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Ivadas

Vietovés, 18 kurios yra kile maisto produktai, nustatymas yra labai svarbus, stengiantis
apsaugoti produkty gamintojus nuo produkcijos klastojimo bei norint uztikrinti produkty saugos
reikalavimus. Sultys yra maisto produktas, kurio kilm¢ yra labai sunku kontroliuoti, nes jos,
gamybos metu, yra koncentruojamos — sukuriant suléiy koncentratus, 0 po to sultys gali bati

atgamintos v¢l jas atskiedZiant.

Kiekvienos sultys yra skirtingo saldumo, tai yra jose esancio cukraus koncentracija gali buti
skirtinga, nevienoda. D¢l Sios aplinkybés | kai kurias vaisiy sultis gali biiti pridedama papildomo
cukraus, jos yra ,,pasaldinamos®. Tai yra daroma siekiant sultis padaryti saldesnémis, kad jas galima
biity sekmingiau parduoti. Kiekvieng sul¢iy pasaldinimag yra labai sunku identifikuoti d¢l jau minéto

skirtingo natiiralaus sul¢iy saldumo.

Panaudojant branduoliniy tyrimy metodikas galima nustatyti maisto produkty kilme. Siy
metodiky pritaikymas vaisiy sul¢iy autentiSkumo nustatymo srityje atvéré naujas galimybes, kurios

leido jvertinti ar j vaisiy sultis yra pridedama papildomo cukraus bei nustatyti jo kiekius.

Sul¢iy autentiSkumo tyrimas izotopy santykio metodu remiasi tuo, jog yra matuojamos
anglies izotopy santykio vertés nattiraliy sulCiy cukruje ir izotopy santykio vertés sulCiy nuosédose
(pulpoje). Jei sultys yra nesuklastotos §ios vertés turéty beveik nesiskirti. Pazymétina, kad skirtingy
rusiy augalams yra budingas skirtingas anglies izotopy santykis. Norint identifikuoti cukry ty
augaly, kuriy anglies izotopy santykio vertés panasios, naudojamas branduoliy magnetinio metodas.
Apjungiant izotopy santykio masiy spektrometrinius ir branduolinio rezonanso metodus, galima

identifikuoti vaisiy sul¢iy klastojima.



Tikslas

Istirti Lietuvoje auganciy obuoliy ir Lietuvoje pagaminty (parduodamy) obuoliy suléiy,
taip pat rinkoje esan¢iy jvairiy suldiy *C/*C izotopy santykj naudojant stabiliy izotopy masiy
spektrometrijos ir branduoliy magnetinio rezonanso metodus ir iy metody pagalba jvertinti galima

sul¢iy klastojima.

Uzdaviniai

=

Surinkti jvairiy vaisiy suléiy ir Lietuvoje auganciy obuoliy méginius.

N

Isskirti pulpg ir cukry surinktuose meéginiuose, taip pat méginiuose pirktuose parduotuvéje.

3. ISmatuoti pulpos ir cukraus stabiliy anglies izotopy santykio vertes ir jvertinti galima sulciy

Klastojima.

v . . . .. .. " .. .- . . . 1
4. ISmatuoti etanolio, susidariusio fermentacijos metu i§ vaisiy sulCiy, metilo ir metileno c

santyk] ir jvertinti galimg sul€iy klastojima.



1. Literaturos apzvalga

1.1. Izotopuy santykio kaita gamtoje

Kiekviena medziaga esanti gamtoje savo molekulés sudétyje turi ne tik jas sudarancius
cheminius elementus, bet kartu turi ir jy izotopus. Izotopas — tai yra cheminis elementas savo
branduolyje turintis skirtingus neutrony skaicius, pavyzdziui, *H (vandenilis), 2H (Deuteris) ir *H
(Tritis) yra izotopai. Stabiliy izotopy (Stabiltis izotopai tai tokie izotopai, kurie néra radioaktyvis)
kiekiai gamtoje yra pastoviis todél, kad jy santykius globaliai nulémé zemés formavimosi metu
susikaupe santykiai. Gamtoje izotopai néra pasiskirst¢ vienodai. Taip yra dél to, kad gamtoje vyksta
fizikiniai ir cheminiai procesai, kurie priver¢ia sunkesnius elementy izotopus atsiskirti nuo
lengvesniy. Tai biity tokie procesai kaip garavimas, kondensacija, difuzija, disociacija ir didzioji
dalis biologiniy reakcijy. Tai yra pagrindiniai veiksniai, kurie palieka izotoping zyme, kurig yra

galima iSmatuoti ir jvertinti.

Molekuliy, turin¢iy didesn¢ izotoping mase fizikinés savybés (pusiausvyra ar Siluminis
frakcionavimasis) Siek tiek skiriasi nuo lengvesniy izotopy. Cheminé pusiausvyra yra stebima

vykstant cheminéms reakcijoms.

Temperatira yra pagrindinis veiksnys lemiantis deguonies ir vandenilio izotopy
atsiskyrimg. Didéjant temperatirai didéja ir tikimybé vandens molekulei iSgaruoti. Dél to
molekuléms turin¢ioms didesn¢ izotoping mas¢ yra sudétingiau iSgaruoti, nei molekuléms
turin¢ioms mazesng izotoping mase. Taip yra todél, kad sunkesnéms molekuléms reikia suteikti

daugiau energijos norint jas iSgarinti [1].

Kiekviena hidrauliné sistema gamtoje (tai tokia sistema, kurios vienas i§ sudedamyjy
elementy yra vanduo, pavyzdziui, upiy tinklas, ezeras ir kita) turi specifing izotoping sudétj. Todél
augaly ir gyviiny izotopinis praturtinimas vandeniliu ir deguonimi yra siejamas su vietiniais

krituliais.



1 lentelé. Pagrindiniy izotopy Kiekiai aplinkoje [2].

Lengvy stabiliy izotopy Kiekiali Masiy skirtumas d vertés ribos
Elementas Mazos masés (%) Didelés masés (%)  (santykinis) (%o)
Vandenilis "H 99,984 °H 0,016 2,00 700
Anglis 2c 98,89 Bc 111 1,08 110
Azotas YN 99,64 N 0,36 1,07 90
Deguonis *0 99,76 0 0,2 1,15 100
Siera %23 95,02 s 421 1,06 150

Izotopinis praturtinimas yra iSreiSkiamas delta verte ir Zzymimas 9, kaip pateikta (1) lygtyje

imant anglies pavyzdj [3]:

_ (Rmeg
5= (Rstd 1) + 1000 (1),
R (santykis) _ sunkesnio izotopo kiekis (2)’

lengvesnio izotopo kiekis
¢ia Rpe g — matuojamo meginio izotopy santykis, R4 — tarptautinio standarto izotopy santykis.

DaZniausiai praktikoje 6 verté yra padauginama i§ 1000 ir pristatoma promilémis (%o arba
tukstantosiomis dalimis), taip pat gali biiti padauginama i§ 1000000 ir reprezentuojama kaip

milijoning¢ dalis (ppm).

Tarptautinius stabiliy izotopy standartus parenka Tarptautiné atominés energetikos
agenttra (TATENA). Matuojant stabiliy anglies izotopy santykj kaip atskaitos standartas yra imama
Pee-Dee belemnito (PDB) kriauklelé. Sio standarto absoliuting **C/*2C izotopy verté yra 0,0112372
[4]. Laikoma, kad organiniy medziagy, turin&iy didesnj **C/*2C izotopy santykj nei PDB, & verté yra

/12

teigiama, o turin&iy maZesnj “>C/*?C izotopy santykj nei PDB — neigiama.

Kadangi gamtoje egzistuojanciose medziagose izotopy pasiskirstymas yra gana platus ir
kiekvienoje medziagoje izotopinis santykis yra unikalus priklausomai nuo to i§ kurio regiono ta
medziaga yra kilus ir kokia buvo jos istorija. Dél to Sis izotopy masiy spektrometrijos tyrimo

metodas turi platy pritaikymo sri¢iy spektra, pavyzdziui:



e Teisésauga:
o nNustatoma ar tirlami méginiai yra panasios cheminés sudéties kaip kitos zinomos
medziagos, pavyzdziui, narkotinés medziagos, sprogmenys, dazai, rasalas ir t.t.;

o suklastoty medziagy atskyrimui nuo tikry (pvz., vaistai);

o tiriamy reagenty palyginimui su kontrabandinémis medziagomis;

o aplinkos ekspertizé ir stebésena:
= tarSos Saltiniy identifikavimas, tokiy kaip naftos iSsipylimai;
= atmosferos dujy stebésena atskiriant antropogeninius $altinius nuo nattraliy;
= Kklimato tyrimai;
= vandens ciklo tyrimai;

o Mmaisto autentiSkumas ir kilmés nustatymas:
" nustatyti geografiskai autentiskus produktus;
= maisto klastojimo pigesniais ingredientais tyrimai;

laukinés gamtos ekspertizé:

O

= archeologija ir geologijos mokslai;

geochemija ir geologija:

(©]

= nustatyti vandens saltiniy kilme;
= nustatyti uolieny temperatiira ir jy pokycius;

paleoklimatologoja;

o

o paleoekologija.
e Biologijos mokslai:

o Ekologija:
= fotosintezés kelias;
= maisto granding;
= ekohidrologija;
= maistingieji ciklai;

o Zmogaus ir augalo fiziologija;

Zmogaus provenancija,

O

O

Medziagy apykaitos mokslai;
Sporto medicina;

O

Toksikologija:

O

= atskirti endogenines chemines medziagas nuo eksogeniniy [5].



1.2. Izotopy santykio kaita augaluose

12C/C santykis biologiniuose organizmuose beveik be isimties priklauso nuo fotosintezés
metu vykstanciy ,,tamsiyjy“ reakcijy. Tamsiosios reakcijos gali vykti ir Sviesiu, ir tamsiu paros
metu. Jos vadinamos ,,tamsiosiomis* dél to, kad jos naudoja Sviesiyjy reakcijy, kurios vyksta tik
tada, kai yra augalas yra ap$viestas saulés Sviesos, metu sukurtus produktus ir aplinkoje esantj

anglies dioksida, kad galéty pagaminti gliukoze.

Augalai ,,tamsiyjy* reakcijy metu gali naudoti C3 metabolizmg, Kalvino (Calvin) cikla,
kuriose anglies izotopy santykio 5°C vertés kinta nuo -26 iki -28%o. Cs tipo metabolizma naudoja
85% kraujagysliniy augaly . Taip pat gamtoje egzistuoja ir augalai, kurie savo ,,tamsiyjy* reakcijy
metu naudoja C, metabolizma (Hatch—Slack cikla), kuriuose anglies izotopy santykio 8*3C vertés
gali Kisti nuo -12 iki -14%.. C4 metabolizmg daZniausiai naudoja augalai augantys tropiniuose
regionuose. O kai kurie augalai augantys sausuose regionuose ,,tamsiyjy* reakcijy metu naudoja

,»crassulacean acid metabolizm* (CAM) metabolizma, kuris yra labai panaSus j C4 metabolizma, o

Atmosferinis CO;
(Miesto teritorija)

-7.8 iki -12%o A

Atmosferinis CO;
(Kaimo teritorija)
-7.8%o

/ CAM Augalai
-10 iki -28%o
-13%o
s : YRS

augalai jj naudojantys yra vadinamai CAM augalais [6].

1 pav. *C/*C izotopy santykis C3 C4 ir CAM augaluose.



Cs tipo augalai (pvz., kvieciai, ryziai, mieziai, rugiai, sojy pupelés, rieSutai, cukriniai
runkeliai, bulvés, tabakas, ir kiti ilgai Zaliuojantys tropiniy, subtropiniy ir vidutiniy platumy
kraStuose augantys augalai) ima i$ aplinkos CO, molekules ir vykdo ,,tamsigja* reakcijg. Jos metu j
mezofilo Igsteles patekes CO, reaguoja su adenozin trifosfatu (ATP) ir nikotinamido adenin
dinukleotid ofosfatu (NADPH) sudarydami gliceraldehid 3-fosfatg (PGAL) (dél kurio Sis Kalvino
ciklas ir vadinamas Cj; fotosintezés ciklu, nes PGAL turi tris anglies atomus savo molekuléje), kuris
véliau reaguodamas su ribuliozés bifosfatu (RuBP) bei CO, sudaro cukry ir PGAL. Nepanaudotas
PGAL, (reakcijos su (ATP) metu jo susidaro daugiau nei yra reikalinga cukraus gavimo reakcijai)

dar yra panaudojamas RuBP sukiirimui ir ciklas vél viskas kartojasi [6].

3 molekuleés
(IZI-120—® 0 Anglies
c=0 * itvirtinimas
CHOH
(;;HOH COO-
CH,0-® : EHOH Redukeija
3 molekulés rubisco |
RuBP CH,0—®
6 molekulés
3-PGA
6 ATP
Kalvino ciklas 6 ADP
Pradiniy
molekuliy Redukcija
atstatymas
| 5 molekulés G3P |
(I.‘,HO 6 NADPH
GHOH 6 NADP® +6 P
CH,0—P)
- 6 molekulés
| 1 molekulé G3P | G3P

| 1/2 gliukozés molekulés CgH;,0¢) |
2 pav. C3 metabolizmo (Kelcino ciklo) schema.

Cheminés reakcijos metu tiksliai zinoti yra nejmanoma, kuris anglies izotopas i§ CO,
molekulés bus panaudotas cukrui pagaminti, nes tai — tikimybinis procesas. Ta¢iau Zinant, kad **C
anglies dioksido molekuléje yra sunkesnis elementas, nei “C dél to tikimybé, kad jis sudalyvaus

fotosintezéje yra maZesné, nes norint, kad jvykty reakcija su **C reikia daugiau energijos nei su **C



ir augalui yra papras¢iau jj jsisavinti. O kadangi C; augalo Ziotelés dazniausiai biina atidarytos tai

lapo viduje visada biina $viezio *CO,, kurj augalai yra linke labiau jsisavinti.

C,4 tipo augaluose (pvz., kukuriizai, cukranendré, sora, pirStuoté, soragas) fotosintezés
procesas vyksta truputj kitaip nei Cs augaluose. Mezofilo lastelése CO, reaguoja su fosfenol
piruvatu (PEP) ir sudaro oksalo riigstj, kuri véliau tampa malatu (hidroksi dioatu), kuris turi
4 anglies atomus, dél Sios medziagos C4 metabolizmas ir yra vadinamas C4 metabolizmu. Toliau
CO,. Gali atrodyti, kad CO, suvartojimas tam, kad véliau jis vél pasigamintu yra nereikalingas
dalykas, suvartoti CO; ir papildomas medziagas tam, kad biity gautas vél CO,. Taciau augalas
vykdydamas §j procesg apsisaugo nuo to, kad nevykdyty kvépavimo reakcijos su deguonimi, kuri
yra augalui energetiSkai nenaudinga, nes jos metu yra suvartojama daugiau medziagy nei yra
pagaminama. Tada mezofilo lgstelé¢je naujai gautas CO,, keliauja j apvalkaling lastele (bundle —
sheath cell), kuri yra gilesniame augalo audinio sluoksnyje. Tada apvalkalin¢je lasteléje CO, yra

panaudojamas Kalvino cikle taip kaip ir Cs augaluose [7].

Mezofilo
lastelé

Apvalkaliné
Lastelé

RuBisCO W

3 pav. C4 metabolizmo schema.
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Taip pat yra ir CAM (crassulacean acid metabolism) (pavyzdziui, kaktusai) tipo augalai,
kurie ,tamsigsias* reakcijas vykdo taip pat kaip ir Cy4 tipo augalai. Sie augalai turi galimybe kaupti
malatg naktj, kai néra saulés Sviesos ir néra labai karSta bei panaudoti jj diena. CAM augalai tai
daro kontroliuodami savo Zioteles (jas atidarydami arba uzdarydami) pro kurias patenka CO; ir O,
dujos [8].

C4ir CAM augalai gali gaminti cukry ir su uzdarytomis ziotelémis, nes taip jie apsisaugo
nuo vandens iSgaravimo, nes $iy tipy augalai dazniausiai auga sausuose ir karStuose regionuose,
tokiuose kaip tropiniai ir subtropiniai klimato zonos. Kai ziotelés buina uzdarytos tada tampa ribotas
CO, kiekis paciame augale ir dél to augalas suvartoja ir CO, Su B¢, nes tiesiog nebebiina daugiau

12C su kuriuo fotosintezés reakcijos tikimybé yra didesné.

1.3. Vaisiy sulciy izotopu santykis cukruje ir pulpoje

Nepriklausomai nuo to kokio tipo metabolizma augalai naudoja, vis tiek anglies izotopy
santykis *C/*?C turi islikti vienodas to augalo cukruje ir jo kitoje organinéje medZiagoje. Tai
reiSkia, kad paémus vaisiy sultis ir pamatavus jy Bei2e 1zotopy santykj sul¢iy cukruje ir pulpoje,
Jis turi biiti beveik vienodas. Jeigu izotopy santykis sul¢iy cukruje yra didesnis nei pulpoje, tai i$ ¢ia

galima daryti i§vada, kad j sultis buvo pridéta cukraus i§ cukranendriy arba kito augalo.

M. Antolovich su savo kolegomis publikacijoje, paskelbtoje 2001 m. apras¢, kaip matavo
anglies izotopy santykj Australijos apelsiny sultyse [9]. Matavimams atlikti buvo parinktos dviejy
apelsiny rusiy Navel ir Valencia sultys. Navel apelsiny sul¢iy buvo matuoti 8 bandiniai, o Valencia
— 35 bandiniai. Publikacijoje yra nurodyta, kad Valencia apelsiny sultyse §C vertés svyruoja nuo -
23,8 iki -24,7%o, 0 Navel apelsiny sultyse — nuo -24,1 iki -24,5%o. I$ $iy rezultaty buvo padaryta
i$vada, kad apelsiny sultyse galima tikétis 8°C veréiy nuo -23,8 iki -24,5%. Taip pat buvo
nustatyta, kad papildomo C4 augaly cukraus buvo pridéta j du méginius, kuriuos izotopy *C/**C

santykis buvo gerokai mazesnis nei kity [9].

D. A. Magdas ir jos kolegos publikacijoje [10] 2013 m. tyré jvairiy Rumunijos suléiy
klastojima. Ji su savo komanda émé 12 méginiy i$ jvairiy, komercijoje parduodamy, vaisiu sulciy.
Publikacijoje yra pateikiamos tokios iSmatuotos vaisiy sul¢iy pulpoje: obuoliy — -25,6%o, abrikosy —
-25,2%o, kriausiy — -26,7%o, pomidory — -28,3%o, apelsiny — -26,1%0. O 8*3C vertés suléiy cukruje
yra tokios: abrikosy — -24,9%o, apelsiny — -26,1%o, kituose méginiuose buvo nustatyta, jog jos buvo
suklastotos [10].
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R. Figueira ir jo kolegy publikacijoje [11] paskelbtoje 2011 m. buvo tiriama anglies
izotopy *C/**C santykiy kaita, Brazilijos obuoliy sultyse, ju cukruje ir pulpoje, kai yra kintanti C,
cukraus koncentracija sultyse. Buvo matuota kai C4 cukraus koncentracija sieké 0%, 2,5%, 5%,
7,5%, 10%, 12,5%, 15%, 17,5% 20% visos sul¢iy masés. Buvo gauta rezultatai, kad izotopinis
santykis *C/**C pulpoje beveik nekinta, kurio verte vidutiniskai sické -27,38%o. O cukruje §i verté
augo nuo -27.53%o iki -17,72%o. Sio tyrimo rezultatai parodo, kad matuojant anglies izotopy santykj
vaisiy suléiy cukruje ir pulpoje galima identifikuoti klastojimo atvejus bei jvertinti, kokie yra

pridétinio cukraus kiekiai suklastotose sultyse.

1.4. Specifinés grupés natiiralaus gamtinio pasiskirstymo branduoliy

magnetinis rezonansas

Naturalus Izotopinis atsiskyrimas yra pagrindinis dalykas, kuriuo remiasi Specifinés
grupés natliralaus gamtinio pasiskirstymo branduoliy magnetinis rezonansas (ang. Site—specific
natural izotope fractionation nuclear magnetic resonance — SNIF-NMR). Paprastai tiriant maisto
klastojimo atvejus gali bati naudojami du tyrimo metodai. 2H- SNIF — NMR metodikoje pagrindinis
tyrimo parametras yra vandenilio izotopy (*H ir *H) santykis. Kitas tyrimo metodas yra **C — SNIF
— NMR, kurio pagalba galima nustatyti konkreciai vietovei budingus duomenis. Ir tai galima

padaryti be papildomo cheminio ardymo [16].

SNIF — NMR metodas yra unikalus tuo, kad tai pirmasis metodas galintis tiksliai
nustatyti skirtumg tarp C4 metabolizmg turinCiy augaly ir CAM (ang. carassulacean acid

metabolizm) metabolizmg vykdanciy augaly, tokiy, kaip ananasai.

Sis maisto klastojimo tyrimo metodas remiasi tuo, kad yra matuojama etanolio
molekulé¢ (C2HsOH) su branduoliy magnetinio rezonanso (BMR) prietaisu. Siuo prietaisu yra
matuojami anglies tik *C izotopo etanolio molekulés BMR spektro intensyvumai CH, ir CHs
frakcijose, nes **C branduoliy BMR negali uzfiksuoti dél to, kad **C branduolys turi sukininio
judesio kiekio momento (sukinio) kvantinj skaic¢iy ms lygy nuliui. Pagal BMR spektro smailiy
intensyvumus galima nustatyti koks yra *C anglies santykis CH, ir CH; frakcijose, vienas kito
atzvilgiu. Tada palyginus su standartu arba kitais tyrimo metodais, iSmatavus ir jvertinus koks yra
bendras anglies izotopy Be/t2e santykis (813C) meéginyje, (pavyzdziui, izotopy santykio masiy
spektrometrija) galima nesunkiai apskaiiuoti, kokios yra delta §**C vertés CH, bei CH; frakcijose.

Tai galima padaryti pritaikius paprastg vidurkio formule:
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(3)

4 pav. Ivairiy vaisiy, fermentuoto etanolio frakcijy, dvimatis 8*C santykio

pasiskirstymas.

I$ (4 pav.) matoma, kaip C3, C4 ir CAM metabolizmg vykdant¢iy augaly . Taip pat gali

biti matomas ir skirtingy vaisiy, vykdanciy tos pacios riiSies metabolizmg atsiskyrimas. Tai ir yra

pagrindinis **C SNIF - NMR tyrimo metodo privalumas, leidZiantis tiksliai nustatyti maisto

klastojimo atvejus.

1.5. Fermentacija

Angliavandeniy fermentavimasis atrodo

labai

nesudétingas

dalykas,

molekulei (CsH1206) teriaikia pritaikyti tam tikras salygas ir yra gaunama tokia cheminé reakcija:

CeH1205 —2 Co,H50H + 2C0O,

(4)

gliukozés
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Taciau tai yra sudétingesnis procesas nei atrodo 1§ pirmo Zzvilgsnio. Pirmiausia
sacharozé¢ (CioH22011) yra suskaidoma | fruktozg (CgH120g) ir gliukoze naudojant
invertazés fermenta, kuris nutraukia glikoziding jungtj. Toliau Gliukozés molekulé ilgos cheminés
reakcijos grandinés metu yra suskaldoma j dvi piruvato molekules, $is cheminiy reakcijy rinkinys

yra vadinamas glikolize ir sutrumpinta jos versija atrodo taip [18]:
CeH1206 + 2ADP + 2Pi + 2NAD" — 2 CH3COCOO™ + 2ATP + 2NADH + 2H,0 + 2H" (5)

Cia, CH3sCOCOO yra piruvatas, Pi yra neorganinis fosfatas. NAD" ir NADH
(Nikotinamido adenino dinukleotidas), jie yra kofermentai, kurie aktyvina arba slopina fermentus,
tai daro prisijungdami arba atiduodami vandenilio jong. ADP (adenozin difosfatas) tai nukleotidas,
kuris dalyvauja daugyb¢je signalizavimo ir reguliavimo procesy lastelése, paprastai atlicka
slopinimo funkcijg. ATP (adenozin trifosfatas) taiuniversalus visy lasteliy energijos Saltinis.
Galiausiai piruvatas (CH3COCOQ ) yra paver¢iamas j etanolj ir CO, dujas per dvi pakopas atstatant

oksiduota NAD+ kofermenta, kuris reikalingas glikolizés reakcijai:

1. CHyCOCOO + H* — CH3CHO + CO, (6)

2. CH3CHO + NADH+H" — C,HsOH + NAD" (7)

Kaip matoma i§ reakcijy lygties glikolizé lemia, molekuliy NAD" redukcija j NADH.
Taip pat ADP molekulés yra paverc¢iamos j ATP.

Fermentacijos procesui deguonis yra nereikalingas. Jeigu fermentuojant alkoholi yra
gaunama deguonies, tai kai kurios mieliy rGsys suoksiduoja piruvata visiskai, tai yra suoksiduoja iki
H,0 ir CO,. Sis procesas dar yra vadinamas kvépavimu. Taigi §ios mieliy ri$iy gali pagaminti

etanolj tik anaerobinémis sglygomis.

Idomu yra tai, kad fermentuojantis cukrui anglies atomai esantys etanolyje visada yra i
ty paciy padéciy, kur jie yra gliukozés molekuléje. PavyzdZziui, Spav. numeriais pazymeti 1, 2 ir 5, 6
anglies branduoliai visada sudaro etanolio molekules, o 3 ir 4 numeriais pazyméti anglies

branduoliai visada pereina j anglies dioksido molekules, kurios palieka méginj.
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5 pav. Supaprastinta gliukozés metabolizmo schema, parodanti kokie anglies atomai 1§

gliukozes buvo naudojami susidaryti etanoliui, alkoholio fermentacijos metu.

Kadangi gliukozés frermentacijos proceso (glikolizés) metu 1§ gliukolizés molekulés
CO; pavidalu pasisalina anglies branduoliai esantys fiksuotose pozicijose, tai reiskia, kad

statistiskai “*C/*C izotopy santykis etanolyje yra toks pats kaip ir gliukozés molekuléje [17].

1.6. Distiliacija

Distiliavimas tai toks procesas, kai yra atskiriami tam tikri, norimi komponentai,
naudojant virimo ir kondensacijos procesus. Distiliacijos biidu galima pasiekti labai aukStas
norimos medziagos koncentracijas. Galima gauti absoliuc¢iai gryng, arba labai artimg visiSko
grynumo medziagg. Taip pat distiliacija gali biiti naudojama norint padidinti norimos medZziagos

koncentracijg tirpale.

Distiliacijos prietaisy jvairove yra labai plati, jie gali biiti labai sudétingi, susidedantys
1§ daugybés pakopy, tokie, pagrinde, bina naudojami pramoniniais tikslais. Taip pas Sie prietaisai

gali biiti labai paprasti, primityviis, naudojami smulkiose laboratorijose.

Distiliatorius susideda i$ keliy pagrindiniy komponenty, kurie yra atvaizduoti 6 pav.
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6 pav. Principiné distiliatoiaus schema.

6 paveikslélyje nr. 1 — yra paZymétas kaitinimo elementas, jis yra skirtas tam, kad biity
galima uzvirti tirpalg i$ kuriuo norime iSskirti medziagg (Zr. 6 pav. nr.3). Nr 2 yra smélio, aliejaus ar
kaitinimo vamzdeliai vonele, ji yra reikalinga tam, kad tirpalas, i§ kuriuo bus iSskirin¢jama
distiliuojama medZiaga, buty kaitinamas tolygiai, tam, kad nepradéty skilinéti kolba. 4 — yra
deflegmatorius, jis yra skirtas tam, kad buty pagerintas distiliavimo efektyvumas, tai yra, kad
reikiama frakcijos pradéty kondensuotis véliau. Nr 5 yra termometras, juo yra sekama gary
temperatiira. Temperattra turi biiti tokia, kokia yra distiliuojamojo tirpalo virimo temperatiira. 6 —
kondensatorius, jo paskirtis yra ta, kad ant vidinio vamzdelio vidiniy sieneliy susikondensuoty
distiliuojama medziaga ir sutekéty i inda. Kondensatoriaus iSoriniame vamzdelyje yra paleistas
cirkuliuoti vanduo, kuris nusinesa Siluma, kurig atiduoda besikondensuojantys garai. 7 — indas, i

kurj patenka idistiliuotas tirpalas. Sis indas gali biiti patalpintas j auginimo vonele [19].
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1.7. Branduoliy magnetinis rezonansas

Branduoliy magnetinis rezonansas tai yra toks reiskinys, kai atomo branduolys sugeria
arba atlaisvina tam tikros energijos elektromagnetines bangas. Siy bangy energijos dydis priklauso

nuo to kokio dydzio yra iSorinis magnetinis laukas ir nuo branduolio magnetiniy savybiy [20].

Dalelés (elektronai, protonai ir neutronai) gali biiti jsivaizduojami kaip besisukancios,
turin¢ios savo sukinj (sukininj judesio kiekio momenta) dalelés. Daugumoje atomu ( tokiy kaip *2C)
tokie sukiniai yra suprieSinti vieni su kitais ir tokiu atveju atomas neturi absoliutaus sukinio. Taciau
egzistuoja ir atomai, kurie turi absoliuty sukinj tokie kaip *H ar *C. Sukinys yra nustatomas pagal

tokias taisykles:

1. Jei branduolys turi vienoda protony ir neutrony skai€iy, tada jis neturi sukinio.

2. Jei neutrony ir protony skai¢iy suma yra nelyginis skaiCius tada branduolys turi
pusinj sukinj (pvz. 1/2, 3/2, 5/3)

3. Jei branduolys turi nelyginius neutrony ir protony skaicius tada jis turi sveika sukinj

(pvz 1, 2,3)

I§ kvantinés mechanikos zinoma, kad branduolys turintis sukinj, I, turi 21+1 energijos
lygmeny. Tai reiskia, kad branduolys su sukiniu 1/2 turés dvi galimas energijos biisenas. Be iSorinio
magnetinio lauko sukiniy energijos biisenos sutampa, bet jjungus iSorinj magnetin] lauka Sios
blisenos pradeda dalintis ir pasidalina ] atskirus energijos lygmenis. Ir kiekvienas lygmuo

nusakomas magnetiniu kvantiniu skai¢iumi m.

Su magnetiniu
# Bemagnetinio laulm 1
lauke S m= - =
p 2
2 .
-gl I:I | —.:f
Al 1
= + E

7 pav. 1/2 sukinj turin¢io branduolio energijos biisenos.

Megnetiniame lauke esan¢iy nukleony pasiskirstymg lygmenyse nulemia Bolcmano
pasiskirstymas. Tai reiSkia, kad nukleony esanciy aukStesniame energijos busenoje bus truputj

maziau negu zemesné¢je energijos biisenoje. Nukleonus galima perkelti | aukStesnj energijos
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lygmenj (suzadintj) suteikiant papildoma elektromagnetinés spinduliuotés kiekj. Sios spinduliuotés

energija turi buti lygi skirtumui tarp energijos lygmeny.

Kadangi atomo branduolys turi teigiamg kriivj ir jis gali suktis tada besisukantis
kravininkas kuria magnetinj lauka. Tai reiskia, kad savyje turi ir magnetinj momenta, p, kuris yra

proporcingas sukiniui

210

po= - (8)

2T

y yra giromagnetinis santykis, jis yra konstanta, kuri kiekvienam branduoliui yra

skirtinga. h yra Planko konstanta. Kiekvienos energijos biisena yra apraSoma taip:

E=-2mp (9)

B — yra magnetiné indukcija. Tokiu atveju skirtumas tarp dviejy energijos lygmeny biity

toks:

YhB
2T

AE = (10)

Tai reiskia, kad didinant magnetinj lauka didéja ir energijos skirtumas tarp lygmeny,
taip pat verta pazyméti, kad, jei turime branduolj su didesniu giromagnetininu santykiu, tai tarpas

tarp energijos lygmeny bus didesnis.

[sivaizduokime branduolj turinti 1/2 sukinj magnetiniame lauke. Sis branduolys yra
Zemesnes energijos bisenoje, jeigu branduolio magnetinis momentas nesiprieSina iSoriniam
magnetiniam laukui ir branduolys sukasi aplink savo sukimosi a$j. Jeigu magnetinio lauko kryptis
nesutampa su branduolio branduolio sukimosi asimi, tada branduolys pradeda precesuoti aplink
iSorinj magnetinj laukg. Daznis, kuriuo precesuoja beanduolys yra lygus dazniui energijos, kuri yra
reikalinga pereiti | energijos lygmen; ir Sis daznis yra vadinamas Larmoro dazniu. Precesuojancio

branduolio potencine energija yra lygi:
E = —uBcos b, (11)
¢ia 0 yra kampas tarp iSorinio magnetinio kauko krypties ir branduolio sukimosi asies.

Jeigu branduolys sugeria fotong, tada kampas 0 pasikeicia. Pavyzdziui, branduolys su
1/2 sukiniu sugéres fotong apsivers (taps suzadintas), tai yra jo magnetinis dipolinio momento

vektorius pakeis kryptj ir prieSinsis iSoriniam magnetiniam laukui.
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Suteikti sukiniams papildomos energijos ir perkelti juos j auksStesnigja energijos biiseng
galima tik tol kol sukiniy ansamblis jsisotins, tai reiSkia tol kol sukiniy aukstos ir Zemos energijos
lygmenyse bus po vienoda sukiniy skai¢iy. Véliau po tam tikro laiko tarpo suzadinti sukiniai, gris |

Zemesnés energijos biiseng, iSmesdami energijos kvantg [21].

1.8. Cheminis poslinkis

Magnetinis laukas aplink branduolj néra lygus iSoriniam magnetiniam laukui.
Elektronai supantys brandulj kuria savo magnetini lauka taip apsaugodami branduolj nuo iSorinio
magnetinio lauko. Todél branduolj veikia vietinis magnetinis laukas, kurio indukcija By aprasoma

taip:
B, = By(1 —0), (12)

¢ia By — iSoririnio mognetinio lauko indukcija, o o — branduoliy ekranavimo konstanta.
Jos Zenklas priklauso nuo elektrony kuriamo magnetinio lauko krypties. Ekranavimas gali buti
dviejy rusiy diamagnetinis arba paramagnetinis. Diamagnetizmg paprastai nuliamia s orbital¢je
esantys elektronai, dél to BMR spektre galima tikétis teigiamo cheminio poslinkio, Siuo atveju
elektronai ekranuoja magnetinj lauka. O paramagnetizmg lemia p orbital¢je esantys elektronai, o tai
reiSkia, kad galima tikétis neigiamo cheminio poslinkio spektre, tokiu atveju elektronai de-

ekranuoja magnetinj lauka.

Norint uzregistruoti cheminj poslinkj reikia molekuléje turéti elektroneigiamesnj
elementg (pvz, halogeng), jis prie savegs pritraukia elektronus. Kuo atstumas tarp elektrono ir
elektroneigiamo atomo yra mazesnis, to elektronai labiau yra pritraukiami prie elektroneigiamiausio
atomo. Kai elektronai yra pritraukiami prie elektroneigiamo atomo, tada jie nebeekranuoja
branduolio, nuo, kurio jie buvo nutraukti, ir dél to branduoliui reikia mazesnio iSorinio magnetinio

lauko, norint perkelti branduoliy sukinius j aukstesnés energijos biisena.

Cheminis poslinkis 6 yra iSreiskiamas milijoninémis daznio dalimis (ppm), nes jis yra

i§skaic¢iuojamas i§ formules:

8 = Uband —VUstand ) (13)

Ustand

¢ia vpgnq — bandinio rezonansinis daznis, 0 Ug;gng — Standarto rezonansinis daznis, esant

tam pacCiam iSoriniam magnetiniam laukui By. Kadangi daznis yra zymimas hercais (Hz), o
skleidziamas daznis dazniausiai blina MHz dydzio eilés, tai dél paprastumo § yra isreiskiama ppm.
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Dazniausiai BMR spektrometrijoje, standartu yra laikomas TMS (tetrametlsilanas),
kuris, pagal susitarimg, turi nuling cheminio poslinkio verte. TMS rezonansinis daznis yra lygus

300MHz [22].

1.9. Branduoliy sukiniy saveika.

Jeigu branduoliai nesgveikautu tarpusavyje, biity galima tikétis tik keliy smailiy spektre,
kurios atitinka cheminio poslinkio vertes. Bet realiai iSmatuotame spektre dazniausiai matomos

kelios papildomos smailés aplink smailes, kurias nulemia cheminis poslinkis.

Metilo
tripletas
:
E Metileno
LA
G kvartetas
=
J L
L!] ] T B 5 4 3 2 i 1]

8 pav. Etanolio *H BMR spekiras.

Pavyzdziui, etanolio spektre, metilo grupés smailé yra suskilusi j tris smailes (tripletg),
o metileno smailé — j keturias smailes (kvarteta). Taip yra todé¢l, kad branduolio sukiniai gali biti
skirtingy kryp¢iy tai jie daro jtakg magnetiniam laukui, kurj jaucia Salia esantis branduolys. Norint
paaiskinti kodél metilo smailé yra suskilusi ] tripleta reikia atkreipti démesj j metileno protonus.
Ten yra du protonai ir kiekvienas i§ jy gali turéti dvi galimas sukiniy kryptis (sutampancias arba

nesutampancias su iSorinio magnetinio lauko kryptimi). Tai i§ viso galime turéti keturias variacijas:

1. Kai abu sukiniai nukreipti iSorinio magnetinio lauko kryptimi.
2. Kai abu sukiniai nukreipti prie§ magnetinio lauko krypt;.
3. Kai vieno protono sukinys nukreiptas pries, o kito protono sukinys nukreiptas pagal

1Sorinio magnetinio lauko kryptj, bet tokiy turésime du, nes gali biti ir atvirksciai.

Tada gauname, kad metilo smailé¢ suskyla j tris smailes, kur vidurinioji turi didesnj

intensyvuma nei kitos dvi (1:2:1).

20



Tas pats principas galioja ir metileno smailei, tik jai jau jtakg daro ne du sukiniai, o trys,

tada yra ne keturios, o astuonios skirtingos sukiniy i§sidéstymo variantai, kurie atrodo taip:

(Galimos sukinin

. kryvpties kombinacijos
Magnetinio

lauko krvptis — —

9 pav. Trijy sukiniy galimos skirtingos orientacijos [21].

Siuo atveju intensyvumai pasiskirsto (1:3:3:1) ir spektre gauname kvarteta. Pagrindiné
taisykle i kiek smailiy bus suskilusi smailé yra tokia: n + 1, ¢ia n — yra artimy skirtingy protony
skaiCius. Toje pacioje aplinkoje esantys branduoliai nedaro jtakos vienas kito smailés iSskyrimui
[24].

2. Metodiné dalis

2.1.  Vaisiy suléiy paruoSimas izotopy santykio matavimui

Méginiy ruosimo metodika sul¢iy cukrui isskirti:
1. | centrifuginj mégintuvel; jpilama apie 50 ml natiiraliy arba atgaminty sulCiy.
2. Centrifuguojamal0 min.

Sul¢iy pulpa turi atsiskirti nuo vandeninés sul¢iy dalies ir iskristi j nuosédas. Jei po 10 min.

centrifugavimo nuosédos nespéja iskristi — centrifugavimo pakopa gali bati kartojama.
3. Virsutinis skystis nupilamas j mégintuvélj.
4. I nupiltg skystj pridedama 2 g kalcio hidroksido milteliy.

5. Viskas gerai sumaiSoma magnetinéje maisykléje 3 min Sildant 90 °C temperatiiros

vandens voneléje.

6. Centrifuguojama 3 min.
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7. Skaidrus virSutinis sluoksnis nupilamas (dekantuojamas).

8. Tirpalas partigstinamas 0,1mol/1 sieros riigstimi kol pasiekiama mazdaug 5 pH, o tirpalo

spalva pasikeicia.

9. Tirpalas paliekamas nak¢iai (mazdaug 15 val.) Saldytuve esant mazdaug 4 °C

temperatarali.
10. Skaidrus virsutinis sluoksnis nupilamas (dekantuojamas).
11. Skystis isdziovinamas sublimuojant.

12. Gautas liofilizatas homogenizuojamas grustuvéje ir patalpinamas j stiklinj buteliukg su

oro nepraleidzianciu plastikiniu gaubtuku.

Méginiy ruosimo metodika suléiy pulpai iSskirti:

1. ] centrifuginj mégintuvélj jpilama apie 50 ml nattiraliy arba atgaminty suliy.

N

. Centrifuguojama 10 min.

w

. VirSutinis skystis nupilamas j mégintuvélj.

o~

. I nupiltas Kietas daleles suspenduojama 40 ml vandens.

5. MaiSoma 5 min.

()]

. Suspensija centrifuguojama 10 min vanduo po centrifugavimo nupilamas.

\l

.4, 5 ir 6 zingsniai kartojami dar du kartus.

o

. I nupiltas Kietas daleles suspenduojama 40 ml acetono.

9. MaiSoma 5 min.

10. Suspensija centrifuguojama 10 min, acetonas po centrifugavimo nupilamas.
11. 8, 9 ir 10 zingsniai kartojami dar du kartus.

12. Kieta medziaga iSdziovinama sublimuojant.

Pries stabiliyjy izotopy matavima, reikiama bandinio masés dalis pasveriama, sudedama ]

alavo kapsulg ir yra paruosta matavimui.

Anglies izotopy santykis méginyje matuojamas elementiniu analizatoriumi susietu su

izotopy santykio masiy spektrometru.
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2.2. 1zotopu santykio masiy spektrometro veikimo principas

Norint nustatyti izotopy santykj yra reikalingas izotopy santykio masiy spektrometras, toks
kaip Themofisher EA-IRMS, prijungtas prie elementinio analizatoriaus [5]. Pirmiausia paimas
mazas Kiekis tiriamo méginio (apie 1mg). Jis yra jdedamas | mazg alaving kapsulg ir pasveriamas.
Alaving kapsule reikia kruops$éiai ir steriliai uzlankstyti tam, kad j analite neprikristy pasaliniy
organiniy junginiy, kurie galéty daryti jtakg matavimo rezultatams. Tam, kad sterilumo salyga biity
patenkinta yra naudojami pincetai alavinés kapsulés sulankstymui ir yra naudojamas etanolis
nuvalant pincetus po kiekvienos analités pasvérimo. Tada misy turimg bandinj reikia jdéti j
automatinj meéginiy paleidimo jrenginj, kurio pagalba méginiai vienas po kito yra jleidZziami j masiy

spektrometrg taip, kad prie§ tai matuotas meéginys neturéty jtakos kitam matuojamam méginiui.

Toliau méginys yra jleidziamas j auksStos temperatiiros kamera. Deginimas vyksta
deguonies atmosferoje, kvarcinéje degimo kameroje, kad degimo produktai gautysi CO,, H,O ir
NOy, (Sis prietaisas gali biiti naudojamas ir azoto izotopy santykio matavimui). Degimo kameroje
taip pat buina dar patalpinti Cr,O3 ir Co304+Ag junginiai (jie yra skirti tam, kad buty sugaudomi
sulfatai ir halogenai) bei gali buti dar ir kitokiy priedy priklausomai nuo tyrimo specifiniy
reikalavimy. Reaktoriaus temperatiira yra palaikoma 900 — 1050°C, bet alavinése kapsulése
temperatira gali siekti ir 1800°C (tokia temperatira reikalinga tam, kad méginys visiskai biity
oksiduotas, tai yra visiSkai sudegtu). Tokioje temperatiiroje yra nutraukiami visi cheminiai rysiai
jungiantys organiniuose junginiuose esancius atomus ir dél to visi méginyje esantys anglies atomai
gali prie saves prisijungti deguonies atomus. Kad kvarcinis reaktorius neuzsitersty kitais degimo
metu susidariusiais paSaliniais produktais, yra rekomenduojama naudoti keifiama kvarcinj

vamzdelj, kuris priklausomai nuo jo tipo galéty biiti kei¢iamas kas 50 — 150 matavimy.
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Drujinis Masiy
spektromatras

Dziovinimo )
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L Chromatografiné :
A kolonsls .
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vamzdalis

10 pav. Izotopy santykio spektrometro principiné schema

Sudegintas ir paverstas j anglies dioksido dujas tiriamasis méginys yra nukreipiamas j
dziovinimo vamzdelj. Ten jis patenka nesanciyjy dujy (He dujy) srauto déka, kurio pagrindiné
funkcija yra pernesti visa tiriamajj méginj pro tolimesnes prietaiso dalis iki masiy spektrometro.
Dziovinimo vamzdelyje yra pasalinamas vanduo, kuris susidaro degimo metu. Kaip yra zinoma,
degant organiniams junginiams pagrindiniai cheminés reakcijos produktai yra anglies dioksidas ir
vanduo. Dziovinimui yra naudojamas magnio perchloratas Mg(ClO4),, dar Zinomas kaip

anhidronas. Jis ypatingas tuo, kad labai gerai reaguoja su vandeniu.

Toliau CO, yra gabenamas j dujy chromatografing kolonélg. Chromatografiné kolonélé yra
labai plonas ir ilgas vamzdelis, kurio viduje yra sorbentas ( jis gali buti tick skystas, tiek kietas,
dazniausiai naudojama medziaga yra medzio anglis). Dujos tekédamos chromatografine kolonéle
yra létinamos atitinkamai pagal jy mase¢ ir chemines savybes. Tai yra svarbu, nes tokiu biidu yra
atskiriamos dujos vienos nuo kity laike, tai yra dujos pro kolonéle iSeina skirtingais laiko tarpais.
Taigi tokiu badu CO, dujos yra atskiriamos nuo kity, paSaliniy, dujy, ir tada patenka j masiy

spektrometrg.

Masiy spektrometre CO, yra jonizuojamos panaudojant elektrony jonizacijos metoda, kai
dujy sraute tekancios dujos yra apSaudomos elektronais. Tokiu biidu yra iSmuSami elektronai i§ CO,
dujy. Tada, jau jonizuotos, CO, dujos yra pagreitinamos ir fokusuojamos, nustatant reikiama
magnetinj lauka ir jtampos. Magnetiniame lauke dalelés dél Lorenco jégos pakeicia savo judéjimo

trajektorija, atsilenkdamos tam tikru kampu [5].

F.=q@#xB), (14)
24



Cia F—L> — Lorenco jéga, q — dalelés kriivis, ¥ — dalelés greitis, B- magnetiné indukcija.

Kaip matoma i§ (14) formulés, dalelés greitis yra vektoriskai sudaugintas su magnetinio
lauko indukcijos vektoriumi. Tai reiSkia, kad dalelé pakeis savo kryptj pagal deSiniojo sraigto
taisykle. O dél pirmojo Niutono désnio (inercijos désnio) dvi chemiskai vienodos dalelés, bet
turindios skirtingas mases (§iuo atveju *CO, ir CO,) atsilenks skirtingais kampais. Lengvesnés
dalelés atsilenkia didesniu kampu, nei sunkesnés. Keic¢iant magnetinio lauko stiprj ir jony
pagreitinimo jtampa galima valdyti daleliy trajektorijas ir nukreipti jas j detektoriy (Faradéjaus
puodelis), kur yra detektuojama elektringoji dalelé ir uzregistruojamas elektrinis impulsas. Taip yra

tiksliai i¥matuojamas **C/**C santykis [5].

Si metoda gal riboti tai, kad pridétinis cukrus, dél tam tikry priezaséiy, gali savyje turéti
toki patj arba panasy Berc izotopy santyki, kaip ir tiriamas objektas. D¢l to spektre vaisiy sulciy
cukraus izotopinis pokytis nebus matomas, nors ir sultyse bity iStirpinta papildomo cukraus, nes

tiesiog jis yra toks pats kaip ir cukruje.

Magnetas

elektrony gaudykle
meéginio jéjimas

pagreitinti jonai

elektrony saudyklé

nepraleidzia
lengvesniy daleliy

Detektorius

11 pav. Izotopy santykio masiy spektrometro principiné schema.

2.3. Méginiy paruosimas matavimams SNIF-NMR metodu.

Atliekant eksperimentg sultys buvo tiriamasis méginys. Tariama, kad j jas nebuvo
pridéta papildomo cukraus (t.y ant pakuotés buvo parasyta, kad sultys yra 100% nattralios) [16].

Cukrui paversti etanoliu, ir véliau etanoliui iSdistiliuoti buvo naudojama sekanti metodika:
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Vienas litras kiekvieny sul¢iy buvo supiltas j dviejy litry talpos butelius.
I kiekvieng i§ buteliy buvo suberta po 10g sausy mieliy.
I butelius pripiista azoto dujy, kad biity sumazinta deguonies koncentracija esanti inde.

Buteliai yra kruopsciai uzsandarinami ir iSvedamas vamzdelis | stikling su vandeniu. Tai
yra reikalinga, kad reakcijos metu susidariusios CO, dujos galéty iSeiti i§ indo. Taip yra sukuriama
bedeguoniné aplinka inde. Ji yra sukuriama tam, kad glikolizés metu susidargs piruvatas

nesuoksiduoty ir prisijunges vandenilio jonus galéty susifermentuoti iki etanolio.

Taip paruosti méginiai buvo paliekami trim parom, kad susifermentuoty visas sultyse
esantis cukrus. Norint suzinoti, kada susifermentavo visas cukrus, indikatoriumi galima laikyti CO,
dujy susidaryma, tai yra, jeigu pro vamzdelj teka dujos ir vanduo burbuliuoja, vadinasi, dar vyksta
glikolizés reakcija ir dar ne visas cukrus yra susifermentaves. O kai CO; dujos jau nebesiskiria tada

galima sakyti, kad pasigamino visas etanolis, kiek tik jo galéjo susidaryti.
Praéjus trims dienoms méginiai yra prakosiami naudojant filtrg ir supilami j kolba.

Tada méginys yra jstatomas j distiliatoriy ir pakaitinamas iki 79°C, Tai yra daroma tam,
kad meéginyje esantis alkoholis pradéty virti ir taip jj biity galima atskirti nuo kity priemaiSy.

(etanolio virimo temperatiira yra 78,37°C).

Tada i8distiliuotas etanolis yra patalpinamas ] Branduoliy magnetinio rezonanso
spektrometrg ir iSmatuojamas etanolio branduoliy magnetinio rezonanso spektras. IS spektro smailiy
intensyvumo yra nustatomas anglies *C izotopy santykis tarp CHjz ir CH, fragmenty etanolio

molekuléje.

2.4. BMR spektrometro veikimo principas

Pagrindinis BMR spektrometro elementas yra galingas magnetas. Jo viduje yra rités ir
tarp kuriy statomas paruoStas matavimams méginys. Méginys turi biti jstatytas j specialy laikiklj.
Laikiklis yra sukamas, kad visas bandinys patirty tolygy magnetinj lauka. Eksperimento metu viena
1§ riciy esanti tarp magnety skleidzia vienodo daznio elektromagnetines bangas, o tuo pat metu
magnetinis lauko indukcija yra didinama, dél to suzadinimo energijos lygmenys bandinyje pleciasi.
Galiausiai energijos lygmeny skirtumas pasiekia tokig verte, kuri yra lygi radijo bangy siystuvo
skleidziamy bangu dazniui. Tada branduolio sukiniai blina suzadinti ir jvyksta rezonanso efektas.
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Po kurio laiko sukiniai pradeda relaksuoti iSspinduliuvodami energijos kvantg, kuris yra fiksuojamas
kitomis ritémis, esanc¢iomis tarp magnety. Jos sukuria impulsa, kuris yra uzregistruojamas ir taip yra

uzrasomas branduoliy magnetinio rezonanso spektras.

Méginys

Skystas helis ] Radio daznio rités

|~ (siustuvas/imtuvas)

Superlaidus

magnetas T oo Sakimo

kondensatoriai

Skystas azotas —

12 pav. BMR spektrometro principiné schema.

Superlaidziam magnetui, kad jis atlikty savo funkcija, reikia palaikyti kaip jmanoma
mazesne temperatiirg. Tam yra naudojamas skystas helis, nes jo virimo temperatiira yra 4,6 °K. O
tam, kad buty taupomos skysto helio atsargos ir jis neiSgaruoty greitai, yra naudojamas dar ir

skystas azotas, 0 jo virimo temperatiira yra 77 °K [24].

3. Rezultatai

Eksperimento metu buvo matuojami **C/*2C izotopy santykiai. Matavimui buvo naudojami
tokie méginiai: dvi komercinése parduotuvése pirktos lietuviskos obuoliy sultys (bandinio numeriai
11, 12) ir deSimt $vieziai laboratorijoje spausty, Lietuvoje auginty, obuoliy sul¢iy (bandinio numeris
1 —10). Obuoliai buvo nulupami ir sutarkuojami su maistine plienine tarka, gauta tyré buvo dedama
j marlg ir prakoSiama. Taip buvo daroma dél to, kad neprakosta tyré buvo per daug tirsta, jog jdéjus
ja 1 centrifuga buty galima atskirti nuosédas nuo sul¢iy. PrakoSus sultys buvo pilamos j vieng

meégintuvelj, o marléje likusios nuosédos buvo atskiedziamos vandeniu ir abu meégintuvéliai toliau
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buvo ruoSiami pagal suliy méginiy ruo$imo schema, kuri yra apraSyta 2.1 skyriuje. Kiekvienas
bandinys buvo sveriamas du kartus ir taip pat matuojamas du kartus ir po to gauti rezultatai buvo
suvidurkinti ir pateikti grafike(13,14pav).
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13 pav. Obuoliy sul¢iy cukraus ir pulpos anglies izotopy santykiy vertés.
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14 pav. Obuoliy suléiy cukraus ir pulpos **C/*2C izotopy santykiy skirtumas.

I8 13,14 pav. aiSkiai matosi, kad net trijuose méginiuose Nr. 2, 8 ir 12 izotopy cukruje
esantis *C/**C santykis idealiai atitinka pulpos izotopy santykj, tai reiskia, kad juose visiskai
nebuvo pridéta papildomy cukry. Méginiy Nr. 1, 3, 4, 7, 9, 10 rezultatai néra tokie puikiis kaip Nr.

2, 8, 12, taciau tiriant pagal Sig metodikg buvo gauta, kad j juos taip pat nebuvo pridéta cukraus, nes
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jie yra patikimumo réziy ribose (14 pav., raudona linija). Tokio rezultato ir reikéjo tikétis, nes
spaudziant sultis nebuvo dedama papildomy saldinimo priemoniy. Ta¢iau méginio Nr. 11, rezultatai
parodé, kad jo izotopy **C/*?C, santykis cukruje skiriasi nuo **C/**C izotopy santykio pulpoje net
2,8%0 ir 1,1%o virSija leisting patikimumo ribg, ties kuria dar galima sakyti, kad sultyse néra

papildomo cukraus.

Stabiliy izotopy santykis Lietuvos obuoliuose svyruoja nuo 8*3C = -26,5 iki -30%o (6 pav.),
tai ne visai atitinka 8*3C = -25,6%. vidutine santykio verté, kuria gavo D. A. Magdas, publikuodama
savo darbg, taciau tai nereiSkia, kad misy matavimas buvo klaidingas, nes D. A. Magdas tyré
Rumunijos obuoliy sul¢iy izotopy santykj [10]. Tai yra logiSka, kad Sie santykiai skiriasi, nes

Lietuvoje ir Rumunijoje yra kitokios klimato salygos, kurios ir nulemia $iy santykiy skirtuma.

Brazilijoje auganciy obuoliy izotopy santykio viduting verté o sieke -27,38%o. Juos matavo
R. Figueira savo publikacijoje [12]. O tai patenka j miisy darbo gauty ver¢iy intervalg ir tai rodo,
kad Lietuvoje auganciy obuoliy izotopy santykis yra panasus ] Brazilijoje auganciy obuoliy izotopy

santykj.

Taip pat ir Karmen Bizjak Bat matavo anglies izotopy santykj obuoliy sultyse, kurios buvo
spaustos Slovénijoje [13]. Mokslininkés gauti rezultatai rodo, kad 8*3C verté svyruoja nuo -28 iki -
30%o. Sie rezultatai taip pat yra panasiis j Lietuvoje auganéiy obuoliy anglies izotopy santykio

rezultatus.

Dar buvo iSmatuoti 16 sul¢iy méginiai, naudojant stabiliy izotopy metoda, siekiant
iSanalizuoti ar | tam tikras sultis buvo pridéta papildomo cukraus ar ne, ir taip nustatyti sul¢iy
klastojimo atvejus. Siy suléiy méginiai buvo imami i§ Lietuvos rinkoje parduodamy suléiy. Sioje
analiz¢je tai iSsiaiskinti taip pat buvo naudojamas stabiliy anglies izotopy santykiy metodas, kurio
metu buvo nustatomos §3C vertes sul¢iy cukruje ir pulpoje. Kaip matoma 1§ 15 pav. — skirtingy

sul¢iy izotopy santykiai yra skirtingi.
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Bandinio nr.

15 pav. Suléiy cukraus ir pulpos **C/*?C izotopy santykio vertés PDB skaléje.
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16 pav. Sul&iy cukraus ir pulpos *C/**C izotopy santykiy skirtumas

IS 15,16 pav. matoma, kad méginiuose Nr. 3,4, 9, 14, 16. Berte izotopy santykis pulpoje
yra kitoks, nei jy cukruje, dél to galima daryti iSvada, kad j Siuos méginius buvo pridéta papildomo
C. cukraus, kas ir parodo, kad $ie produktai jau nebéra autentiski. Bandiniuose Nr. 13 ir 15 *c/**C
izotopy santykis pulpoje skiriasi nuo santykio cukruje, bet tas santykio skirtumas néra toks didelis,
kad biity galima laikyti, jog i Siuos méginius buvo pridéta papildomo cukraus, bet taip pat negalima
ir visiskai pripaZinti, kad ten jo néra, nes $iy méginiy *C/*°C santykis vos patenka j patikimumo

réziy ribas 1,6%o0 . Méginiai Nr. 1, 2, 6, 7, 8, 10, 11, 12 patenka j patikimumo ribas, dél to, kad
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Befee izotopy santykio cukruje ir pulpoje skirtumas yra pakankamai mazas. D¢l to galima laikyti,
kad i $iuos bandinius nebuvo pridéta papildomo C, augaly cukraus. Bandinyje Nr. 4 dél neaiSkiy
priezaséiy cukraus ir pulpos santykiy skirtumas buvo iSmatuotas neigiamas, ko nebuvo galima
tikétis, nes tai reiksty, jog 1 §] méginj buvo pridéta cukraus su mazesniu nei -20%o, kas reiksty, jog 1
Sias sultis buvo pridéta cukraus ne i§ cukranendriy, kurios uzima 80 % pasaulinés cukraus rinkos

[15].

Galiausiai dar trys vaisiy sul¢iy méginiai, buvo iSmatuoti taikant SNIF — NMR metodika.
Sie méginiai buvo paimti i§ komerciniy prekybos tinkly. Sie méginai buvo tokie: apelsiny sultys (Zr.
18 pav., nr 1, 2) ir granaty sultys (Zr 18 pav., nr 3). Kaip metodikoje apraSyta, Sie méginiai buvo
sufermentuoti ir i8distiliuoti, kad bty galima gauti kaip jmanoma grynesnj alkoholj (zr. 2.3.
skyrelj). Grynas etanolis buvo matuojamas su BMR spektrometru ir buvo gauti tokio tipo spektrai,
kokie yra pavaizduoti 17pav.

4.5x10° 4.0x10°

4.0x10°

3.5x10°

3.5x10°

3.0x10°
3.0x10°

2.5x10°

2.5x10°

2.0x10°

2.0x10°
1.5x10°

1.5x10°

1.0x10°

1.0x10°

Intensyvumas , santykiniai vienetai
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5.0x107
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0
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10 20 30 40 50 60 70 80 90 0 10 20 30 40 50 60 70 80 90

Intensyvumas , santykiniai vienetai

Cheminis poslinkis, ppm Cheminis poslinkis, ppm

17 pav. BMR spektrai, su sukiniy tarpusavio sgveika (kairéje) ir be jos (deSinéje).

5 spektre esandiy CHs ir CH, smailiy intensyvumy buvo nustatyta, koks yra *C izotopo
santykis tarp metileno ir metilo frakcijy etanolio molekulése. Tuo tarpu su izotopy santykio masiy

spektrometru buvo i§matuotas 5*°C verté etanolyje.
2 lentelé. Etanolio 8*3C verté ir CH3/CH, frakcijy santykis.

Bandinio Nr.  8%C,% M/E(**C)

apelsinai 11 -26.75 1.0111
apelsinai 12 -27.68 1.0116
apelsinai 13 -27.03 1.0116
apelsinai 2 2 -26.96 1.0112
granatos 3.2 -18.75 1.019
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Galiausiai buvo apskaigiuotos 83C vertés CHs ir CH, frakcijoms ir atidétos paveiksle (18

pav.)
2y
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18 pav. Dvimatis etanolio frakcijy 6"*C santykio pasiskirstymas.

18 pav, pirmas bandinys buvo matuojamas tris kartus, nes buvo norima jsitikinti, kad
distiliavimo metu nebuvo pateke papildomy priemaisy ir ar jos gali daryti didele jtaka izotopiniam
santykiui. Tam atlikti buvo paimami méginiai skirtingais laiko tarpais nuo distiliavimo pradzios ir i§

(18 pav.) matosi, kad esminiy skirtumy néra.

Apelsiny (nr 1,2) méginiai gerai atitinka tipines apelsinams 8'3C vertes, patenka j sritj,
kurioje turéty buti C3 metabolizmg vykdantys augalai (zr. 18, 4 pav), tai reiskia, kad Sios sultys
nebuvo suklastotos. Tagiau bandinio nr 3 (granaty sultys) §°C vertés yra arti ver&iy, kuirios yra
budingos C4 metabolizma vykdantiems augalams. I3 lieteratiiros Zinoma, kad granaty suléiy 8*3C
verté yra apie -26,4 %o [25] augalai. Tai reiskia, kad j Sias sultis buvo pridéta papildomo cukraus

(greiiausiai cukranendriy) ir jos yra suklastotos.
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Isvados

Izotopy santykio masiy spektrometrijos metodu nustatyta, kad Lietuvoje auganciy obuoliy
stabiliyjy anglies izotopy *C/™C santykio vertés svyruoja nuo -26,5 iki -30 %o. Sios vertés yra

palyginamos su kitose Salyse auginty obuoliy Befee santykio vertémis.

Atlikus stabiliy anglies izotopy santykio matavimus cukruje ir pulpoje (12 méginiy)
nustatyta, kad i$ dviejy Lietuvoje pirkty lokaliai pagaminty sulCiy i vienas buvo pridéta papildomo
cukraus Taip pat nustatyta, kad i§ komerciskai pirkty suléiy (18 méginiy), buvo klasto¢iy granaty ir
obuoliy suléiy atvejais. Tiriamuose meginiuose, apelsiny, ananasy ir mandariny sultys neturéjo

pridétinio cukraus.

I§matavus padéties specifines *C vertes etanolyje (gautame sufermentavus vaisiy sultis)
branduoliy magnetinio rezonanso metodu, nustatyta, kad j komerciskai pirktas granaty sultis buvo

pridéta papildomo cukraus.
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Summary
Aivaras Ginaucius

Investigation of fruit juices adulteration by isotopic analysis methods

The aim of this work was to investigate §*3C ratios in apples (sugar and pulp) growing in Lithuania,
in apple juice made in Lithuania and other fruit juices that are sold in the market. From the collected
juice samples sugar and pulp were separated. Then 5'*C ratios were measured in pulp and sugar to
check possible forgery of product. These measurements were made using isotope ratio mass
spectrometry. Other investigation was made fermenting fruit juices to produce ethanol, from which
8*3C ratios were measured in methyl and methylene groups using nuclear magnetic resonance. We
found that apple and pomegranate juices were mislabeled (additional sugar was added), while

orange, mandarin and pineapple juices shoved no traces of additional sugar.
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