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Ivadas

Pastaruoju metu didé¢ja ekologisko pieno paklausa rinkoje. Todé¢l kyla pavojus, kad bus neteisingai
zenklinami produktai, ypac¢ d¢l to, kad ekologisko pieno kaina yra daug didesné uz jprasto pieno
kaing. Didéjantys ekologinio pieno pardavimai salygoja didesnj poreikj pieno autentiSkumo
nustatymui. Norint apsaugoti vartotojus nuo neteisingo pakuociy zyméjimo, reikalingas analitinis
metodas ekologiskam pienui identifikuoti ir taip atskirti jj nuo jprasto pieno. Kadangi pieno sudétis
i§ esmes priklauso nuo karviy $érimo, tai riebiyjy rugsciy analizé gali padéti atskirti ekologini pieng
nuo paprasto.

Net iSsamus dokumentavimas, skirtas uztikrinti kelia nuo gamintojo iki vartotojo ne visada gali
padéti iSvengti klastojimo. Siekiant apsaugoti vartotoja nuo netinkamai pazenklinty pieno produkty,
produkty stebésenos institucijoms gali biiti naudingas produkty sudéties analizes metodas.

Visi ekologinés zemdirbystés standartai ir taisyklés nurodo panasias pieno gamybos taisykles, ypac
galvijy $érimo normas. Taigi visi paSarai turi biiti gauti naudojant ekologinj tikininkavimag be
dirbtiniy trasy ar pesticidy, dazniausiai tame pac¢iame tikyje. Koncentraty naudojimas yra ribotas, o
paSaruose turi buti naudojamas didelis griidy kiekis. Vasara pagrindinis paSaras turi buti Sviezia
7olé. Ziema pasaras turi biti sudarytas i§ didesnés dalies ieno, $iaudy ir gridy kiekio. SvieZios
Zolés sunaudojimai tikétinai turétu buti didesni ekologinio pieno gamyboje lyginant su paprasto
pieno gamyba kiekviename metu sezone.

Pieno riebalai yra lengvai iSgaunama pieno sudedamoji dalis ir gali biiti naudojama tyrimams atlikti.
Pieno riebaly sudétis daZniausiai priklauso nuo karviy pasaro. Didesnioji C18:3 rugsties dalis
(daugiau nei 60%), esanti zolés lipiduose, paver¢iama kitomis C18 riebiosiomis riig§timis karveés
skrandyje. Taigi, C54 trigliceridy kiekis, turintis tris C18 riebaly rugstis, yra didesnis pieno
riebaluose i$ karviy besigananciy laukuose negu i§ karviy kurios yra Seriamos tvartuose. D¢l to yra
skirtumas tarp riebiyjy riigs¢iy sudéties pieno riebaluose karvése besigananciose pievoje ir laikomy
tvartuose. Taciau priklausomai nuo paSaro, Sis skirtumas gali buti mazesnis ten, kur karvés
laikomos uzdarose patalpose iStisus metus.

Perspektyvus budas stebéti Sérimo ypatumus yra stabiliy izotopy santykio masiy spektrometrija
(IRMS). Gyviinuose izotopy santykis visy pirma priklauso nuo suvartojamo maisto [1,2], nors dél
metabolizmo gali  vykti ir praturtéjimas sunkesniais izotopais [3]. Anglies izotopy santykio verte
dazniausiai lemia C3 ir C4 augaly vartojimas, nes C4 augalai, tokie kaip kukuriizai ar
cukranendrés, turi didesnj santykinj **C kiekj [4]. Kadangi ganyklose karvés maitinasi daugiausiai
C3 augalais, pasaruose gali pasireikti skirtingi *C/*2C santykiai (isreiksti kaip 8**C). Todél pienas
gali parodyti staigius pokycius anglies izotopu santykyje dél pakitusio pasaro.



Darbo tikslas ir uzdaviniai:

Darbo tikslas:

+ Sio tyrimo tikslas - pritaikyti izotopy santykio masiy spektrometrijos metoda atskiriant
ekologiska pieng nuo jprastinio. Darbo tikslui pasiekti buvo analizuojama sBC santykiy
kaita individualiose pieno riebaly rugstyse.

Darbo uzdaviniai:
*  Surinkti lietuviskos produkcijos pieno bandinius.

* Paruosti bandinius dujy chromatografijos — izotopy santykio masiy spektrometrijos
(GC/C/IRMS) tyrimams ir iSmatuoti §%C santykiy kaitg pieno riebaly rugstyse.

* Identifikuoti pieno riebaly riigstis iSmatuotuose spektruose.



2. Literatiros apZvalga

2.1. Bendras riebaly apibrézimas

Riebalai yra sudaryti i$ atskiru riebiyjy raigsc¢iy molekuliy prisikabinusiy prie glicerolio 3-anglies
pagrindo. Dazniausiai pasitaikantis riebaly tipas vadinamas trigliceridu arba triacilglicerinu,
kuriame yra 3 riebiosios riigstys pritvirtintos prie pagrindo [5].
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1 pav. Triglicerido pavyzdys, kuriame trys riebiosios ragstys prisitvirtinusios prie glicerolio
pagrindo[5].

Kadangi yra daug skirtingy riebiyjy rtigsciy kurios gali baiti pritvirtinamos prie pagrindo, yra daug
jvairiy rasiy trigliceridy ir riebaly. Riebalai taip pat gali buti digliceridai, kuriy sudétyje yra 2
riebaly ragstys arba monogliceridai, kuriy glicerolio pagrinde yra 1 riebaly riigstis. Individualios
riebaly rugstys gali turéti nuo 4 iki 22 anglies atomy, gali buti tiesios arba Sakotos grandinés.
Riebiosios rugstys gali biiti prisotintos, tai reiSkia, kad kiekviena anglis sujungta su kitu anglies
atomu pavieniu rysiu ir dar 2 vandenilio atomais, arba riebaly riigStys gali biiti nesociosios, tai
reiskia, kad anglis turi dviguba rysj su gretimu anglies atomu ir pavienj rysj su kitu anglies atomu ir
vandenilio atomu. Mononesotieji riebalai (ang. Monounsaturated) turi 1 dvigubg ry$j, o
polinesotieji (ang. Polyunsaturated) riebalai turi 2 arba daugiau dviguby rysiy anglies grandingje.
Rysiai nesociosios riebaly riugsStyse gali buti cis arba trans, priklausomai nuo anglies grandinés
krypties 1§ abiejy dvigubos jungties pusiy. “Cis” rySis reiSkia, kad riebaly riigsties grandiné tgsiasi
taip pat i§ abiejy dvigubo rysio pusiy, formuojant “U” forma, o “trans” rySis reiskia, kad riebaly
rugsties grandine tesiasi prieSingoje rySiy puséje, formuojant “Z” forma [5].
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2 pav. Galimy triglicerido rySiy pavyzdziai: a) sotusis ry8ys, b) "Cis" rysys, ¢) "Trans" rySys [5].



Riebiosios rigstys uzraSomos tokiu trumpiniu: anglies atomy skaicius, dvitaskis ir dviguby jungciy
skaiCius. Pavyzdziui, C4:0 yra 4 anglies atomy grandiné neturintj dviguby ry$iy, o C18:1 yra 18
anglies atomy grandiné su 1 dvigubu rysiu. Nesoc¢iosioms riigstims zZyméjimas “c” naudojamas cis
rySiams, o “t” trans rySiams. Pavyzdziui C18:2 c,c yra 18 anglies atomy grandiné su 2 dvigubais
rySiais kur abu yra cis. Terminai omega-3 ir omega- 6 parodo tre¢ia arba Sesta anglies atomg kur
pirmas dvigubas rysis pasirodo pradedant nuo grandinés galo, kuris néra pritvirtintas prie glicerolio

pagrindo. Graikiska raide omega Q naudojama parodyti omega pozicijai [5].
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3 pav. Triglicerido pavyzdys su Omega-6 rysiu, rodyklé parodo Omega-6 rysio vietg [5].

Pieno riebalai

Pieng sudaro mazdaug 3,4% riebaly. Pieno riebalai daugiausiai susideda is trigliceridy (98%), o Kiti
pieno lipidai yra diacylglycerolis (~2%), cholesterolis (maziau 0,5%), fosfolipidai ( apie 1%) ir
laisvosios riebaly riigstys (apie 0,1%) [6]. Pieno riebalai turi sudétingiausia riebiyjy ragsciy sudétj
i§ visu valgomyjy riebaly. Daugiau kaip 400 atskiry riebaly riebiyjy raigséiy buvo identifikuoti
pieno riebaluose. Taciau 90% pieno riebaly sudaryti mazdaug i§ 15-20 riebiyjy ragsciy. Pagrindinés
riebiosios rligstys pieno riebaluose yra sociosios turincios 4-18 anglies atomus (C4:0, C6:0, C8:0,
C10:0, C12:0, C14:0, C16:0, C18:0), mononesociosios riebiosios ragstis (C16:1, C18:1), ir poli
nesoCiosios riebiosios ragstys (C18:2, Cl18:3). Kai kurios ragstys randamos labai
mazuose kiekiuose, bet prisideda prie unikalaus ir pageidaujamo pieno riebaly ir sviesto skonio.
Riebiyjy riigd¢iy sudétis pieno riebaluose per visa karves zindymosi ciklg néra pastovi. Riebiosios
rugstys, kuriy ilgis yra nuo 4 iki 14 anglies atomu, yra gaminamos gyviino pieno liaukose. Kai
kurios 1§ 16 anglies atomu rtigstys yra fermentuojamos gyviino organizme, o kai kurios gaunamos is§
gyvino mitybos. Visos 18 anglies atomu riebiosios riigStys gaunamos i§ gyvino mitybos. Pieno
riebaly sudéties pokyciai atsiranda dél zindymo Stadijos ir gyvino energijos poreikiy.
Ankstyvoje zindymo stadijoje gyvulio energijos poreikiams naudojamos kiino atsargos, ir turimas
ribotas riebiyjy rugsciy kiekis riebaly sintezei, todél riebiosios riigstys naudojamos pieno riebaly
gamybai gaunamos i§ mitybos ir dazniausiai yra ilgosios grandines C16:0,C18:0, C16:1 ir C18:2
riebiosios rigstys. Tolimesnéje Zindymo stadijoje daugiau riebiyjy riig§ciy susidaro pieno liaukoje,
todél padidéja trumpyjy riebiyjy ragsciy grandiniy (C4:0, C6:0) koncentracija lyginant su
ankstyvaisiais zindimosi laikotarpiais [6].



Pieno riebalai sudaryti i§ 65% soc€iyjy, 30% mononesociuju ir 5% polinesociyjy riebiyjy ragséiy.
Riebiosios rugstys issidésto triglicerido molekuléje specifiniu bidu. Dauguma trumpyjy grandiniu
riebiosios rigsStys yra apatinéje pozicijoje, o ilgesnes riebiosios rigstys linkusios biiti vidurinéje ir
virSutinéje pozicijoje. Kadangi pieno riebaluose yra apie 400 riebiyjy rugsciy, teoriSkai pieno
riebalai gali turéti savyje daugeli tikstanciy triacilgliceroliy. Net jei atsizvelgti tik j 15 riebiyjy
ragsciy kuriu koncentracija yra virs 1%, ir ignoruojant jy i$sidéstyma specifinése pozicijose
triacilglicerolio molekuléje, vis tiek buty 680 skirtingy kompoziciniy triacilgliceroliy. Pavyzdziui
triacilglicerolis su anglies numeriu C38 gali turéti tokius skirtingus i$sidéstymus (C4:0, C16:0,
C18:0; C4:0, C16:0, C18:1; C6:0, C14:0, C18:1).Riebiyjy rugsciy iSsidéstymas triglicerolio
pagrinde jtakoja pieno riebalu skoni, fizikines ir maistines savybes [6].

EkologiSkas pienas ir pieno produktai

Ekologiskas pienas ir pieno produktai gaunami i§ gyvuliy, iSauginty ekologinés gyvulininkystés
tkiuose. Jie apdorojami, gaminami, pakuojami, Zenklinami, laikomi, gabenami ir realizuojami,
laikantis ekologiniam tikininkavimui ir gamybai nustatyty reikalavimy. Ekologiskas pienas ir pieno
produktai pasizymi maistingumu, geru skoniu, juos gaminant nenaudojamos sintetinés cheminés
medziagos [7].

Ekologinés gyvulininkystés tikyje laikomasi gyvuliy laikymo reikalavimy ir saglygy, uZztikrinanciy
gyvuliy geroveg:

* Gyvuliy laikymui skirtose patalpose kiekvienam gyvuliui, atsiZvelgiant j jo fiziologija, elgesj,
paveldimus poreikius, skiriama pakankamai erdvés, palaikoma reikiama temperatiira, drégmé, oro
cirkuliacija.

* Gyvuliai Seriami Zole, paSariniais augalais, iSaugintais ekologinés gamybos tkiuose, ir kitais
pasarais bei priedais, kurie leidZiami naudoti ekologinés gyvulininkystés tikiuose. RuoSiant paSarus
nenaudojamos sintetinés cheminés medZiagos.

 Laukai, kuriuose ganosi gyvuliai, negali buti Salia keliy. Atstumas priklausomai nuo transporto
judéjimo intensyvumo svyruoja nuo 20 iki 150 metry.

* Gyvuliy negalima Serti: genetiSkai modifikuotais paSarais bei jy priedais, gyvulinés kilmeés
produktais, augimg skatinanciais ar létinanciais preparatais, hormonais, sintetiniais apetita ar
produktyvumg skatinanCiais preparatais, karbamidu ir kitomis sintetinémis azotinémis
medziagomis, sintetinémis amino rugstimis.

* Gyvuliy sveikatingumas ekologinés gamybos iikyje pasiekiamas uztikrinant geras laikymo ir
priezitiros salygas, apriipinant subalansuotais ir geros kokybés paSarais, tinkama veterinarine
priezitra. Sintetinius medikamentus (ypa¢ antibiotikus) iSimtiniais atvejais gali skirti tik
veterinarijos gydytojas. Po tokio gydymo pieng galima tiekti tik iSlaukus nustatytg terming.

Ekologiskos zaliavos pieno produktuose turi sudaryti ne maziau kaip 95 proc. Gali biti iki 5 proc.
neekologisky zemés tkio kilmés sudétiniy daliy, maisto priedy bei pagalbiniy medziagy, kurie



leidziami naudoti ekologinéje gamyboje. Draudziama naudoti sintetinius maisto priedus ir
pagalbines medziagas.

Ekologiskiems produktams perdirbti leidziama naudoti mechaninius, fizinius ir biocheminius
procesus. Draudziama ekologiskus produktus apdoroti jonizuojanciais spinduliais, auksto daznio
srovémis ir naudoti cheminius apdorojimo biidus.

Prekyboje ekologiska pieng ir pieno produktus galima atpazinti pagal jy zenklinimg. EkologiSko
pieno ir pieno produkty etiketéje turi biti:

» uzrasas "Ekologiskas...";
* sertifikavimo jstaigos pavadinimas, adresas ir jos logotipas.
Etiketéje gali bati:

* specialus Europos Sajungos logotipas su uzrasu lietuviy ar kitos Salies narés kalba ,,Ekologinis
zemés tukis";

» lietuviskas ekologinio Zemés tukio zenklas.

2.2. Stabiliy izotopy principas

Izotopas - tai branduolys turintis tg patj protony skaiéiy, bet skirtingg neutrony
skaiCiy. Izotopai skirstomi j dvi rasis - stabilius ir nestabilius. Nestabilas izotopai vadinami
radioaktyviaisiais izotopais. Yra zinoma apie 300 natiraliai atsirandan¢iy izotopy. lzotopinio
santykio matavimuose sutelkiamas démesys j $iy lengvyjy elementy izotopus: vandenilio, anglies,
azoto, deguonies, sieros. Dauguma lengvyjy elementy turi skirtingus izotopy santykius. Jprastai
vieno izotopo yra gausiau negu kito. Pavyzdziui *C gamtoje yra 98,89%, o '*C tik 1,11%. 1
lentel¢je pateikiama vidutiné izotopy, dazniausiai naudojam;j stabiliy izotopy matavimuose, gausa
gamtoje [8].

1 lentele. Lengvyjy stabiliy izotopy pasiskirstymas gamtoje [8].

Vandenilis Anglis Azotas Deguonis

'H - 99.984%

12¢C - 98.89%

14N - 99.64%

80 - 99.763%

D - 0.0156%

BCc-1.11%

BN - 0.36%

170-0.0375%

85 -0.1995%




Sunkieji izotopai dalyvauja tose paciose cheminése reakcijose kaip ir lengvieji
izotopai, bet dél to, kad jie yra sunkesni, cheminés reakcijos vyksta 1é¢iau. Dél $iy mazy reakcijy
greiCiy skirtumy, reakcijos produktai turés kitokj izotopy santykj lyginant su pradinémis
medziagomis. Zinant tiksly izotopy Santykj augaly ir gyviiny audiniuose mes galime suZinoti apie
procesus, kurie lemia audiniy susidaryma. IS Sito mes galime suzinoti ar augalo Saknis ima vandenj
1§ lietaus ar i§ gilaus pozeminio vandens Saltinio, vandens panaudojimo efektyvumag miske, kuo
gyvinas maitinuosi savo gyvenime ir kur jis randasi maisto grandinéje, ir pasaulinius anglies
dioksido $altinius atmosferoje. Istorines medziagos, kurios gali bati keleto tikstan¢iu mety senumo,
gali biiti analizuojamos tuo pac¢iu budu, leidziant palyginti dabartine ir senovés aplinkas [8].

Bet prie§ pradedant analize yra svarbu suprasti Kaip specifiniai bandiniai gali biti
paveikti jvairiais procesais, pavyzdziui izotopy frakcionavimu. Izotopy frakcionavimas sukelia
stabiliy izotopy gausos variacijas. Frakcionavimas yra sukeltas dél cheminiy ir fizikiniy savybiy
skirtumy tam tikroms atominéms maséms ir susijes su izotopy mainy ir kinetiniy procesy reakcijy
greiciais. Vienas i§ pavyzdziy izotopy mainy procesy, sukelian¢iy frakcionavimg yra temperattiros
poky¢iai. Todél temperatiiros stabilumas yra svarbus matavimo jrangoje. Dujy slégis irgi gali turéti
reikSmingg vaidmenj nustatant frakcionavimo dydj. Keli pavyzdziai kinetinio izotopy efekto biity
garavimas ir kondensavimas, difuzija ir atsiskyrimo reakcijos.

Suprasti procesus, kurie gali paveikti izotopu santykius specifiniuose bandiniuose, yra svarbus
zingsnis siekiant suprasti, kaip apskaiciuojamos izotopy delta vertés (5).

2.3. Delta verteé o

Rutininiais masiy spektrometrais néra lengva iSmatuoti absoliuty izotopy santykj ar
paplitimg. Tam reikalingi labai sudétingi masiy spektrometrai. Tyrinétojus daugiausia domina
stabiliy izotopy koncentracijy kaitos palyginimas, o ne tik jy absoliutus paplitimas. Tod¢l taikomas
supaprastinimas, matuojamas ne tikras izotopy santykis, o tariamas (angl. apparent) izotopy
santykis, kurj galima lengvai nustatyti dujy Saltinio masiy spektrometrijos metodais. Tariamas
santykis skiriasi nuo tikro santykio dél matavimo sistemos, prietaisy tikslumo ir daugelyje
laboratorijy biity skirtingas. Taciau matuojant tuo paciu prietaisu ir tuo paciu laiku Zinomg etalong
(angl. reference) ir tiriamg méginj, galima méginj palyginti su etalonu. Taigi, izotoping
koncentracijg iSreiskia iSmatuoto izotopy santykio bandinyje ir iSmatuoto izotopy santykio standarte
skirtumas. Sis skirtumas zymimas delta simboliu. Kadangi frakcionavimo procesai nelemia izotopy
koncentracijy Zymiy kaity, tai & reikSmeés iSreiSkiamos tukstantosiomis dalimis arba promilémis
(%o), palyginus su standartu [9]:

13, _ (*¢/"?Cypandinys _ ) 0

5 C N ((13C/12C)standartas 1 1000 A)O (1)
Jei 8-reik§mé yra teigiama, sakykime +10%o, tai méginyje yra 10 promiliy daugiau *C nei
standarte, arba sakoma, jog bandinys yra praturtintas **C (arba “sunkesnis™) 10%o, palyginus su
standartu. Panaiai, jei bandinys yra nuskurdintas *C (arba “lengvesnis”) 10%o, palyginus su
standartu, tai yra iSreiSkiama 8"3C bandinio=-10%o V-PDB [9].

2 lentele. Tarptautiniy standarty absoliutinés izotopy santykio vertés [8].



Standartas | Rsiandarto Atomas
V-SMOW | 0.0001557 ’H
V-PDB 0.011056 B¢
V-SMOW | 0.0020004 e)

N AIR 0.003663 BN

Pagrindines atraminés medziagos, naudojamos izotopy santykio masiy spektrometrijoje, yra §ios:

V-SMOW (Standard Mean Ocean Water) - naudojamas 8°H ir 80 izotopy matavimams. Sis
standartas yra i$ viso pasaulio skirtingy vandenyny bandiniy vidurkis.

V-PDB (Pee Dee Belemnite) - naudojamas 8'>C matavimams. Sis standartas tai CaCOj i§ belemnito
karbonato, randamas piety Karolinoje.

Atmosferinis azotas - naudojamas &N matavimams. Oras turi labai homogeniska izotopy
kompozicijg ir dél to jis pasirinktas kaip geras etalonas.

Laboratoriniai standartai yra patikrinami dél tikslumo palyginus su tarptautiniu mastu zinomomis
etaloninémis medziagomis, kuriy vertes nustato Tarptautinés atominés energijos asociacija
(TATENA) Vienoje, Austrija. Sie, savo ruoztu, kalibruojami lyginant su pirmykste atramine skale
konkre¢iam izotopui [8].

2.4. Stabiliy izotopy matavimy taikymas

Stabiliy izotopy matavimus galima naudoti pagrindiniams ekologiniams procesams
uZregistruoti, apibrézti, atsekti. Sis analitinis metodas yra vienas populiariausiy ekologijoje dél to,
kad galima pateikti rezultatus natiiralios gausos lygiais [10]. Izotopy santykiai augaly ir gyviny
audiniuose taip pat ir organiniai ir neorganiniai junginiai dirvoZemyje parodo laiking susijungima
fiziologiniy ir ekologiniy procesy vietoveje. Jy susijungimo laikotarpiai priklauso nuo nagringjimo
audinio arba elementy kaitos lygio. Be to, gerai susimaiSiusiy izotopy santykiy gamtiniai
rezervuarai tokie kaip atmosfera, upeliai ir vandeningieji sluoksniai, parodo, kad $altinio sgnaudos
prisijungia ] sistema, apimancios didelius erdvinius mastus.

Izotopai rodo pagrindiniy ekologiniy procesy buvi ir dydj. Daugelis ekologiniy
procesy sukuria i$skirting izotopy Zyme. Tokiy procesy buvimas arba nebuvimas ir net jy dydis,
palyginus su Kkitais procesais, yra parodomas stabiliy izotopy santykio reik§me, palyginus su
zinomomis vertémis.

Izotopai jraSo biologinius pokycius j besikeiCiancig aplinkos bikle. Tais atvejais, kai
medziagos ar likuc¢iai kaupiasi laipsniSkai, pvz., medzio zieduose, gyviinu plaukuose ir ledo
Serdyse, izotopy santykis gali biiti naudojamas kaip sistemos atsakas j kintanc¢ias aplinkos salygas
arba kaip aplinkos pokyciu registras.

Izotopai parodo pagrindiniy elementy ir medziagy kilme ir judéjimg. Dél izotopy
frakcionavimo, susijusio su fizinémis ir biologinémis reakcijomis, maistiniy medziagy ir elementy
istekliai vidaus ekosistemose tarp jy daznai skiriasi izotopiskai. Dél to esminiy elementy kilmé ir
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organizmo jgyty resursy kilmé lengvai atsekama naudojant izotopy santykius. Stipras geografiniai
modeliai, susij¢ su izotopy zymés svyravimu, suteikia galimybe atsekti medziagos ar komponento
judéjimag arba kilme kontinentiniame mastelyje.

2.5. l1zotopy cirkuliacija biosferoje

Izotopai cirkuliuoja biosferoje, frakcionavimas ir maiSymasis sukuria reguliarig
izotopy charakteristika Zeméje. Elementy ir izotopy Kiekiai, jeinantys j cirkuliacija yra svarbus, su
dideliais izotopy telkiniais uZztikrinanciais stabilumo taskus ir iSreiSkia bendra izotopy apykaita.
Keletas 1§ $ity dideliy stabiliy izotopy telkiniy yra vandenynuose, jskaitant vandenyno vandenj
vandenilio ir deguonies izotopams, neorganines anglies telkiniai vandenynuose anglies izotopams,
ir siera i§ juros sieros izotopams. Atmosferinis N, rezervuaras sutelkia dideli telkinj N ciklui. Visi
Sie biosferos telkiniai yra dalis dar didesniy geocheminiu rezervuary, cirkuliuojanciy planetoje [11].

Siems létai kintantiems elementy ir izotopy telkiniams frakcionavimas yra pokyéiy
parametras. Kai augalai ir mikrobai jsisavina maistines medziagas ir CO,, frakcionavimas
dazniausiai parodo stipriausius C, N, S izotopy signalus biosferoje. H ir, O izotopams,
frakcionavimas per reakcijas su vandeniu yra svarbios kontroles parametras. Sios frakcionavimo
reakcijos visiems penkiems elementams pazymi substancijas, kurios maiSosi ir rekombinuoja,
kompensuojant ir panaikinant frakcionavimo efektus. Tai yra bendra cirkuliacija, procesas
sukuriantis izotopy signalus i§ dideliy rezervuary frakcionavimo metu, tada panaikinantis signalus
maiSymosi metu.

Biosferoje egzistuoja charakteringy izotopy verciy modeliai. C, N, S izotopams
charakteringi izotopy modeliai gaunami i§ keleto faktoriy, jskaitant didelius rezervuarus, keletas
pagrindiniy fermenty, jeinan¢iy j resursy jsisavinima, ir jprastos stoichiometrijos, kurios apjungia
organines materijos ciklus. Hidrologiniai garavimo ir kondensacijos procesai yra svarbus H ir, O
izotopy verciy struktiirai biosferoje.
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Atmosfera
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O E
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Tropiniai C-4
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augalai
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Eleras Vandenynas

4 pav. 8"3C pasiskirstymas ekosistemoje. Pavienés rodyklés nurodo CO, srautus. Dviguba rodykle
nurodo pusiausvyra izotopy frakcionavime¢. Skaiciai rezervuaruose parodo §3C vertes (%o0), 0
skaicCiai prie rodikliy parodo frakcionavima (A, %o) pernasos metu. Neigiamos 83C vertés parodo,
kad yra maziau sunkiyjy izotopy palyginus su standartu [11].
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Gilus vanduoNO3 44 1o +6
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5 pav. 8"°N pasiskirstymas ekosistemoje [11].
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6 pav. 5°*S pasiskirstymas ekosistemoje [11].

Fotosintezé yra viena i$ svarbiy reakcijy valdanciy anglies cirkuliacijg biosferoje.
Anglies izotopy kitimai fotosintezés metu yra gerai iSstudijuoti, ir fermentas ,ribulose-1,5-
bisphosphate-carboxylase/oxygenase” (Rubisco) katalizuoja CO, fiksacija j augaly cukrus.
Frakcionavimas mazina izotopy vertes nuo -8%o atmosferiniam CO> iki -28%o cukrams esamiems
medziy lapuose. Frakcionavimas taip pat vyksta kity elementy pa¢émime H, N, O, S Zymint
augancius augalus ir mikrobus izotopiniu biidu. Ekologai naudoja izotopinj zyméjimag norint
pamatyti sgveikas tarp jvairiu jsisavinimo procesy, ir taip darant, randa cheminius jrodymus
pabrézti mazus skirtumus tarp skirtingy rasiy augaly ir gyviiny. Frakcionavimas yra naudingas
norint suprasti kaip augalai ir mikrobai funkcionuoja biosferoje. Kai rySiai yra sukuriami ir
panaikinti atominiame lygmenyje, tai yra vieta kurioje pasireiSkia frakcionavimas ir zymiy
jvedimas.

MaiSymasis taip pat atsiranda izotopy cirkuliacijos metu. Kai didesnés molekulés
tiesiog paimtos kartu be pokyciu tarp jy sarySiu, tada reikia atkreipti démesj i maiSymasi. Kaip
pavyzdys, augaly anglis i$ skirtingy Saltiniy maiSosi dirvozemyje, grobuonis mai$o aukos organines
medziagas savo mityboje, mikrobai naudoja substraty misin;.

Po maiSymosi ir pakartotinio persimaiS§ymo, beveik visa organiné materija yra
suskaldyta j paprastas molekules kurios kaupiasi dideliuose rezervuaruose, vél ruosiantis sintezés ir
frakcionavimo etapui. Per Sita cikla, buvo laiko atsirasti zyméms per visa biosfera, einant prie
charakteringy izotopy modeliy. Bet yra tick daug impulsiniy jvykiy kaip audros, sezonai, vandens
pakilimai, tarSos jvedimas, kurie jveda trikdZius izotopy modeliuose.
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2.6. Anglies ciklas

Anglies ciklas apima atmosferinius CO, mainus tarp antzeminés ekosistemos ir
vandenyno pavir§iaus. Atmosferinio 81C vertes mazeja kaip atsakas ] jneSima B3¢ i3 igeikvoto CO,
i§ i8kaseny kuro ir biomasés deginimo ir puvimo. Per pastaruosius 100 mety sumazéjimas galéjo
biiti beveik 1%o, nuo -7%o iki -8%o. Anglies jsisavinimas dominuojanc¢iuose Zemeje C3 augaluose
apima apie 20%o tarp atmosferinio CO, ir augalo biomasés (-28%o). Anglies jsisavinimas C4
augaluose, pagrinde tropinés ir druskingosios zolés, apima maza frakcija apie 5%o. Dirvozemio
organine materija globaliai savyje turi daugiau anglies negu atmosfera arba gyvyjy augalu biomasé
ir yra truputj praturtinta **C lyginant su dominuojangiaja augmenija [11].

CO; mainai tarp atmosferos ir vandenyno pavirSiaus susije¢ su cheminio frakcionavimo
pusiausvyra tarp atmosferinio CO,(-8%o) ir viso CO, (XCO,,daugiausia biokarbonatai) vandenyno
pavirSiaus vandenyje (apie 1%o). Anglies paSalinimas i§ karbonaty apima mazg izotopy
frakcionavimo dalj, tuo tarpu jsisavinimas neorganinés anglies planktono fotosintezéje apima
didesn¢ kinetine frakcija negu rezultatai dumbliy vertése apie -19%o iki -24%o.

B3C komponengiy turinys anglies cikle gélame vandenyje placiai skiriasi priklausomai
nuo istirpusio CO; Saltinio vandenyje. | $iuos $altinius jeina oro poveikis j karbonato akmenj,
mineraliniai $altiniai, atmosferinis CO,, ir organines materijos kvépavimas. Kur kvépavimo indéliai
dideli, 8**C vertés istirpusiai neorganinei angliai gali siekti -20%o, ir dumbliams kurie toliau
frakcionuoja anglies jsisavinimo metu gali iSmatuoti iki -45%eo.

Augaly CO; ciklo jtaka j "*C

Augalai ir mikrobai yra svarbiis norint suprasti elementy ir izotopy cirkuliacija
biosferoje, nes daugelis izotopiniy santykiy, kurie maiSosi biosferoje, yra sugeneruojami
frakcionavimo metu, kai augalai ir mikrobai jsisavina maistines medziagas ir CO; [11].

C3 augalai, tokie kaip medZiai, kriimai ir daugybé Zoliy, turi maZesng §3C verte negu
vidurkis apie -28%o, o C4 augalai tokie kaip kukuriizai, cukranendrés ir sausyjy vietoviy zolés turi
didesne verte negu vidurkis -13%o. Sie izotopy skirtumai kyla fotosintezes metu, kai anglies atomai
yra jtraukiami j 3-anglies (C3) arba 4-anglies (C4) cukrus formuojantis naujiems cheminiams
rySiams.

Augaly fotosintezés efektai yra toli siekiantys misy biosferoje, ir pleciasi iki
atmosferiniy CO, S$altiniy, kuriuos augalai naudoja fotosintezéje. CO, koncentracijos atmosferoje
apskritai did¢ja dél iskastinio kuro sunaudojimo, dél to augaly ir mikroby yra sezoninés variacijos.
CO; lygiai krenta vasara augimo sezone kai augaly fotosintezé yra aktyvi. Augalai jsisavina anglj
vasara iSeikvodami atmosferinio CO; Saltinius. Véliau metuose, kai ateina ruduo ir Ziema, augalu
fotosintezé silpnéja, o kvépavimas tampa dominuojanc¢iu, CO, vertes atmosferoje atsistato.

Sezoninés CO, dinamikos koncentracijos turi sarySi su izotopy dinamika. Anglies
izotopai parodo atvirks¢ia modelj, su didesnémis &'°C vertémis vasara ir maZesnémis Ziema. Sis
atvirksStinis santykis parodo izotopy frakcionavimg, su vasaros fotosinteze paimant angli su
maZomis 5C vertémis apie -28%o, dé¢l to likgs atmosferinis Saltinis patiria izotopu praturtinimag ir
jgauna pastebimai didesnes 8'°C vertes. Atmosferinis frakcionavimas dalija savo efektus tarp
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augaly ir atmosferos, sukuriant izotopiSkai lengvesnj produkta (augalus) ir paliekant sunky substrata
(atmosferinj CO,). Padarant iSvada, rudens ir Ziemos salygos atSaukia $i procesg ir augaly ir
dirvoZemio anglies atsistatymas per kvépavima graZina mazas 8*°C anglies vertes j atmosferos CO>
rezerva, ir atmosferos 8'°C vertés mazéja rudenj ir Ziema. Kvépavimas yra daugiausiai dél
dirvozemio mikroby.

75

380 s
13
a7t 0°C 8
CO2 ppm o /’_\_/
360 + . : 8.5
0 6 12 0 6 12

Meénuo Menuo

7 pav. Atmosferinio CO, vertés. CO, koncentracijos mazéja vasara augimo sezone (kairysis
grafikas), izotopy frakcionavimas fotosintezés CO, paSalinimo laiku palieka atmosferg praturtinta
BC su didesnémis 8'°C vertémis (desinysis grafikas) [11].

3. Metodiné dalis

3.1. Dujy izotopuy masés santykio spektrometrija

Paprastai lengvy elementy izotopai yra matuojami su dujy izotopy masés santykio
spektrometru (ang. IRMS- isotope ratio mass spectrometer). Masiy spektrometras sudarytas i§ jony
Saltinio, kuris naudojamas dujy jonizavimui ir jy pagreitinimui, skrydzio vamzdeliai su magnetu
naudojami jony atskyrimui ir detektoriaus sistema su Faradejaus kolektoriais skrydzio vamzdeliu
pabaigoje naudojama registruoti izotopus [12].

Visi dominantys elementai turi buti paversti j dujing formg, kad bty galima
1Sanalizuoti jy 1izotopy santykius masiy spektrometru. Yra daugybé biidy bandinio
pavertimui j norima forma, tokie kaip deginimas, cheminé oksidacija, pirolizé ir pusiausvyros
nusistovéjimas. Analités dujos, CO2, N2, CO, Hy ir SO yra jonizuojamos jonu pluosteliu. Jonai yra
i$skiriami pagal jy masés ir kriivio santykj magnetinio sektoriaus analizatoriuje ir detektojami su
dideliu tikslumu izotopy nustatymui milijoniniy daliy diapazone (ppm). Jony Saltiniai
Siuolaikiniuose  izotopy masés santykio  spektrometruose turi  optimaly budg Siy
lengvyjy dujy jonizavimui.
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8 pav. Stabiliy izotopy santykio masés spektrometras su jonu Saltiniu, magnetu ir Faradéjaus lesiy
masyvu vienalaikiam izotopu detektavimui [12].

3.2. Jonizacija

Jony Saltinis naudojamas izotopy masés santykio spektrometrijoje (IRMS). Jis
sudarytas i§ jonizacinés kameros, gijos (angl. filament), gaudyklés, nuolatinio magneto ir
i§ Faradéjaus detektoriy. Didzioji dalis molekuliniy jony susidariusiy jony Saltinyje pereina pro
plysj | magnetinj sektoriy masiy analizatoriuje [12].

Molekuliniai jonai susidaro susidiirus su elektronais, kurie iSsiskiria i§ kar§tos gijos
(katodo) padarytos i§ volframo, renio arba iridzio padengtu toriu. Optimaliai molekuliy iSeigai
elektronai turi kineting energija 70-150 eV.

Teigiamai jkrauti jonai tokie kaip CO,", Ny, ir CO" yra i$traukiami i§ jony kameros su
lauku sukurtu iStraukimo lgSiu. Po iStraukimo 1S Saltinio, jonai yra pagreitinami su didelio
potencialo jtampa nuo 2 iki 10 kV, sufokusuojami ir injektuojami j masiy analizatoriy.

Detektoriaus plote pavieniai surinkéjai (Faradé€jaus kolektoriai) pastatyti zidinio
plokStumoje, norint vienu metu aptikti visas atitinkamas jony sijas, skirtas izotopy santykiui
nustatyti. Dauguma IRMS prietaisy turi paprasta surinkimo sistemg sudaryta i§ dviejy placiy
Faradé¢jaus kolektoriy krasStuose ir siauro Faradéjaus kolektorio per vidurj (universalus trigubas
surinkéjas). Si kombinacija leidzia matuoti CO2, N2, CO ir SO2 izotopy santykius [12].

Du Faradejaus kolektoriai yra pridedami norint matuoti HD/H; santykj. Kai kuriuose
sistemose panaSus magnetinio lauko stipris yra naudojamas Hj taip pat kaip ir CO ir N,. Siuo atveju
Faradéjaus leSiai matuojant Hj yra atskiroje zidinio plokStumoje nedideliu spinduliu. Jeigu yra
panaudojamas daug mazesnis magnetinis laukas stipris, HD surinkéjai yra toje pacioj¢ zidinio
plok$tumoje kaip ir universalus trigubas surinkéjas.

Siuolaikingje masiy spektrometrijoje izotopy vertés ir delta vertés yra automatiskai
apskaiciuojamos ir jraSomos.
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3.3. Masiy atskyrimas

Magnetinis laukas, kuriame jonai nukreipiami, generuojamas elektromagnety. Kai
jonas su masé ,,m* ir kraiviu ,,e* yra pagreitinamas elektriniame lauke dél potencialy skirtumo ,,V*
ir nukreiptas magnetinio lauko stipriy ,,B*, jis turi trajektorijos spindulj ,,r [12]:

__ 14395 [2mV
- B e

(2)
Jeigu B ir V yra pastovis ir jonai turi viena kriivj tada:

r~m (3)

Todél mazesnés masés jonas brézia mazesnj spindulj negu didesnés masés jonai.
Dabartinés priemonés apima masiy dydziy iki 130 m/zsu gretimu masiy atskyrimu.
Elektromagnetai naudojami komerciniuose izotopy masés santykio spektrometruose ir turi
maksimaly lauko stiprj apie 0.75 T su galimybe greitai kaitalioti magnetinj laukg nuo H, iki CO ir
N iki CO; masiy.

3.4. GC/IRMS

Dujy chromatografija (GS) yra naudojama kartu su izotopy Santykio mases
spektrometrija (IRMS) analizuoti atskiru junginiu izotoping sudétj bandinyje. Izotopiné informacija
kiekvieno komponento miSinyje gali buti naudojama nustatyti kilmés Sali, pasiskirstymag ir
organinés medziagos degradacija. Visi junginiai, iSeinantys i$ dujy chromatografinés kolonélés yra
oksiduojami kapiliariniame degimo reaktoriuje iki CO,, N, ir H,O esant 1000°C temperatiirai arba
konvertuojami i CO ir H, kapiliariniame pirolizés reaktoriuje esant 1450°C. NOy pagaminti
oksidacijos proceso metu gali biiti redukuojami iki N, antriniame kapiliariniame reaktoriuje esant
650°C. Naujesnés dujy chromatografinés deginimo technologijos leidZia panaikinti redukcijos
reaktoriaus poreikj. Nauji reaktoriai uZtikrina NOy trikumg junginyje su pilnutiniu sudeginimu
esant 1000°C temperatiirai. Po sudeginimo, vanduo susiformaves reakcijos metu yra paSalinamas
vandens paSalinimo sistema [12].

3.5. Techniné dalis

Dujy chromatografijos sudeginimo izotopy santykio masiy spektrometrija
(GC/C/IRMS) yra specializuota technika nustatyti santykinj santykj tokiu stabiliu izotopu: anglies
(2c/*2C), vandenilio (*H/*H), azoto (**N/**N) ir deguonies (**0/*®0) atskiruosiuose junginiuose
atskirtose nuo sudétingu misiniu. Pirmine saglyga GC/C/IRMS yra ta, kad junginis turi biiti tinkamas
naudojimui dujy chromatografijoje (GC), t.y. jie turi buti lakiis ir termiskai stabiliis. Poliniai
junginiai gali reikalauti tolimesnio cheminio apdorojimo (devaritizacijos) ir tokiu atveju turi biiti
nustatytas stabiliu izotopu santykis devaritizacijos medziagos [13].

9 pav. vaizduojama GC/C/IRMS prietaiso schema. Méginio tirpalas jpurskiamas ] GC

jleidimo anga (ang. Inlet), kur jis iSgarinamas ir neSiklio dujomis (jprastai heliu) perkeliamas j
chromatografine kolonéle. Méginys keliauja per kolonéle, o junginiai esantys turimame miSinyje
atsiskiria dél jy santykines sgveikos su koloné¢les danga (stacionarioji faz¢) ir neSanciosiomis
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dujomis (judancioji fazé). Anglies ir azoto detektavimo atveju junginiai iSeinantys i$
chromatografines kolonéles pereina pro degimo reaktoriy (aliuminio oksido vamzdis, kuriame yra
Cu, Ni, Pt laidu palaikomu 940°C temperatiiroje), kur jie oksiduojami. Toliau eina redukcinis
reaktorius (aliuminio oksido vamzdis, kuriame yra trys Cu laidai palaikomi 600°C temperatiroje),
kad redukuoti, bet kokius azoto oksidus iki azoto. Vandenilio ir deguonies nustatymui reikalingas
aukstos temperattros termines konversijos reaktorius. Vanduo pasalinamas vandens separatoriuje
pracinanciu dujy srautu per vamzdi pagaminta i§ vandeniui pralaidzios nafiono membranos. Tada
méginys jvedamas | MS jonu S$altini per atviro plySio sgsajg. Analizuojamu dujy (CO,, Hy, Ny ir
CO) jonizavimas gali biti pasiektas naudojant elektrony jonizacija (EI). Jonizuotos dujos
atskiriamos vienu magnetinio sektoriaus analizatoriumi dél jy pagreiciai ir yra aptinkamos
Faradéjaus lesiu masyvu, i$ kuriu gauname signalg kuris naudojamas apskaiciuoti galutini stabiliu
izotopu santyki.

utosampleris

FID arba MS

Degimo krosnis
Redukcijos krosnis]

Helis

Elektrony

kaitinimo

sidlelis ~ Jony
akceptorius

atviras padalijimas

GC krosnis Magnetinis analizatorius

L]
iséjimas

Helis + CO2 @‘

Helis + H20 Faradéjaus

>IRMS *+., detektoriai

Jony kreiptuvas
4 P Fokusavimo

leZi
Elektrony gaudyklés =

Stiprintuvai

Kompiuteris

9 pav. GC-IRMS schema anglies izotopy santykio nustatymui, kuomet bandinys paver¢iamas CO,
dujomis ( registruojami m/z santykiai 44, 45, 46) [14].

3.6. Pieno riebaly rigs¢iu (FAME-fatty acids methyl esters) paruoSimas

Norint paruosti meéginj izotopy santykio masiy spektrometriniam matavimui, taikomi sekantys
Zingsniai:

Uzsaldytas bandinys atSildomas karStame vandenyje [15].

450 pl pieno méginio supilama j tiiba (12 ml talpos).

Pridedama 300 ul CH.Cl; ir 3 ml 0,5N normalinés koncentracijos NaOH istirpinto metanolyje,
prapuciama su N dujomis.

Tiiba uZzdaroma.

Sildoma krosneléje esant 90°C temperatiiroje 10 minuéiy laikotarpyje.
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Tiba patalpinama j Saltg vandenj norint greitai atausinti.

Pridedama 3 ml BF; istirpinto metanolyje, prapuc¢iama su N, dujomis.

Tiiba uzdaroma.

Sildoma krosneléje esant 90°C temperatiiroje 10 minuéiy laikotarpyje.

Pridedama 3ml distiliuoto vandens ir 1,5 ml heksano.

Tuba uzdaroma.

Tiba kratoma 1 minute.

Atliekamas centrifugavimas 10 minuciy laikotarpyje esant 2000 rpm (apsisukimu skaicius per
minute).

Riebalai iStirpinti heksane esantys virSutiniame sluoksnyje perpilami j atskirg buteliuka.
Laikomi Saldiklyje iki jy chromatografinés analizés.

4. Rezultatai ir jy aptarimas

4.1. Bandiniy derivatizacija

Karvés pieno méginiai buvo paruosti GC-IRMS analizei pagal derivatizacijos metoda

apradyta pries tai. UzSaldyta pieng paémiau i§ saldiklio. Emiau 1-1,5 ml pieno ir patalpinau j
plastikinj buteliukg, kurj palaikiau stiklingje su S$iltu vandeniu, kad uzsales pienas atitirpty. Su
pipete, kuri gali paimti 100-1000 ul skysé¢io, paémiau 450 ul pieno ir supyliau j 12 ml talpos
plastmasinj buteliukg. Buvo paruostas 0,5N normalinés koncentracijos natrio Sarmas istirpintas
metanolyje. Norint paruosti tirpalg, pasvériau 2 g NaOH table¢iy, kurias sumaliau milteliy pavidaly,
miltelius subériau j $vary indag ir uzpyliau 100ml metanolio. Uzdaryta indg purciau, kol milteliai
pilnai istirpo metanolyje. | buteliukg su pienu jpyliau 3 ml natrio Sarmo istirpinto metanolyje ir 300
ul dichlormetano (CH,Cl,). Dichlormetana émiau i$ butelio su $virkstu, viskas tai buvo atliekama
traukos spintoje. Dichlormetanas yra tirpiklis, o natrio $armas istirpintas metanolyje bazé (protony
akceptorius). Prie§ uzdarant buteliuka, viduje praptciau azoto dujy sSrautu, pasalinant org i$
buteliuko norint iSvengti nepageidaujamy reakcijy tolimesniuose etapuose. Prapiitus azotu, uzsukau
buteliuka. Paruosiau $ildymo krosnele nustac¢ius kaitinimg iki 90°C temperatiiros. Pasiekus norimg
temperatiirg, buteliuka patalpinau j krosnele, kur jis buvo sildomas 10 minuciy esant pastoviai 90°C
temperatiirai. PaSildyta buteliukg j$émiau i§ krosnelés ir patalpinau j stikline su $altu vandeniu tam,
kad greitai atausinti méginj. Su pipete paémiau 3 ml borotriflorido BF3, ir jpyliau i buteliuka.
Borotrifloridas yra ,,Lewio rugstis®, kurios savybé ta, kad ji turi laisva orbitale ir gali priimti
elektrono porg. Prie§ uzdarant buteliukg vél prapti¢iau azoto dujomis. Uzdarius buteliukg patalpinau
i pasildyta krosnele, kur buteliukas buvo sildomas esant pastoviai 90°C temperatiirai 10 minuéiy
laikotarpyje. Pasildzius buteliukg iStraukiau i§ krosneles, su pipete paémiau 3 ml distiliuoto vandens
ir supyliau i buteliuka, tada su pipete paémiau 1,5 ml heksano CgHa4 ir jpyliau j buteliuka ir uzsukau
ji. Heksanas naudojamas kaip nepolinis tirpiklis. Buteliuka pur¢iau norint iSmai$yt turimg tirpala.
Buteliuka patalpinau j centrifuga, kur jis buvo centrifuguojamas 10 minuciy laikotarpyje esant 2000
rpm (apsisukimu skai¢ius per minute). Po centrifugavimo buteliuke skystis buvo pasiskirstes j dvi
dalis, virSutiniame sluoksnyje buvo skaidrus skystis, kurj sudaré heksanas ir jame istirpusios riebaly
rugstys ir apatinio skyscio, kur buvo kiti chemikalai naudoti derivatazacijoje. Kadangi heksanas yra
nepolinis, ir jis aiSkiai atsiskiria nuo polinio tirpalo esancio buteliuko apatinéje dalyje. Su pipete
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paémiau virSutinj skaidryjj sluoksnj ir supyliau j stiklinj 2 ml talpos buteliukg. Buteliukas buvo
laikomas saldiklyje iki matavimo. Naudojantis pipete po kiekvieno chemikalo paémimo pakeiciau
nesvaryjj antgalj i Svary antgalj prie$ imant kiekvieng méginj.

4.2. Matavimai su spektrometru

Visi matavimai, iSskyrus pirmajj, buvo atlikti esant tokiems parametrams:

Bandinio jvedimo j sistema angos (angl. inlet) temperatiira buvo palaikoma 250°C. Vienas
matavimas truko 20 minu¢iy, chromatografineje kolonéléje pradiné temperatiira buvo 80 °C ir buvo
palaikoma 2 minutes, tuomet buvo nustatyta pirmoji rampa kurios metu temperatiira kilo 5°C/min
grei¢iu iki 100°C temperatiiros, pirmosios rampos trukmé 4 minutés, antrosios rampos metu
temperatiira kilo 15°C/min grei¢iu iki 250°C temperatiiros, antrosios rampos trukme 10 minugiy.
Pasiekus nustatytgja temperatiirg, ji dar buvo palaikoma 4 minutes iki matavimo pabaigos.

Prie§ matavimg spektrometre buvo nustatytg matavimo trukmé, temperatiros Kaitos
laikotarpiai. Pirmam matavimui laikotarpis buvo nustatytas 30 minuciy. Bandinys buvo jvedamas j
spektrometrg su mikrolitriniu $virkstu (1-10 pl ribos), i§ buteliuko su bandiniu paémiau 1pul,
pritraukiant bandinj su S$virkStu reikia staigiai pritraukti norint iSvengti oro burbuly. Kai
spektrometras paruos§tas matavimui, per maza anga, esancia virSutinéje Sienel&je (angl. inlet) staigiai
iSpurskiau bandinj i§ Svirksto. Po bandinio jvedimo j spektrometrg mikrolitrinj $virksta praploviau
heksano tirpalu, kad jisai neuzsitersty. Bandinys, patekes j spektrometra, iSkarto iSgaravo, nes toje
vietoje, kur jisai yra jpurSkiamas, yra aukstg 250°C temperatiirg. ISgaraves bandinys judéjo
chromatografinéje kolonél¢je. Medziagos buvo isskiriamos laike — lengvesnés molekulés iseidavo i$
chromatografinés kolonélés grei¢iau negu sunkesnés. Gavus pirmo matavimo rezultatus norint
pagerinti skiriamgja geba sumazinau tolimesniy matavimy trukme iki 20 minuciy. SumaZinus
matavimo trukmé junginiy issiskyrimo laikas sutrumpéja, dél ko gaunamos smailes bus siauresnés.

Matavimui pasibaigus gautieji rezultatai pateikiami spektro pavidalu kuris parodo
uzlaikymo laikg kurio metu buvo uzfiksuota smailé ir tos smailés amplitudé (mV) ir atitinkamai
kiekvienai smailei *C/**C santykis lyginamas su standartu (VPDB).
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10 pav. Karvés pieno rigsciy spektras gautas iSmatavus GC/IRMS sistema pirmajj kartg. Matavimo

trukmé 30 min.
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11 pav. Karvés pieno riigsciy spektras gautas iSmatavus GC/IRMS sistema antrgjj ir vélesniais
kartais. Matavimo trukmé 20 min.

10 pav. ir 11 pav. yra gautieji spektrai ant kuriy abscisiy asies atidétas laikas sekundémis, 0 ant
ordinaCiy aSies atidétas intensyvumas (mV). Pirmosios trys smailés yra atraminés smailés
nepriklausancios bandiniui, likusios smailés atitinka riebaly riigstis matuojamajame bandinyje. Jy
iSsiskyrimas laike yra pagal mase todél zitrint i§ Kaires j deSine jos yra pasiskirs¢iusios nuo

lengviausios iki sunkiausios ragsties.

3 lentele. Karvés pieno riebaly rigiéiy §°C matavimo rezultatai gauti ismatavus GC/IRMS sistema.
Pateikiama kiekvienos smailés uzlaikymo trukmé, amplitudé ir tai smailei atitinkancios rtigsties

8"3C santykis.
Uzlaikymas | Intensyvumas

N, (s) (mV) 83C (%)
1 383.1 349 -17.65
2 550.1 756 -20.04
3 674 2992 -22.27
4 696.2 387 -22.16
5 707.9 342 -30.17
6 723.8 722 -26.99
7 777.9 5133 -27.78
8 790 575 -23.97
9 817.2 164 -27.14
10 866.1 1789 -28.78
11 879.9 4835 -31.39
12 887 234 -31.19
13 898.5 553 -30.116
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14 939.2

691

-29.21

15 1290.6

441

-19.31

4.3. Riebaly rugsciy atpazinimas

Ismatavus bandinius GC-IRMS sistema, gautuose rezultatuose kiekvienam bandiniui
turé¢jome iki 15 smailiy. Kiekviena smailé atitinka vieng i§ riebaly rags¢iy nuo C4:0 iki C24:1n9
riebaly rigsties numerio. Kadangi GC-IRMS metodas néra pakankamai jautrus, norint uzfiksuoti
visas ragstis, matome tik dalj jy. Norint identifikuoti ragstis, pasinaudojau GC-FID (dujy
chromatografinis-liepsnos jonizacijos detektorius) sistema matuotais duomenimis [16]. GC-FID

sistema yra labai jautri anglies matavimuose todél Siuo metodu aptinkamos visos rtgstys.

4 lentelé. Karvés pieno riebaly rigséiy iséjimo laikai ir santykinis intensyvumas matuojant GC-FID

sistema [16].
% nuo
Viso

Riebaly ragstys | Laikas Plotas ploto
C4:.0 3.6751 | 346.0703 2
C6:0 7.5617 | 546.2982 3
C8:0 13.3328 | 680.2452 3
C10:0 19.3339 | 775.9161 4
C11:0 22.1823 | 583.5442 3
C12:0 249413 | 836.5029 4
C13:0 27.5464 | 427.4289 2
C14:0 30.0883 | 938.7607 4
Cl4:1 30.9409 | 420.1657 2
C15:0 32.4768 | 441.1780 2
C15:1 33.3255 | 446.2106 2
C16:0 34.8425 | 1392.3981 7
C16:1 35.3568 | 433.2511 2
C17:0 37.0186 | 423.4977 2
Ci17:1 37.5571 | 475.5128 2
C18:0 39.1968 | 925.0052 4
C18:1n9c/9t 39.5928 | 1470.4976 7
C18:2n6¢ 40.5024 | 409.9875 2
C18:2n6t 40.5935 | 516.7216 2
C18:3n6 41.1265 | 431.3552 2
C18:3n3 41.8148 | 418.0072 2
C20:0 43.2294 | 948.4692 5
C20:1n9 43.5767 | 514.5960 2
C20:2 44.4909 | 459.6371 2
C20:3n6 45.0236 | 373.3903 2
C21:0 45.1405 | 497.4289 2
C20:3n3 45.4960 | 365.1494 2
C20:4n6 45.8366 | 395.0632 2
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C20:5n3 46.9962 | 356.8506 2
C22:0 47.4154 | 923.0383 4
C22:1n9 47.9114 | 508.3601 2
C22:2 49.2619 | 430.7845 2
C23:0 50.1635 | 407.6153 2
C24:0 53.7698 | 669.8167 3
C22:6n3 54.5082 | 313.6678 1
C24:1n9 54.6342 | 463.0820 2

Norint identifikuoti miisy gautasias smailes, kurios atitinka kiekvieng riigtj, palyginau riebaly
rigsciy santykinius intensyvumus tarp GC-IRMS sistemos iSmatuotais rezultatais ir GC-FID

sistemos rezultatais (12 pav.).
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B GC-FID
B GS-IRMS

12 pav. Riebaly ragséiy santykiniy intensyvumy palyginimas,

(vaizduojama pilkai) ir GC-IRMS sistemomis (vaizduojama juodai).

kuomet matuota GC-FID

12 pav. gautas paskaiciavus santyki tarp kiekvienos smailes intensyvumo ir intensyviausios smailes
duotajam metodui. Tada palyginame santykinius intensyvumus tarp GS-IRMS ir GS-FID. Smailes
kurioms santykiniai intensyvumai tarp dviejy metodu yra panasiis atitiks tas pacias riebigsias

rugstys.
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Palyginus riebaly rugs¢iu santykinius intensyvumus tarp dviejy matavimo sistemy ir jvertinus tai
kad junginiai iSsiskiria pagal masé iSeidami nuo lengviausio iki sunkiausiojo galima identifikuoti 4
intensyviausias smailés iSmatuotas GC-IRMS sistema. Gauname tokias riebaly riigstis pradedant
nuo intensyviausios smailés: C16:0, C18:1n9, C14:0, C18:0.

4.4. Pieno riebaly riigitiy & °C vertés
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13 pav. Karvés piene esanciy riebaly riigSciy anglies izotopy santykio vertés skirtinguose
bandiniuose.

Matuotieji pieno bandiniai buvo surinkti Glitiskiy kaime laikomos karvés skirtingais mety
laikotarpiais (5 lentelé).

5 lentelé. Pieno bandiniy rinkimo laikotarpiai.

Bandinio Paémimo
Nr. data
1 2014-08-03
2 2014-04-23
3 2014-05-20
4 2014-01-18

Pastebimas §3C izotopy santykio kitimas laike, kai 8*3C vertés mazéja pereinant nuo Ziemos
laikotarpio iki vasaros laikotarpio. Tai atitinka su literatiroje aptinkamu riebaly rugiciy 5-°C
sezoniniu kitimu, kuomet Ziemos 8*3C vertés yra didesnés negu vasaros 8C vertés [17]. Didesnes
8"3C vertes ziema lemia tai kad néra $viezios Zolés ir karvé yra maitinama kitokiu pasaru.
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Palyginus gautas riebaly riigsciy vertes su Slovénijoje karviy piene iSmatuotomis, gauname tokius
rezultatus: C16:0 atveju vidutines 8*3C  vertés yra -29,6 %o, 0 C18:0 atveju vidutinés vertés yra -
34,6%0 [18]. Miisy atveju iSmatuoty ragsciy vertés patenka j Sias ribas.

Remiantis literatiira, C18:1 riebaly riigi¢iy 8'°C vertés lyginant su C18:0 ragiciy 8*°C vertémis
turéty biti praturtintos *C [19], tuo tarpu i¥matuotosios 8'°C vertés tarp ity riigs¢iy nesutampa.
Gauname, kad C18:1 riebaly rigs¢iy 8*°C vertés lyginant su C18:0 rigiciy 6°C vertémis yra
nuskurdintos **C atzvilgiu.

Toliau buvo iSmatuoti tokie bandiniai: vienos karvés augintos ekologiniame tikyje pieno méginiai
rinkti tarp 2014 ir 2016 mety, Sitie pieno bandiniai buvo laikomi uzsaldyti Saldiklyje iki jy
paruosimo matavimams, lietuviskas pienas parduodamas parduotuvése i$ skirtingu gamintoju pirktu
ziemos sezonu, lenkiskas pienas parduodamas Lietuvoje ir pienas parduodamas turguje. Siose
matavimuose buvo nagrinéjamos tik C16:0 ir C18:0 riebiosios ragstys, nes jos yra intensyviausios ir
jy 8C vertes priklauso nuo karves suvartojama maisto. Siose matavimuose bandoma atskirti
ekologiska pieng nuo jprastinio pagal C16:0 ir C18:0 riebiyjy rigsciy §8'3C vertes.

4.5. Anglies izotopy santykio matavimai ekologiSkame piene

m C16:0

. o C180

28]

-29_-.

30dl

31 m | %

s2de L w7 '
334 J [ ¢
Qd -34-] §$ E 9 0 +
“© 13

) 1
i 30
-35 4 14
36 2 T
- 7.8
6

-37 - ®
5

-38 : : : , . : . , . ,
1/1/2014  7/1/2014 112015 7/1/2015  1/1/2016  7/1/2016

14 pav. Riebiyjy rigsciy C16:0 ir C18:0 8*3C vertés karvés piene i§ ekologisko tikio surinkty 2014
ir 2016 metais. Taskai pazyméti kvadratais parodo C16:0 riebiosios ruigities 5°C vertes, o
apskritimai parodo C18:0 riebiosios riigsties 83C vertes. Taskai pazyméti numeriais 7 ir 8 parodo
bandinius paimtus artimu laiku.

I§ 14 pav. pastebima, kad C18:0 riebiosios riigities 5'°C vertés visada yra mazesnés uz C16:0,
18skyrus du taskus kur C16:0 riigsties 813C vertes buvo Zemesnes (taSkai pazyméti numeriais 10 ir
12) bet kadangi Sie taSkai turi ganétinai nemazas paklaidas ir abejy riigS¢iu verciu paklaidos
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persikloja galima teigti, kad tikrosios vertes turétu biiti tokios kur C18:0 riigSties vertés yra
7emesnes. Taip pat i§ grafiko 14 pav. pastebima tendencija kuri parodo riebiyjy riagsciy 6°C veréiy
mazgEjimg pereinant nuo ziemos Sezono prie vasaros sezono 2014 metais (taskai pazyméti numeriais
nuo 1 iki 5), toks pat pokytis pastebimas ir 2016 metais (taSkai pazyméti numeriais nuo 10 iki 14).
Toki kitimg galima paaiskinti dél Sviezios Zoles jvedimo j karves mityba. Nes Sviezia zole yra
labiau nuskurdinta §*3C, o abiejy riebiyjy riigi¢iu vertes priklauso nuo gyviino mitybos kas ir lemia
abejy riigsc¢iu kitimg maz¢jimo linkme pereinant nuo ziemos iki vasaros sezono. Bet C16:0 riebiyjy
rugsciu vertes 2016 metu laikotarpyje (taSkai pazyméti numeriais nuo 12 iki 14) kito ne maz¢jimo
linkme, bet did¢jimo. Toks kitimas galéjo atsirasti dél to, kad C16:0 riigstis taip pat gali biiti
fermentuojama gyvulio organizme kas ir lémé verciy padidé¢jima.
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15 pav. Riebiyjy riigs8ciu C16:0 ir C18:0 813C ver¢iy skirtumas karvés piene 1§ ekologinio ikio.
Bandiniai rinkti 2014 - 2016 metais.

Is 15 pav. zidirint 1 2014 metu laikotarpi pereinant nuo ziemos sezono prie vasaros sezono (taskai
paZzyméti numeriais nuo 1 iki 8) matomas C16:0 ir C18:0 riebiyjy rugiciy §*3C skirtumo mazéjimas,
bet zidirint ] 2016 metu laikotarpi pereinant nuo ziemos sezono prie vasaros sezono (taskai pazyméti
numeriais nuo 10 iki 14) matome C16:0 ir C18:0 riebiyjy ragsciy 813C skirtumo didéjima. Abejose
laikotarpiuose 2014 ir 2016 metais matome skirtinga pokyti tarp riebiyjy ragsciy skirtumo. Galima
teigti, kad C16:0 ir C18:0 riebiyjy riigs¢iy 8"°C skirtumas néra atsikartojantis sezonikai.
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16 pav. C18:0 riebiosios rigsties 8**C verciy priklausomybe nuo C16:0 riebiosios riigsties 5°C
ver¢iy. Pieno bandiniai rinkti ekologiniame tikyje 2014 - 2016 metais.

IS 16 pav. galime matyti riebiyjy riig§ciy 83C verciu kitimg riebiosiose rugstyse C18:0 ir C16:0
piene 1§ ekologisko iikio tarp 2014 ir 2016 metais. C18:0 riebiajai riigSciai didZiausia 83C verte
buvo -30,44%o, 0 maziausia -36,86%o. C16:0 riebiajai rigséiai didZiausia §13C verte buvo -29,09%o,
0 maziausia -33,91%o.
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4.6. Anglies izotopy santykio matavimai pirktiniame piene
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17 pav. Parduotuvése pirkto pieno Ziemos sezono metu 8°C vertes C16:0 ir C18:0 riebiosioms
ragstims. 6 skirtingy gamintojy, raidémis (a-i) Zyméjimai nurodo skirtingus produkto pavadinimus,
taskai sujungti linijomis parodo ver¢iy pokytj tam pac¢iam produktui piktam skirtingu laiku ziemos
sezone. TaSkai "a-f" LietuviSkas pienas parduodamas parduotuvése be ekologinio produkto
zymeéjimo. Taskas "g" yra lenkiSkas pienas parduodamas Lietuvoje, taskas "h" pienas su ekologiSko
produkto etikete, taSkas "i" naminis pienas parduodamas turguje.

I§ 17 pav. galima matyti, kad pirktiniame piene C18:0 riebiosios riigities 8"°C vertés yra maZesnes
uz C16:0 riebiosios rugsties vertes kas atitinka pastebéjimg ekologiniame piene 17 pav. Taip pat
pastebima, kad lietuvisko pieno gamintojai naudoja skirtingg pasarg ir net tarp to pacio gamintojo
pieno produktams su skirtingais pavadinimais (taskai "b" ir "c¢" antram gamintojui ir taskai "d",
"e"," f' treClam gamintojui) nes matomas skirtumas tarp 83C veréiu riebiosioms rugstims tarp
gamintoju. Tarp apjungty tasky (taskai nuo "a" iki "f"') matomi e poky¢iai riebiosioms riigStims
kurie parodo poky¢ius gyvulio mityboje kurie taip pat skiriasi net ir tarp to pacio gamintojo.
Kiekvieno i iSmatuoty pieno produktu gamyboje naudojama kitokia gyvuliy $érimo strategija, kuri
neatsikartoja net ir tarp to pacio gamintojo tarp jo produktu su skirtingais pavadinimais. TaSkui "g"
lenkiSkam pienui 83C vertés C18:0 rigsciai yra panaSioS kaip ir lietuviSkam pienui, bet skiriasi
C16:0 verté - ji yra didesné. Taske "h" ekologiSkam pienui §%C vertes abiejoms ragstims yra
panaSios ] paprasto pieno vertes. Taskui "i" pienui nupirktam i§ turgaus gautos labai dideles
paklaidos kurios galéjo atsirasti bandinio paruoS§imo metu, bet ne dél matavimo netikslumo.
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18 pav. Lietuvoje pirkty Ziemos sezono metu pieno bandiniy C18:0 riebiosios rigsties 5°C verdiy
priklausomybe nuo C16:0 riebiosios riigsties §'°C veréiy.

18 pav. matome riebiyjy rugsciy §13C ver¢iy kitimg riebiosiose riigstyse C18:0 ir C16:0 piene
pirktame 1§ parduotuviy Zemos sezone. C18:0 riebiajai rigsciai didziausia 83C verte buvo -24,37%,
0 maziausia -32,35%o. C16:0 riebiajai rugsciai didziausia §13C verte buvo -18,83%o0, 0 maziausia -
29,61%o.
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4.7. Ekologinio ir jprasto pieno atskyrimas
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19 pav. Riebiyjy rigsciy C16:0 ir C18:0 8"3C veréiu skirtumas karvés piene i§ ekologinio tikio ir
pirktinio pieno.

I3 19 pav. matoma, kad C16:0 ir C18:0 8*3C ver&iu skirtumas yra panaSus ir ekologiniam pienui ir
pirktiniam pienui. Vienintelis skirtumas, kad vienu atveju pirktiniame piene skirtumas jgavo
didesne verte, o ekologiniame keleta kartu Zemesnes vertes su neigiamu skirtumu tarp ragsciu. IS
Sito galima teigti, kad 83C vertiu skirtumas tarp C16:0 ir C18:0 riebiyjy riigS¢iu néra tinkamas
parametras atskirti ekologiSka pieng nuo jprasto.
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20 pav. C18:0 riebiosios rigsties 8"°C ver¢iy priklausomybe nuo C16:0 riebiosios rigities 8°C
ver¢iy pasiskirstymas ekologiniame piene ir pirktiniame piene.

IS grafiko 20 pav. galima atskirti ekologiSka pieng nuo jprastinio pagal C18:0 ir C16:0 riebiyjy
rugsciu 8"3C vertes. EkologiSkam pienui atitinka tokios 613C vertes C18:0 rugsciai nuo -30,44%o ir
C16:0 rugsciai nuo -31%o ir einant mazejimo linkme Siy rigsciy vertéms. Pirktiniam jprastam
pienui atitinka tokios vertes 8"3C vertes C18:0 rigsciai nuo -30,3%o ir C16:0 rugsciai nuo -29%o ir
einant didéjimo linkme $iy rigsciy vertéms. Taskai papuolantys tarp -30%o ir -29%o C16:0 rugsciai
ir tarp -33%o ir -30,7%0 C18:0 rugsciai (grafike apskritimu pazyméta vieta) reikalauja papildomo
nagringjimo, kad tiksliau identifikuoti pieng. Grafike 20 pav. | apskritimg papuola 6 taskai. Trys
taskai apskritime atitinka jprasta pirktini pieng, kadangi Zinoma, kad Sitie taSkai néra ekologinio
pieno taskai, taigi nagrin€jimo nereikia. Vienas taSkas apskritime yra pienas i$ turgaus, kadangi
nezinoma ar tai ekologines tkininkystes pienas ar ne, reikia turéti papildomu matavimu i§ skirtingu
laikotarpiu, kad matyti kuria linkme iSsidéstys taSkai, tada galima bus tiksliau pasakyti ar tai
ekologinis pienas ar ne. Taip pat i apskritimg patenka du ekologinio pieno taskai. Kairysis taskas
yra i§ ekologinio iikio karves ir turima daugiau taSku tam pienui, jie yra linke prie Zemesniy verciy
kaip ir biidinga ekologiniam pienui, todel kairysis taSkas apskritime yra priskiriamas ekologiniam
pienui. Paskutinis taskas apskritime nurodytas rodykle yra pirktinis pienas su ekologinio produkto
etikete. Kadangi kaip ir pienui i$ turgaus yra tik vienas taskas ir jis patenka ji apskritimg sunku yra
nustatyti autentiSkumg produkto, todél reikia papildomai iSmatuoti pieno méginiy i$ skirtingu
laikotarpiu, kad galima butu pasakyt ar Cia tikrai yra ekologinis pienas. Jeigu taskai i§sidéstys link
Zemesniy verciy pienas yra ekologiSkas, o jeigu taskai eis link didesniu verciu tai parodys produkto
klastojimg ir neteisingg produkto Zenklinima.

31



Isvados

Pastebéta, kad C16:0 riebiyjy rugiciy §°C vertés yra visada didesnés uz C18:0 riebiyjy rigiciy
83C vertes tiek ekologisko, tiek ir pirktinio pieno atvejais.

Pereinant i§ Ziemos sezono prie vasaros sezono riebiyjy riigsc¢iy C16:0 ir C18:0 vertes mazéja
ekologiskame piene ir tai atsikartoja skirtingais metais.

Riebiyjy rigiciy C16:0 ir C18:0 8*3C verdiy skirtumas néra pastovus dydis ir jis neatsikartoja
skirtingais sezonais. Riebiyjy rugiiy C16:0 ir C18:0 5°C verdiy skirtumas néra tinkamas
parametras norint atskirti ekologiska pieng nuo neekologisko.

Remiantis riebiyjy rogsciy 6°C kaita, galime teigti, kad lietuvos pieno gamintojai naudoja
skirtingas karviy $érimo strategijas.

Ekologisko ir jprasto pieno atskyrimas galimas i§ C18:0 ir C16:0 riebiyjy rugsciy 88c verciy
pasiskirstymo.
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Summary
Edgar Kijevi¢

Stable carbon isotope ratio measurements in milk fatty acids

The aim of this work was to apply isotope ratio mass spectrometry to differentiate organically and
conventionally produced milk. For measurements milk samples were bought from supermarket and
collected from organic farm. Measurements were done using GC/C/IRMS system. To achieve
objective of this work 5'°C ratios were analyzed in individual fatty acids of the milk. Objective of
this work was achieved when individual milk samples were compered between each other with their
8*3C ratios in C16:0 and C18:0 fatty acids.
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