
методология  1/2011(1)

 44 www.technоsphera.ru  www.technоsphera.ru  45Ru

Методология анализа
стабильных изотопов легких 
элеМентов
Сегодня в России для выявления фальсифика-
ции пищевой продукции и сырья используют 
в основном методы хроматографии или классиче-
ской органической хромато-масс-спектрометрии. 
Однако они обладают существенным недостат-
ком. Принцип идентификации этих методов 
основан на определении наличия или отсут-
ствия в анализируемых образцах характерных 
компонентов-маркеров. Но многие маркеры легко 
доступны, их можно добавить в фальсифицируе-
мый продукт или искусственно удалить из него. 
Кроме того, сырьевые источники компонентов в 
фальсификате могут отличаться от основного про-
дукта, что проблематично определить с помощью 
хроматографических методов. 

За рубежом для выявления фальсификатов 
пищевых продуктов применяют методы анализа 
стабильных изотопов легких элементов водорода 
(2H/1Н), углерода (13C/12С), кислорода (18O/16О), азота 
(15N/14N) и серы (34S/32S). Он эффективен как для опре-
деления географического источника сырья, так и 
для выяснения его происхождения (натуральное 

или полученное в результате химического, биотех-
нологического или биохимического синтеза).

Распределение стабильных изотопов легких эле-
ментов в различных биологических и абиотических 
системах существенно различается. Особенности 
распределения связаны с процессами фракциони-
рования, т.е. с изменением соотношения изото-
пов в ходе многих биологических и геохимических 
процессов. Способность к термодинамически упо-
рядоченному распределению изотопов в сложных 
органических соединениях  – специфическое свой-
ство живых систем, поэтому изотопное отношение – 
хороший критерий для распознавания биогенных 
и абиогенных соединений [1]. 

Для исследований пищевых продуктов наиболее 
важно фракционирование изотопов углерода при 
фотосинтезе, а также фракционирование изотопов 
углерода и азота при биохимической (микробной) 
трансформации органического вещества. Напри-
мер, накопление азота 15N в  трофических цепях, 
накопление кислорода 18О в  живых системах отно-
сительно источника потребляемой воды.

Подавляющая часть известных эксперименталь-
ных данных относится к углероду 13С, что оправдано 
ролью, которую играет этот элемент в химии био-
логических соединений. По сравнению с углеродом 
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неорганических соединений (СО2, НСО3-) углерод 
организмов обогащен легким изотопом 12С. Изотоп-
ный состав углерода обычно характеризуется вели-
чиной δ13С, которая рассчитывается по формуле:

δ13С = 1000(R1 – R2)/ R2, (‰ – промилле), 

где R1 – отношение 13С/12С в исследуемом образце, R2 – 
отношение 13С/12С в стандартном образце. Величина 
и знак δ13С – относительные и зависят от выбранного 
стандарта (для него δ13С = 0). Так, знак "-" указывает 
на то, что исследуемый образец обеднен 13С по срав-
нению со стандартным образцом. Все публикуемые 
значения δ13С обычно приведены к международ-
ному стандартному образцу Pee Dee Belemnite (PDB), 
представляющему собой ископаемый ракушечник 
Belemnitella americana мелового периода, залежи 
которого находятся в Южной Каролине (США). 

Биологическое фракционирование изотопов – 
процесс, в значительной степени локализованный 
на стадии начальной ассимиляции СО2 автотро-
фами и обусловленный кинетическим изотопным 
эффектом [1]. Дальнейшее изотопное распределение 
может проходить уже на уровне организма в таких 
биохимических процессах, как дыхание, биосин-
тез аминокислот, окисление липидов и т.д. В этих 
процессах рассматривается и "термодинамическая" 
составляющая изотопного эффекта. 

Для фотосинтезирующих растений различают 
два основных пути ассимиляции атмосферного СО2 

– циклы Кальвина и Хетч-Слека. В природе наиболее 
распространены растения, в которых усвоение СО2 
происходит по циклу Кальвина (растения С3-типа). 
При этом в качестве первичного продукта образу-
ется трехуглеродная фосфороглицериновая кислота. 

В цикле Хетч-Слека первичными продуктами 
оказываются четырехуглеродные соединения: 

малат и аспартат. Этот цикл присущ растениям 
С4-типа. К ним относится, например, ряд культур-
ных растений преимущественно тропического и 
субтропического происхождения – кукуруза, просо, 
сорго, сахарный тростник. Как правило, это высо-
копродуктивные растения, устойчиво осущест-
вляющие фотосинтез при значительных повыше-
ниях температуры, а также в засушливых условиях. 
В растениях С4–типа более полно и экономично 
используются атмосферный СО2 и вода, более высо-
кая продуктивность фотосинтеза, а их физиологи-
ческие особенности рассматриваются как результат 
возникшей в ходе эволюции адаптации к условиям 
внешней среды. 

Диапазоны колебаний изотопного состава расте-
ний типов С3 и С4 существенно различны и даже не 
перекрываются. В С3-растениях δ13С варьируется от 

-22 до -32‰ (для растений российских территорий  – 
от -25,5 до -31,2 ‰). Углерод С4-растений значительно 
тяжелее, поэтому в них δ13С лежит в интервале от -10 
до -18‰ (по некоторым данным – от -6 до -19‰) [2, 3]. 
Пониженным по сравнению с 13С содержанием 12С 
отличаются и почвы плантаций С4-растений. 

Исследован и третий тип фотосинтеза, характер-
ный для растений семейства толстянковых (САМ-
метаболизм – Crassulacean Acid Metabolism). Фото-
синтез по типу толстянковых растений сочетает 
в себе черты С3- и С4-типа. Изменение содержания 
изотопа 13С у САМ-растений зависит от обеспечен-
ности водой (низкая динамика выделения в засуху, 
повышенная – во влажных условиях).

Изменения изотопного состава азота δ15N при 
деструкции растительных остатков выражены 
намного сильнее, чем изменения δ13C (табл.1). При 
ассимиляции азота почвенные микроорганизмы 
в значительной степени фракционируют изотопы. 
Биохимические реакции азотного цикла, такие как 
нитрификация и аммонификация, могут сопрово-
ждаться сильным – в десятки промилле – измене-
нием δ15N. Также тяжелый азот накапливается в 
пищевых цепях, поскольку доля тяжелого изотопа 
снижается в выводимых из организма продуктах 
азотного обмена при их формировании.

исследование продуктов 
питания МетодоМ определения 
изотопного состава
Сахар был одним из первых продуктов, для 
исследования которых использовалась методо-
логия изотопных отношений углерода. В ходе 
экспериментальных исследований установили, 
что тростниковый и свекловичный сахар имеет 

Таблица 1. Изотопный состав азота в различных 
объектах. В качестве стандарта использован воздух

Образец δ15Nвоздух, ‰

Атмосферный азот N2 0
C3 – растения (деревья) -8–4

Океанический планктон -3–18

NH4 4–20

Неорганические
синтетические удобрения 

-4–4

Органические удобрения 6–30
Коровье молоко 1–3
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разные изотопные отношения, соответствующие 
значениям показателя δ13С для С3- и С4-растений. 
Методология стабильных изотопов углерода при-
менялась также для проверки и подтверждения 
подлинности кленового сиропа. Величина δ13С под-
линного кленового сиропа лежит в интервале от 

-22,4 до -24,8 ‰, в то время как ее значения для трост-
никового сахара и сиропов, полученных из зерно-
вого сырья (кукурузы), намного выше. 

Методология гарантирует выявление фальси-
фикатов меда, связанных даже с незначительным 
добавлением сахара или сахаросодержащих сиро-
пов (мальтозы, глюкозы, фруктозы) различного про-
исхождения (табл.2). В натуральном меде белковая 
и углеводная составляющие образуются одновре-
менно и из одного источника. Поэтому изотопное 
распределение углерода в них должно быть одина-
ковым. Отличие изотопного состава более чем на 
1‰ свидетельствует о фальсификации меда сахаром 
или сиропом. В ходе исследований также были выяв-
лены различия между сотовым медом (δ13С = -26,93‰) 
и пчелиным воском тех же сот (δ13С = -28,74‰), кото-

рые, вероятно, связаны с фракционированием угле-
рода на стадиях пчелиного метаболизма [4].

Важная проблема сегодняшнего дня – фальсифи-
кация алкоголя, связанная с применением спиртов 
не зернового происхождения. В табл.3 представ-
лены результаты анализа спиртов, полученных из 
различного сырья. Одно из наглядных применений 
данного метода – анализ изотопного состава угле-
рода углекислоты игристых и шампанских вин. Он 
позволяет установить, была ли соблюдена техноло-
гия производства и проходило ли исследуемое вино 
стадию вторичного брожения. Также можно опре-
делить, какой сахар использовался при вторичном 
брожении  – свекловичный, тро с  тниковый, сахаро-
содержащие продукты или виноградное сусло. 

Высокоэффективна методо логия и при исследо-
вании со ков и соковой продукции. Фаль сификацию 
соков прямого отжима путем добавления экзогенной 
воды можно определить, изучая изотопный состав 
кислорода и водорода их водной части. А добавления 
чужеродных сахаров и кислот выявляются при иссле-
довании изотопов углерода компонентов соков [5, 6].

Изучение стабильных изото-
пов углерода показало высокую 
эффективность в исследовании 
эфирных масел, ароматобразу-
ющих веществ, ароматизаторов 
и ароматических экстрактов. 
Особенно велико прикладное 
значение методологии для тех 
групп пищевых продуктов, 
в  которых применение арома-
тизаторов запрещено норма-
тивными и законодательными 
документами (например, 
в  со ках и нектарах). В ряде 
экспериментальных иссле-
дований показано, что нату-
ральный этилбутират  – один 
из компонентов природного 
аромата из подлинного апель-
синового сока – отличается по 
своему изотопному составу 
от  этилбутирата, полученного 
биотехнологическим способом 
или в результате химического 
синтеза. Изотопные различия 
выявлены также между био-
технологическим и синтетиче-
ским этилбутиратом.

Особое развитие метод опре-
деления стабильных изотопов 

Таблица 2. Данные изотопного состава углерода натуральных медов, 
различных регионов Сибири и Алтая. Результаты получены на изотопном 
масс-спектрометре Delta V с элементным анализатором Flash HT компании 
Thermo Fisher Scientific. Стандарт – Vienna Pee Dee Belemnite (VPDB)

Место отбора меда δ13СVPDB, ‰

Алтайский 
край

Тогульский район,
предгорье Салаира (образец 1)

-25,75

Тогульский район,
предгорье Салаира (образец 2)

-27,79

Бийский район, предгорье -27,52

Солтонский район, 
начало Прителецкой тайги -27,43

Солтонский район, предгорье -26,83
Алексеевский район, тайга -27,10
с. Новичиха, четыре образца (диапазон) -26,00…-27,34

Из разных районов, пять образцов 
(диапазон) -26,33…-28.02

Республика 
Алтай Усть-Кумир, высокогорная тайга -25,57

Ново-
сибирская 
область

Колыванский район, тайга -27,01
Болотнинский район - 27,64
Тогучинский район, донник -26,95
Чулымский район -26,43

Читинская 
область горная тайга -26,22
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углерода ароматобразующих веществ получил 
с  внедрением современных систем и интерфейсов, 
позволяющих проводить предварительное разде-
ление сложных смесей ароматобразующих соеди-
нений с использованием газовой хроматографии, 
пиролиза, отделения образовавшегося диоксида 
углерода от других газов и последующее измере-
ние распределения изотопов на изотопном масс-
спектрометре (GC-IRMS-масс-спектрометрия, см. 
рисунок). Данный метод высокоэффективен для 
выявления фальсификаций эфирных масел путем 
добавления ароматических изолятов различного 
происхождения. 

Так, в табл.4 представлен изотопный состав 
компонентов эфирного масла розы из различных 
регионов Болгарии. Компоненты получены путем 
паровой дистилляции, причем они оказались 
удовлетворительными по результатам газовой хро-
матографии. Когда эфирное масло подвергалось 
фальсификации путем добавления ароматических 
изолятов (например, гераниола, выделенного из 
более дешевого сырья – герани), данные изотоп-
ного состава отдельных компонентов существенно 
различались. К аналогичным эффектам приводит 

разнородность использованного сырья из различ-
ных регионов и купажирование конечных продук-
тов. Например, образец № 4 фальсифицирован не 
только добавлением гераниола иного происхожде-
ния, но и добавлением синтетических парафинов. 

Примечательно, что парафины в розовом масле 
имеют более легкий по сравнению с низкокипя-
щими компонентами изотопный состав углерода, 
что, возможно, связано с физиологией растения 
и  его метаболизмом. Этот эффект требует допол-

Таблица 3. Различия в изотопном составе углерода 
этанола, полученного в результате брожения и синтеза

Образец δ13СVPDB, ‰

Синтетический этанол -33,8
Этанол из кукурузы -13,2
Этанол из зерна (пшеница) -23,9
Этанол из сахарного тростника -10,8
Этанол, полученный путем гидролиза -20,7
Органические удобрения 6–30
Коровье молоко 1–3

Типичная IRMS-хроматограмма эфирного масла Rosa Damascena. Хроматографические пики представляют 
собой диоксид углерода (СО2), полученный в результате  внутрипоточного сжигания (окисления-восстановления) 
на интерфейсе GC Isolink каждого из компонентов смеси после элюирования из хроматографической колонки
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нительных исследований изотопного состава 
углерода отдельных фракций эфирного масла, 
выделенного из растений.

Таким образом, широкое использование мето-
дологии стабильных изотопов легких элементов 
на протяжении последних 30 лет наглядно демон-
стрирует ее высокую эффективность, селективность 
и достоверность результатов. Она применима как в 
области научных исследований, так и для оценки 
и контроля качества пищевых продуктов. Особое 
значение метод приобретает для выявления фаль-
сификаций продуктов, их идентификации и опре-
деления географического происхождения. 
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Таблица 4. Результаты исследований эфирного масла Rosa Damascena (Болгария) методом GC-IRMS-масс-
спектрометрии (масс-спектрометр Delta V с интерфейсом для газового хроматографа GC Isolink компании Thermo 
Fisher Scientific)  

Образец
δ13СVPDB, ‰

Цитронеллол гераниол Нонадекан (С19Н40)

Эфирное масло Rosa Damascena, 
Болгария, Мирково -28,5 -27,2 -29,5

Эфирное масло Rosa Damascena, 
Казанлык, Болгария -28,7 -28,0 -30,0

Эфирное масло Rosa Damascena, 
северная Болгария -28,2 -27,0 -29,6

Эфирное масло, Болгария, образец № 4 -27,9 -25,4 -35,7
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