo ésto pone de manifiesto que el compuesto estu-
diado parece ser un hidrocarburo lineal de estructura poli-
isoprenocide, con un peso molecular de 408. La presencia
de este hidrocarburo en la zona cromatogréfica de los
alcoholes, al efectuar la separacién en capa fina de la
fraccién insaponificable del aceite, la explicaremos mas
adelante discutiéndola en relacién al otro componente X-
OH, que estudiaremos a continuacién.

Al intentar obtener el espectro de masas del producto
X-OH, que es en la fig. 2 el que tiene un tiempo de
retencién de 37,11 minutos, sélo se conseguia un regis-
tro muy pobre y con fuertes variaciones en los resulta-
dos, indicando la pequefia cantidad que llegaba a la ca-
mara de ionizacién del espectrometro, probablemente por
experimentar una fuerte descomposiciéon en el proceso
cromatografico previo. Esta labilidad, unida a posicionar-
se en el cromatograma del insaponificable en el grupo de
los alcoholes, inclinaba a pensar que se trataba de un
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Figura 3
Espectro de masas del hidrocarburo lineal de estructura
poli-isoprenoide X.

alcohol, en cuyo caso podriamos estudiarlo con mas se-
guridad bloqueando el grupo hidroxilo mediante la forma-
cién de un silil derivado.

La fraccién aislada por cromatografia en capa fina,
conteniendo los productos X y X-OH fue sililada, siguien-
do la técnica descrita, obteniéndose con el producto re-
sultante el cromatograma de la fig. 4 realizado por inyec-
cién en columna capilar para una mejor resolucién, en el
que el producto X, es el separado con un tiempo de
retencién de 12,31 minutos.

El espectro de masas realizado en este pico es el
mismo que el de la fig. 3 al haber permanecido inalterado
en la reaccién.

El pico situado a 16,82 minutos de retencién, es el
alcohol sililado X-O-TMS cuyo espectro de masas co-
rresponde a la fig. 5.

La fragmentaciéon de este compuesto nos induce a
pensar que se trata de un alcohol derivado del escuale-
no, cuyo ién molecular tiene una m/z de 498 que corres-
ponderia a una férmula empirica de Cay HsoO Si (CHs)s y
para el que se sugiere la estructura siguiente:

en la que se senalan con lineas verticales discontinuas
los lugares de fragmentacién de la cadena, siendo previ-
sible los siguientes iones, que se encuentran todos re-
presentados en el espectro de la fig. 5 y que para mayor
claridad se exponen en la Tabla I.

El pico méas abundante es el de m/z 69 que aparece
también en el escualeno, originado por el i6n del grupo
isopreno terminal, siguiendo una serie de iones origina-
dos por la fragmentacién de la cadena en posiciones
homélogas, dando lugar a una serie de particulas que
obedecen a la expresién general.
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Figura 4
Cromatograma de gases de la fraccién de menor polaridad separada de
la de los alcoholes grasos y triterpénicos por cromatograffa en capa fina.
Eteres de trimetilsililo. Columna capilar de silice fundida
(0,3 mm g interno x 25 m) impregnada con fenil (5%)-metil silicona.

[M- ((CHs), C = CH-CHy) -n (CH; - G= CH-CHy)}"
CH,

Este es un comportamiento tipico de una estructura
isoprenoide como ya deciamos anteriormente al referir-
nos al hidrocarburo que correspondia al pico X.

La ausencia de los iones m/z 103, ((CHs); - Si-O=CH,),
y m/z 395, (M-103)", y la aparicién de un abundante pico
a m/z 131 estan de acuerdo con la presencia de un
grupo hidroxilo sililado en la posicién 2 de la cadena
carbonada.

La eliminacién de (CH,)s-Si-OH da lugar al i6n m/z
408 del que derivan una serie de iones y a pérdida de
grupos isoprénicos en una distribucién similar a la encon-
trada en el espectro del hidrocarburo X. Esta pérdida

Tabla |
Fragmentacion del derivado trimetilsililo del alcohol
X-O-TMS.
16n m/z Fragmento Abundancia relativa (%)

498 ién molecular 15,8
483 M-CH,3 34,1
429 M-a 14,6
361 M-a-b 4,8
293 M-a-2b 2,4
225 M-a-3b 12,1
157 M-a-4b 24,0

69 a 100,0
131 c 20,7
408 M-d-H 17,0
393 408-CH,4 6,1
339 408-a 24,3
271 408-a-b 17,0
203 408-a-2b 3,6
135 408-a-3b 23,1
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Figura 5

Espectro de masas del alcohol sililado X-O-TMS

inicial puede ser una reaccién iénica o mas probable-
mente una descomposicién térmica de la molécula en la
fuente de ionizacién para dar el hidrocarburo X.

Los picos a m/z 41, 55, 81, 93 y 107, son los mismos
que se encuentran en el espectro del escualeno y que
corresponden al extremo izquierdo de la cadena, a tra-
vés de fragmentaciones y reacciones caracteristicas de
los hidrocarburos poliisoprenoides.

Hidrogenacion de la fraccion

La fraccion separada por cromatografia en capa fina
conteniendo los productos X y X-OH, que ya hemos cali-
ficado anteriormente como un hidrocarburo y un alcohol
de estructuras poli-isoprenocides, anélogas a las del es-
cualeno, se hidrogend, realizandose la cromatografia ga-
seosa del producto hidrogenado, registrandose un pico
pequefio correspondiente a un hidrocarburo XH, un pico
muy intenso identificado como el alcohol XHOH y otros
picos menores que, a juzgar por los espectros de masas
registrados, deben corresponder a los productos origina-
les parcialmente hidrogenados.

El espectro de masas de XH (fig. 6) acusa la estruc-
tura clasica de un hidrocarburo alifatico ramificado y mo-
noinsaturado de peso molecular 420. La explicacién de
la presencia de esta insaturacion se dard mas adelante
al analizar los resultados.

En el espectro de masas del alcohol hidrogenado XH-
OH (fig. 7) aparece un pico mayoritario a m/z 59, que
constituye una clara indicacién de tratarse de un alcohol
terciario (Seibl, 1973), debido al grupo -C(OH) (CH,), cuya
presencia ya hemos deducido en el analisis del espectro
del producto sililado- XOTMS.

El i6n molecular de m/z 438 que cabria esperar de la
férmula postulada antes, para el producto hidrogenado,
no aparece en el registro; sin embargo, hay que tener en
cuenta, como reconoce Mc Lafferty (1973), que la pre-
sencia de un grupo hidroxilo en un alcano desciende su
potencia de ionizacién y, la abundancia del i6n molecular
decrece y, a menudo, no es observable, favoreciendo la
presencia del grupo OH, reacciones de eliminacién o frag-
mentaciones de grupos contiguos.

De acuerdo con ésto, los picos a m/z 418, 420, 421 y
423 que se registran en el espectro supuesto un peso
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Figura 6
Espectro de masas del hidrocarburo XH procedente del alcohol
hidrogenado XH-OH.

molecular de 438 calculado para el “escualanol”, podrian
tener justificacién en las reacciones siguientes:

M* — H,0 -H, = 418
M"—H,O =420
M* — CH, -H, = 421
M —CH, =423

Los restantes fragmentos son los que cabe esperar
de un alcohol con una larga cadena alifatica saturada.

Por tanto el espectro de masas obtenido, es coheren-
te con la férmula deducida anteriormente para el alcohol
original

/CH3
Cy; His— C—-0OH
N CH,

Para confirmar ain mas dicha estructura, la fraccién
hidrogenada que estudiamos en el parrafo anterior, se
sililé, cromatografiando el producto resultante, obtenién-
dose Unicamente un pico correspondiente al compuesto
XH-O-TMS cuyo espectro de masas se indica en la fig. 8.

Si comparamos este espectro con el de XH-OH (fig.
7), se ve que presenta una serie de fuertes cambios
derivados del bloqueo del hidroxilo por el grupo trimetilsi-

100

52
55

6971 121
0 S8 @ 195 ] P

4
243 423

P ey, P w0 I

220 240 260 280 300 320 340 360 380 400 426 440

Figura 7
Espectro de masas del alcohol hidrogenado XH-OH.
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lilo. El i6n molecular de 510, correspondiente al derivado
sililado no aparece en el espectro, encontrandose en una
gran abundancia iones de m/z 495, que pueden estar
originados por la pérdida de un metilo en la molécula
como es normal en los derivados sililados. Aparecen tam-
bién dos picos a m/z 418 y 420, resultante de la pérdida
del grupo sililado e hidrégeno, para el primero y el grupo
sililado para el segundo, aunque su baja abundancia y la
de los fragmentos derivados de estos iones, parece indi-
car que son consecuencia de reacciones iénicas mas
que de reacciones térmicas.

— (CHa)s SIOH — H,
— (CHy)s SIOH

(m/z=418)
(m/z=420)

El pico a m/z 59 que en el espectro de la fig. 6 consi-
deramos como caracteristico de un alcohol terciario, en
este caso es sustituido por el de m/z 131, [C(CHs),
OSi(CHs)s]* que se registra efectivamente con una ex-
traordinaria abundancia (100%).

Creemos que la causa que motiva la presencia del
hidrocarburo X en la fraccién de alcoholes, es la deshi-
dratacién que sufre el alcohol XOH, por efecto del fuerte
calentamiento en el inyector del cromatégrafo gaseoso.

Este proceso estd muy favorecido por ser XOH un
alcohol terciario y por la posibilidad de formacién de un
sistema de dobles enlaces conjugados.

Existen otras observaciones experimentales que son
coherentes con el supuesto de que la presencia de hidro-
carburos en la fraccién de alcoholes, se deba a una des-
hidratacién del alcohol como consecuencia del tratamien-
to analitico.

En la cromatografia del producto hidrogenado, la pre-
sencia de un hidrocarburo monoinsaturado indica que en
la fraccién de partida no existen hidrocarburos puesto
que, de ocurrir este hecho, se obtendria un hidrocarburo
totalmente saturado. En consecuencia XH se forma por
deshidratacién de XH-OH durante la cromatografia. Este
extremo se confirma por la ausencia de hidrocarburos en
los productos de la reaccion de sililacién de la fraccion
hidrogenada, puesto que si existiera algin tipo de hidro-
carburo, este deberia aparecer.

Por otro lado, el area del pico correspondiente al hi-
drocarburo monoinsaturado que aparece en el analisis
de los productos de hidrogenacién, es claramente inferior
a la que resulta del cromatograma primitivo. Esto cabe
atribuirlo al hecho de una mayor estabilidad del alcohol
hidrogenado, ya que no hay posibilidad de conjugacion
del doble enlace.

En la cromatografia del producto sililado, la relacién
entre las senales cuantitativas del éter trimetilsililo del
alcohol y del hidrocarburo, es sensiblemente mayor, lo
cual se justifica al ser la eliminacién del TMSOH mas
dificil que la del agua.

Por Gltimo, al sumarse las dos acciones, la de la hi-
drogenacion y blogueo de la funcién hidroxilo, el hidro-
carburo no aparece ya en el registro cromatografico, pues-
to que faltan las dos influencias directrices de la elimina-
cién de aguay TMSOH.

La diferente facilidad con que se producen las reac-
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Figura 8

Espectro de masas del alcohol hidrogenado y sililado XH-O-TMS.

ciones de eliminacion en los compuestos X-OH, X-OTMS
y XH-OTMS se ve corroborada por sus espectros de
masas que sugieren la existencia de reacciones de des-
composicién térmica muy importante en el X-OH y practi-
camente nulas en XH-OTMS.

Como resumen de todo lo dicho, durante la separa-
cion por CCF del insaponificable del aceite de oliva suele
aparecer una banda de Rf ligeramente superior a la de
los alcoholes lineales, que segun las condiciones de elu-
cion, algunas veces se confunde con ella, y que es debi-
da a un alcohol terciario de estructura poli-isoprenoide
que se identifica como 2, 6, 10, 15, 19, 23-hexametil-
tetracos-3, 6, 10, 14, 18, 22-hexaen-2-ol. Este compues-
to es un isémero de otros componentes muy minoritarios
identificados por Paquot y Kallel (1973) a los que se
atribuye el grupo hidroxilo en un carbono secundario. No
se detecta ninguna sustancia a la que pueda atribuirse la
estructura de epoxiescualeno.

El alcohol terciario se descompone térmicamente con
gran facilidad para dar el hidrocarburo C;, Hss de peso
molecular 408, por lo que aparece como un artefacto en
el analisis por cromatografia gaseosa del primero. El es-
pectro de masas de dicho hidrocarburo es similar al de
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varios componentes de la fraccion de hidrocarburos de
un aceite de oliva analizado por Bastic y col. (1978). Los
andlisis de mas de 250 fracciones apolares de aceites de
oliva realizados por nosotros, han mostrado que estos
hidrocarburos aparecen sdlo en los aceites refinados, pero
en ningun caso en los virgenes. En consecuencia, postu-
lamos que estos hidrocarburos derivados del escualeno
se forman a partir de los diferentes alcoholes isoprénicos
por la accién del calor que se aplica a los aceites en los
procesos de refinacion.
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