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Rozréznienie pochodzenia skwalenu i skwalanu przy uzyciu
analizy stabilnych izotopow

Abstrakt

Skwalan jest szeroko stosowany w produktach kosmetycznych. Skwalan jest
otrzymywany na skale przemystowa przez uwodornienie naturalnie wystepujacej
czagsteczki skwalenu.

Skwalen uzyskuje sie z dwoéch odrebnych zrodet - oleju z watroby rekina i frakcji
niezmydlajacych oliwy z oliwek. Zaréwno skwalen i skwalan z obu zrédet sg
chemicznie identyczne, ale réznia sie w czystosci i kosztach produkciji.

Celem pracy jest stworzenie w pelni aktualnej metody okreslania pochodzenia
zaréwno skwalenu i skwalanu. Aby ten cel osiggna¢ zostata wykorzystana,
izotopowa spektrometria masowa. Stabilne izotopy 13C/12C zostaly oznaczone
przy uzyciu analizatora elementarnego (EA) potaczonego ze spektrometrem
masowym (IMRS). Przebadano prébki mieszanek skwalenéw réznego
pochodzenia., podobne badanie przeprowadzono dla skwalanéw, w badaniu
okreslono stosunek ilosciowy izotopow wegla.

Wyniki wskazuja, ze zaréwno dla skwalenu i skwalanu, istniejg znaczne réznice w
wartosciach 613C zaleznie od pochodzeniem z rekina (-19,4 %.) czy z oliwy (-28,3
%o). Tak wiec nie wystepuje frakcjonowanie izotopowe podczas reakcji
przeksztatcania skwalenu w skwalan. Stwierdza sie, ze analizy przez wartosci 613C
stanowig wazna metode ilosciowa odrézniania pochodzenia skwalenu i skwalanu.

-Wprowadzenie

Skwalan jest w petni

nasyconym weglowodorem,

CsoHs2. Nie wystepuje w

naturze. Jest to idealnie Squalane structure

stabilny olej, bezbarwny Cae:

i bezwonny. Pozostaje INCI Squalane

ptynny w niskiej 2,6,10,15,19,23-Hexamethyltetracosane
temperaturze. CAS 111-01-3

EINECS 203-825-6

Skwalan jest szeroko stosowany w kosmetyce od wielu lat. Jest to doskonaty

olej zmiekczajacy i ceniony w zastosowaniach kosmetycznych ze wzgledu na wyjatkowe
jedwabiste odczucia na skérze jakich dostarcza.

Skwalan posiada wtasciwosci nawilzajgce, dziata zmiekczajgco na naskorek, przyczynia
sie do redukcji zmarszczek i korzystnie oddziatuje na ogdlna kondycje skory.

Skwalan jest idealnym skfadnikiem preparatéw przeznaczonych do regeneracji suchej

i zniszczonej skory.

Skwalan tatwo rozprowadza sie i szybko sie wchiania w warstwie naskérka nie
pozostawiajac tlustego lub lepkiego filmu na powierzchni.(1).

Skwalan jest stabilny w szerokim zakresie temperatur oraz jest zgodny z

wiekszoscig sktadnikow kosmetycznych takimi jak: oleje roslinne, estry, olejami



mineralnym

i syntetycznymi, woskami itp.

tatwo formuje kosmetyczne emulsje o drobnych czgstkach.

Skwalan jest wyjgtkowym niepolarnym srodkiem zmiekczajacym pochodzenia
naturalnego.

Skwalan jest otrzymywany na skale przemystowg przez petne katalityczne uwodornienie
naturalnie wystepujgcych czgsteczek - skwalenu.

Reakcje uwodorniania prowadzi sie pod wysokim cisnieniem (> 10 bar).

Katalizatorami zazwyczaj stosowanymi w przemysle sg katalizatory z metali (szczegdlnie
pallad / wegiel i nikiel / tlenek niklu). W trakcie reakcji katalitycznej wydziela sie znaczna
ilos¢ ciepta (reakcja egzotermiczna).
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INCI Squalene

IUPAC 2,6,10,15,19,23-Hexamethyl-2,6,10,14,18,22-tetracosahexaene
CAS 111-02-4

EINECS 203-826-1

Czagsteczka Skwalenu zostata odkryta przez japonskiego chemika Mitsumaru Tsujimoto
w 1906 roku jako gtéwny sktadnik oleju z watroby niektorych gatunkéw gtebinowych
rekindw. Obraz molekularny skwalenu zostat opublikowany przez Paula Karrera w 1936
roku.

Skwalen jest wysoce nienasyconym weglowodorem z rodziny triterpenoidow, skfadajgcym
sie z szesciu izolowanych wigzan podwaojnych. Jest to olej o niskiej lepkosci. Po
oczyszczeniu jest barwy jasnozottej do bezbarwnej, prawie pozbawiona zapachu.

We wczesnych latach 1950, wykazano, ze Skwalen wystepuje w znaczacych ilosciach
w ludzkim toju. Jest naturalnym sktadnikiem lipidow skory cztowieka, To wskazato na
istotny zwigzek miedzy Skwalenem i hydrolipidowg rownowagag skory.

Skwalen odgrywa kluczowa role w fizjologii skory. Pomaga on w utrzymaniu
prawidtowego nawilzenia, regeneruje uszkodzong skére i przyczynia sie do powolnienia
proceséw starzenia sie skéry. Skwalen petni znaczng role w ochronie przed szkodliwymi
czynnikami srodowiskowymi, takimi jak np. promieniowanie UV.

(2).

Skwalen jest rowniez wykorzystywany jako skuteczny nosnik dla aktywnych czgsteczek w
szczepionkach (3).

W naturze skwalen w znacznych ilosciach wystepuje w:

* ludzkim f6ju

* oleju z watroby rekina

* ttuszczach pochodzenia roslinnego.

L6j cztowieka

Skwalen wystepuje naturalnie w foju na poziomie 8 - 25%, w zalezno$ci od wieku, pici,
czynnikéw srodowiska, itp.

Skwalen jest produkowany naturalnie w procesie syntezy cholesterolu. Jego najwieksze
stezenie wystepuje w skorze, jest sktadnikiem wydzieliny gruczotéw tojowych, pomaga
tworzyC bariere ochronng na powierzchni skory.

llo$¢ skwalenu w toju spada z wiekiem (4).



Olej z watroby rekina

Skwalen jest obecny w wysokim stezeniu (35 - 80%) w oleju z watroby niektorych
gatunkow rekinéw gtebinowych. Rekiny te sg stosunkowo mate (ok. 1 m) i sg doskonale
przystosowane do siedliska - gtebokosci ponad 1000 m.

Zainteresowanie skwalenem a w szczegolnosci skwalanem do celéw kosmetycznych
znacznie wzrosto w ciggu ostatnich 40 lat.

Przez wiekszos¢ tego okresu, olej z watroby rekina stanowit jedyne zrédto skwalenu w
skali przemystowej. Intensywne potowy rekinow doprowadzity znacznego zmniejszenia ich
populacji

i w konsekwencji wiele gatunkéw jest zagrozonych catkowitym wyginieciem.

Dlatego olej z watroby rekina (jako surowiec do produkcji skwalenu i skwalanu) nie moze
by¢ uznany jako surowiec odnawialny. W interesie ochrony r6znorodnosci biologicznej,
surowce pochodzenia zwierzecego muszg zostac zastgpione przez alternatywne zrodta.

Pochodzenie roslinne

Skwalen jest powszechnie obecny jako sktadnik frakcji niezmydlajacej sie olejow
roslinnych. Jednak ogdlnie rzecz biorgc, poziom skwalenu w olejach roslinnych jest bardzo
niski, dlatego wiekszos¢ olejow roslinnych nie stanowi realnego Zrodta skwalenu do celow
przemystowych.

Jedynie w przypadku oliwy z oliwek (Olea europa), ktora jest przetwarzana w olbrzymich
ilodciach, istnieje mozliwos¢ pozyskiwania skwalenu mimo ze jego zawarto$¢ w oliwie
stanowi utamek procenta. W trakcie procesu rafinacji nastepuje kondensacja frakgcji
niezmydlajgcych sie, co stanowi podstawe do pozyskiwania skwalenu na skale
przemystowa.

Produkcja przemystowa skwalenu z oliwek jest procesem znacznie bardziej ztozonym w
poréwnaniu do procesu bazujgcego na oleju z watroby rekina.

Ma to znaczacy wptyw na koszty oleju skwalenowego i skwalanu, ktére sg znacznie
wyzsze w pordéwnaniu kosztow skwalenu uzyskanego z oleju z watroby rekina.

Inne zrédta

Olej jasminowy (Jasminum grandiflorum) jest szeroko stosowany w kompozycjach
zapachowych (konkrety i absoluty). Zawartos¢ skwalenu zawiera sie w zakresie od 2,5 do
6%, tlenek skwalenu

jest takze w zakresie od 5 do 12%. Jasmin nie jest wykorzystywany jako zrédto skwalenu
ze wzgledu na bardzo wysokie koszty (5).

Amarantus (Amaranthus sp.) zawiera réwniez znaczne ilosci skwalenu (6).

W zaleznosci od odmiany olej uzyskana z nasion moze zawiera¢ do 8% skwalenu.
Lipidowy wyciag z lisci ma srednie stezenie skwalenu 0,26%, ktore jest niewystarczajgce
dla produkcji przemystowe;.

Ci sami autorzy raportu piszg o optymalizacji ekstrakcji nadkrytycznej, ktdra umozliwia
uzyskania frakcje zawierajgce 15% skwalenu (7).

Pochodzenie syntetyczne

Syntetyczny skwalen: W 1983 roku synteza skwalanu zostata opisana przez japonskich
autorow (8). Nastepnie przez krotki okres ten produkt zostat wprowadzony do obrotu pod
nazwag

skwalan SK. Wydaje sie, ze ze wzgledu na wysokie koszty produkcja nie jest
kontynuowana.

Ocena pochodzenia
Izotopowa spektrometria masowa (IRMS) jest dobrze znana i szeroko stosowang metoda



sprawdzania autentyczno$ci. Proporcje stabilnych izotopdw w molekutach sg
bezposrednio zwigzane z ich pochodzeniem (roslinne, zwierzece, kopalne, syntetyczne).
W przypadku zywych

organizmow roslinnych, wigczenie wegla niezbednego do metabolizmu regulowane jest
przez trzy wyraznie rozne cykle fotosyntezy (C3, C4 i CAM) z wykorzystaniem réznych
lub zmiennych tras i proceséw enzymatycznych (9-13).

Wynikowe izotopowe réznicowanie dajg sktadnikom roslinnym unikalny podpis izotopowy,
ktéry pozwala na odréznienie (w wiekszosci przypadkow) proceséw syntezy
(petrochemiczny, biotechnologii), jak rowniez pochodzenia geograficznego (wptyw gleby i
warunkéw klimatycznych w fotosyntezie).

Tak wiec badanie izotopowe jest skutecznym Srodkiem kontroli pochodzenia i
autentycznosci produktéw (14-17).

W przypadku oliwy z oliwek, badania wskazujg na mozliwos¢ wykrywania dodania

tanich olejow roslinnych poprzez pomiar stosunkéw izotopéw w kwasach ttuszczowych
otrzymanych przez zmydlanie. Zakres ® 13C (-28,1 do -36,5 %o) charakterystyczny dla
metabolizmu Calvina (C3) pokazuje dyspersje, ktéra moze by¢ przypisana do réznych
odmian oliwek i do warunkow klimatycznych i glebowych.

Izotopowa spektrometria masowa (IRMS) jest w stanie wykry¢ drobne zmiany, ktore
pozwalajg sprawdzi¢ pochodzenie srodkow spozywczych takich jak np. dzikie lub
hodowlane ryby (foso$ z Atlantyku, Pacyfiku, okor morski, leszcz morski). Faktycznie
specyfika zaopatrzenia w zywnos$¢ (matych ryb, maczki rybnej) wynika, w szczegolnosci
ze stosunku izotopowego azotu (15N / 14N), stanowigcego znacznik, ktéry jest wyraznym
oznaczeniem pochodzenia geograficznego lub hodowli ryb (18-20).

Multi-izotopowa analiza (13C, 15N, 180) moze by¢ skutecznym srodkiem, aby potwierdzi¢
jeszcze dokfadniej roznice gatunkéw i pochodzenia geograficznego dla dzikich i
hodowlanych ryb (21-23).

Eksperyment
Sprzet

Oprzyrzadowanie

Sprzet uzywany do okreslenia & 13C czystych materiatéw sktada sie z elementarnego
analizatora wegla, azotu (instrumenty SCA, Solaize CNRS, Francja) podtaczony do
spektrometru masowego izotopu Delta S (Thermo, Brema, Niemcy).

Probki wazone w srebrnych kubkach sg natychmiast wprowadzane do jednostki spalania
w 1050 ° C przy przeptywie gazu 40 ml He i 5 ml O2 a potem do drugiego pieca w
temperaturze 850 ° C, zawierajgcego tlenek miedzi. Elementy wegla, wodoru i azotu
przeksztatcane sg na dwutlenek wegla, wode i tlenki azotu. Gazy prowadzone przez hel sg
na poczatku skierowane przez jednostke zawierajgca miedz w temperaturze 450 ° C, ktéra
wywotuje redukcje tlenkow azotu na azot i zachowuje nadmiar tlenu, a nastepnie przez
rurke zawierajgcg bezwodny nadchloran magnezu aby zachowac¢ wode.

Azot i dwutlenek wegla sg oddzielone w kolumnie chromatograficznej (Hayesep QP / W
60/80L: 3,5 m D: 1/ 4 cala - Sigma Aldrich, St Quentin Fallavier, Francja) a nastepnie
wstrzykiwane za pomocg interfejsu Online Finnigan do zrodfa izotopowego spektrometru
masowego Delta S.

Izotopowy stosunek 13C/12C mierzy sie poprzez masy Delta S 44, 45 i 46. Wynik
wyrazony jest w jednostkach izotopowych Delta 13C wedtug nastepujgcego wzoru:

6 13C/12C prébka (R 13C/12C préobka / R 13C/12C standard -1) * 1000



Miedzynarodowy standard Delta 13C/12C jest znany jako weglan PDB »Pee Dee
Belemnita". Pomiary izotopowe sg wykonane w stosunku do normy zewnetrznej (butla z
CO2) kalibrowanej

w odniesieniu do miedzynarodowego standardu weglanu. Metoda ta jest weryfikowana
przez

stosowanie standardowych substancji odniesienia PEF1, NBS 22, sacharoza ANU,
dostarczonych przez Miedzynarodowg Agencje Energii Atomowej w Wiedniu, Austria.
Niepewno$¢ (btad) metody jest mniejsza niz 0,30 %o.

Sprzet uzywany do analizy izotopowej 13C mieszanek (olejki eteryczne, amarantus)
skfada sie z chromatografu gazowego 6890N (Agilent Technology), podtagczonego do linii
spalania (GC5MK1) i izotopowego spektrometru masowego Isoprime (Elementar, Hanau,
Niemcy) . Chromatograf gazowy wyposazony jest w kolumne J & W DB-xIb (30 * 0,25 mm
*0.25um). Warunki pracy: iniekcja 1 yl podziat 20 (260 ° C), program temperatury 150-290
° C przy wzroscie 10 ° C na minute, a nastepnie 10 mn przy 290 ° C, przeptyw He 2 ml/
mn.

Prébki o znanym pochodzeniu przedstawiono w tabeli 1.

1 skwalan - zartacza Barnet Products -20,94
2 skwalan - zartacza Nikko -20,13
3 skwalan - oliwa Barnet Products -28,43
4 skwalan - oliwa Nikko -28,35
5 skwalan - oliwa CRM international -28,25
6 skwalen - zartacza Barnet Products -20,44
7 kwalan - oliwa CRM international -28,1
8 olej z substancji CRM international -28,26
niezmydlajgcych
9 skwalen - syntetyczny Kuraray (Barnet Products) -26,69
10 |skwalen - jasmin Laboratoire Monique Rémy -27,1
11 |skwalen - amarant CRM international -14,9
12 |skwalen - amarant Flavex -15,4

Tabela 1 Prébki znanego pochodzenia

Wyniki i dyskusja

Wyniki wskazujg jednoznacznie izotopowa réznice miedzy dwoma nadrzednymi zrodtami
skwalenu (zwierzecego i roslinnego). Wartosci uzyskane dla materiatu rekina posiadajg o
wiele wiekszg wartos¢ izotopowag w & 13C (delta mniej negatywne). To jest mocno
zwigzane z wartosciami izotopowymi obserwowanymi dla ryb morskich (18, 19). Lancuch
pokarmowy organizméw morskich: fitoplankton - mate ryby - duze ryby, powoduje wzrost
izotopowy gdy duze drapiezniki sg porownywane do planktonowego zrédta zywnosci
znanego jako bardzo ubogie w 613 C (-30 do -40 %o). Jest wiec uzasadnione, aby uznac¢
ze gatunki rekindw i pochodzenie geograficzne (temperatura wody i strefy potowdw) majg
wptyw na izotopowe wartosci. Niestety dostepne probki nie byty wykrywalne w zakresie
tych parametrow. Jednak obserwowane zmiany izotopowe skwalenu pochodzace z
rekinébw byty w zakresie & 13C: -19,9 do -20,9 %e,.



Przeciwnie, wartosci & 13C otrzymane dla skwalenu pochodzgcego z oliwy z oliwek (Olea
Europaea) sg wyraznie bardziej ujemne i wystarczajgco roznig sie od tych pochodzacych
od rekina , aby w petni potwierdzi¢ autentyczno$¢ pochodzenia.

Wartosci 6 13C uzyskane (-27,8 do -28,4 %o) sq catkowicie w zakresie stosunku
izotopowego dla obiegu fotosyntezy typu C3 lub Calvina (11). Dla poréwnania oceniano
inne zrodto roslinnego skwalenu:

Jasmin (Jasminum grandiflorum), ktory zawiera od 4 do 8% skwalenu.

Srednia warto$é 8 13C uzyskana wyniosta ok. -27 %.. Mimo Ze jasmin nie jest realnym
zrodtem skwalenu ze wzgledu na cene, wzajemne podobienstwo izotopowych wskaznikow
pozwala uzyskac potwierdzenie, ze wszystkie roslinne zrodta fotosyntezy typu C3 dajg
skwalen tatwo odrdznialny od materiatu z rekindw poprzez okreslanie stosunkow
izotopowych.

W chwili obecnej, skwalen z roslin o innych mozliwych cyklach fotosyntezy (C4 lub Hatch i
CAM lub Osmond) sg niedostepne lub nierentowne (np. skwalen z amarantusa, rodzaju
C4 ktéry ma wartos¢ © 13C, ok.-15 %o).

W celu potwierdzenia wykrycia ewentualnych mieszanin z dwéch podstawowych
pochodzen (rekin i oliwa), oceniano liniowos¢ czynnikéw odpowiedzi , w zaleznosci od
przygotowanych mieszanek w od 100% rekina do 100% z oliwek.

Prébki zostaty przygotowane przez dodanie skwalenu rekina do skwalenu oliwy w znanych
proporcjach od 100% skwalenu oliwy do 0% (czyli 100% skwalenu rekina).

Dla kazdej probki dubeltowe izotopowe okreslenie zostato przeprowadzone.

Srednie wyniki sa podane w tabeli 2.

Pochodzenie %0liwy %Rekina wartosci & 13C %o
STVEETT
Oliwa 100 0 -28,04
A 95 5 -27,57
B 90 10 -27,05
C 80 20 -26,25
D 70 30 -25,4
E 60 40 -24,39
F 50 50 -23,58
G 40 60 -22,84
H 30 70 -21,92
I 20 80 -20,93
J 10 90 -20,16
K 5 95 -19,85
Rekin 0 100 -19,29

Tabela 2 Wyniki srednie

Czagsteczka skwalenu jest przetwarzana w skwalan przez uwodornienie. Wazne jest, aby
sprawdzic, czy rozktad izotopowy nie jest pod wptywem tej reakcji. Mieszanki skwalanu ze



wspotczynnikami jak poprzednio zostaty przygotowane i zostaty ustalone ich. 8 13C
Dla kazdej prébki dubeltowe izotopowe okreslenie zostato przeprowadzone.

W oparciu o sktad izotopowy delta 13C/12C mierzony na prébkach czystego skwalanu
(pochodzace z oliwa i od rekina), teoretyczng wartos¢ dla kazdej przygotowanej probki
obliczono w zaleznosci od stezenia w kazdej mieszance. Wyniki podane sg w tabeli 3.
Wyniki analiz izotopowych przygotowanych probek scisle odpowiadajg obliczonej
wartosci.

W ten sposob byto mozliwe ustalenie wykresu wigzgcego zawartosci skwalen z oliwy w
przygotowanych prébkach z ustalonymi warto$ciami delta 13C/12C (rys. 1).
Niepewnos¢ 0,30 %o przy ustalaniu wartosci delta 13C/12C pozwala na ustalenie
zawartosci skwalanu z oliwy w granicach + / - 4%.

%O0Oliwy %Rekina wartosci 8 13C %o | wartosci & 13C %o
skwalenu skwalanu
100 0

-28.04 -28.28
95 5 -27.57 -27.53
90 10 -27.05 -27.44
80 20 -26.25 -26.40
70 30 -25.40 -25.58
60 40 -24.39 -24.73
50 50 -23.58 -23.86
40 60 -22.84 -22.97
30 70 -21.92 -22.11
20 80 -20.93 -21.21
10 90 -20.16 -20.29
) 95 -19.85 -19.86
0 100 -19.29 -19.43

Tabela 3 wartosci teoretyczne

Whioski

Wiedza na temat pochodzenia roslinnego i zwierzecego skwalenu jest wazna nie tylko dla
ochrony srodowiska, ale rowniez w zakresie jej stosowania w produktach naturalnych dla
zwigzanych zastosowan kosmetycznych i zdrowotnych. Oznaczanie stosunkow
izotopowych 13C/12C stanowi bardzo powazna technike weryfikacji pochodzenia
skwalenu i skwalanu. Wyrazna réznica w wartosci izotopowej pomiedzy

pochodzeniem roslinnym (oliwa) i zwierzecym (rekin), zwigzane z doktadnoscig

techniki, pozwalajg na precyzyjne okreslenie zawartosci kazdego pochodzenia

partii pochodzacych z mieszania.

Podziekowania Autorzy pragng podziekowaé Barnet Products Corp, Nikko Chemicals Co,
CRM International, Laboratoire Monique Remy i Flavex Naturextrakte za dostarczenie
oryginalnych sktadnikow.
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