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RESUMEN

Método rapido para la determinacién de escualeno en aceites
vegetales.

Se describe un método analitico, sencillo y répido, para la cuantificacién
de escualeno en aceites comestibles. EI método consiste en realizar primero
una metilacién alcalina en frio de la muestra grasa disuelta en hexano y, pos-
terior andlisis de la disolucién de hexano por cromatografia gaseosa usan-
do patrén interno. Se presentan una recta de calibrado con patrones cro-
matograficos puros, asi como, los coeficientes de variacion de muestras de
aceites con alto, medio y bajo contenido en escualeno.

PALABRAS—CLAVE: Aceite Vegetal — Cromatografia gaseosa —
Escualeno (determinacién).

SUMMARY
A rapid method for squalene determination in vegetable oils.

A simple and rapid analytical method for the quantification of squalene
in vegetable oils is described. The method consists of a cold alkaline
methylation of the oil sample diluted with hexane followed by quantitation by
gas chromatography with internal standard. A calibration curve obtained using
different standard solutions, and coefficients of variation for three different
samples with high, medium and low content of squalene, are reported.

KEY-WORDS: Gas chromatography — Squalene (determination) —
Vegetable oil.

1. INTRODUCCION

Es conocido que el escualeno (2,6,10,15,19,23 - hexa-
metil 2,6,10,14,18,20 - tetracosahexaeno) es un hidrocar-
buro triterpénico que se encuentra presente abundante-
mente en los aceites de higado de pescados y, también es
un constituyente de la fraccion insaponificable de nume-
rosos aceites vegetales, entre los que destaca por su
mayor contenido el de oliva, (aproximadamente el 0,5% del
aceite).

En los trabajos publicados durante los dltimos 10 afios
(Bondioli et al., 1993; Colell et al.,1985) para la cuantifica-
cién del escualeno en aceites comestibles, incluyen la
saponificacién previa de la muestra grasa, extraccion de la
materia insaponificable y fraccionamiento de la misma por
cromatografia en capa fina para obtener la fraccion corres-
pondiente a los hidrocarburos y, posterior andlisis por cro-
matografia gaseosa.
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Estos métodos resultan laboriosos y ademas en el
proceso de saponificacién se produce una alteracion de
cierta cantidad de escualeno (Lanzén, 1992), lo que da
lugar a un falseamiento de los resultados.

En este trabajo se presenta un método analitico sencillo
y preciso para determinar escualeno en aceites vegetales.

2. PARTE EXPERIMENTAL

En un tubo con tapdn roscado de unos 15 ml de capa-
cidad se pesan aproximadamente 0,2 g de muestra grasa
con exactitud del miligramo, se le afiaden 5 ml de hexano
para disolverlo, posteriormente 1 ml de disolucién patrén de
escualano (1 mg/ml) agitando para homogeneizar, a con-
tinuacion se le afiade 1 ml de KOH metandlica aproxima-
damente 2N, agitando vigorosamente durante 1 minuto. Se
deja en reposo durante unos 10 minutos y con ayuda de
una pipeta Pasteur se pasa la mayor parte de la disolucién
de hexano a otro tubo de ensayo de iguales caracteristicas.
Se lava dos veces con 4 ml cada vez, con una mezcla
Etanol: Agua 1:1, dejando reposar en cada lavado al
menos 10 minutos antes de volver a lavar. Al final de los
lavados y una vez decantada la disolucién de hexano, se
toma de la parte superior de la misma, 1 ul aproximada-
mente para inyectar en el cromatégrafo operando bajo
las siguientes condiciones: columna capilar SGL - 5 (5% de
difenilmetilsilicona) 25 m de longitud, 0,25 mm ¢ interno y
0,25 , ligada quimicamente. Temperatura del horno 250°C,
isoterma; temperatura del detector e inyector de 300°C; gas
portador de He con presion en cabeza de 120 KPa y rela-
cién de division de flujo 20:1.

En la Figura 1 se muestra un esquema general del
proceso.

3. RESULTADOS Y DISCUSION

En la Figura 2 se representa la recta de calibrado obte-
nida con patron interno (escualano), sus margenes de
confianza de + 0,34 mg/g al 95% y coeficiente de correla-
cién de 0,9997 obtenida para seis puntos (se incluye el
cero).
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Figura 1
Esquema analitico para la determinacién de escualeno

En la Figura 3 se muestra un registro cromatografico de
una grasa comestible enriquecida, con 20.000 ppm de
escualeno.

En la Tabla | se presenta algunos parametros estadis-
ticos y los coeficientes de variacion para tres muestras con
diferentes contenidos en escualeno. Identificadas como
1,2 y 3 y que se corresponden con contenidos bajo, medio
y alto en escualeno respectivamente. Se efectuaron 4
andlisis de cada muestra y dos inyecciones en el croma-
tégrafo por cada anélisis. La media, el minimo y maximo
estan representados en ppm de escualeno.

Tabla |
Resultados obtenidos para tres muestras con
diferente contenido en escualeno y 20
determinaciones por muestra

MUESTRA MEDIA MINIMO MAXIMO CV%
1 520 505 535 1,97
2 3.616 3.5562 3.758 1,49
3 18.469 18.092 19.046 1,37

1,2 y 3 representan a tres diferentes muestras de bajo, medio y alto con-
tenido en escualeno respectivamente. La media, el minimo y maximo
estan representados en ppm de escualeno.

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

277

escualeno mg/g

20

2 2.5 3 35 4 4.5 5
escualeno/escualano

Figura 2
Recta de calibrado obtenida con patrén interno y margenes
de confianza del 95%
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Figura 3
Registro gas-cromatografico caracteristico de un aceite vegetal con un
gran contenido de escualeno.
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Se realizé un andlisis de los triglicéridos en la disolucién
de hexano, confirmandose que la metilacién es completa y,
por tanto, la imposibilidad de introducir triglicéridos en la
columna cromatogréfica es total.

Se constaté la no existencia de un pico cromatografico
con el mismo tiempo de retencién del patron (escualano),
realizando el analisis en las mismas condiciones croma-
tograficas y sin patréon interno, empleando los aceites
vegetales mas usuales (oliva, girasol, soja, maiz, colza y
cacahuete).

Se comprobd que ni los ésteres metilicos formados ni
el resto de los componentes minoritarios disueltos en el
hexano, interfieren en el andlisis gas-cromatografico, ya que
los primeros son mucho mas volatiles y, por tanto, salen al
principio del registro cromatografico y los segundos se
posicionan bastante detras del escualeno. No obstante
con el objeto de limpiar la columna de algunos de estos
componentes minoritarios menos volatiles, es convenien-
te aumentar la temperatura del horno unos 10°C, durante
15 min, después de realizar 5 ¢ 6 inyecciones cromato-
gréficas.
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