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ASSESSING APPLICABILITY  
OF ISOTOPE-RATIO 
MASS SPECTROMETRY (IRMS) FOR GEOGRAPHICAL 
IDENTIFICATION OF WHOLE MILK

ОЦЕНКА ВОЗМОЖНОСТЕЙ 
МАСС-СПЕКТРОМЕТРИИ 
ИЗОТОПНЫХ ОТНОШЕНИЙ ПРИ УСТАНОВЛЕНИИ 
ГЕОГРАФИЧЕСКОГО ПРОИСХОЖДЕНИЯ ЦЕЛЬНОГО МОЛОКА

SUMMARY
Applicability of isotope–ratio mass spectrometry of light elements (C, N, O, H) has been 
assessed for identification of geographical origin of Russian milk collected in different 
parts of the Russian Federation (235 sample of whole milk). Quantitative assessment was 
carried out in a series of statistical tests based on nonparametric dispersion analysis.
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РЕЗЮМЕ
На примере 235 образцов цельного молока, собранных в различных регионах 
Российской Федерации, проведена оценка возможности применения масс-
спектрометрии изотопных отношений легких элементов (C, N, O, H) в задаче 
установления географического происхождения молока в границах территории 
Российской Федерации. Количественная оценка возможностей метода выполнена 
с помощью серии статистических тестов, основанных на непараметрическом дис-
персионном анализе.

Ключевые слова: масс-спектрометрия, изотопные отношения, идентификация, 
«post-hoc»-анализ.
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ВВЕДЕНИЕ
Данная работа выполнена в рамках международно-

го научного проекта по сотрудничеству лабораторий 
с целью объединения усилий в разработке и создании 
глобальной системы идентификации географического 
происхождения молочной продукции, поддержива-
емого Продовольственной и  сельскохозяйственной 
организацией ООН (Food and Agriculture Organization, 
ФАО) и Международным агентством по атомной энер-
гии (International Atomic Energy Agency, МАГАТЭ). Выбор 
молока и молочных продуктов в качестве объектов ис-
следования обусловлен разными причинами, в числе 
которых огромные объемы мирового производства, 
высокий уровень оборота в торговле и чувствитель-
ность потребителей к фальсификации. Предполагает-
ся, что опыт, полученный при разработке системы для 
отслеживания происхождения молочных продуктов, 
будет в дальнейшем применен и к другим пищевым 
продуктам. 

К настоящему времени изотопный анализ, в  том 
числе в различных его вариациях и сочетаниях с дру-
гими методами исследования, был применен к целому 
ряду продуктов питания и пищевого сырья [10] с целью 
создания методического подхода, который позволит 
устанавливать их географическое происхождение с той 
или иной степенью достоверности. Следует отметить, 
что существует обширное множество других аналити-
ческих методов [8, 12] для проверки происхождения 
продуктов, таких как элементный анализ (ИСП-МС, 
ИСП-АЭС) [1, 2], методы «отпечатков пальцев» или 
так называемое химическое профилирование с при-
менением ядерного магнитного резонанса (1H-ЯМР, 
13C- ЯМР, SNIF-NMR) [4, 9, 18], инфракрасной (СИК, БИК) 
[7] и флуоресцентной [14, 15] спектроскопии, хромато-
графическое профилирование (ВЭЖХ-МС, ГХ-МС) [5, 6]. 
Перечисленные методы могут служить чрезвычайно 
мощным инструментом для решения задач иденти-
фикации происхождения. Тем не менее эти подходы 
имеют ограничения, и потому все они являются взаи-
модополняющими.

Неотъемлемой частью разработки методов иден-
тификации является создание базы данных подлин-
ных образцов, с которой впоследствии неизвестные 
образцы могут быть сравнены и идентифицированы. 
Установление географического происхождения мо-
лока не является исключением, однако сбор образцов 
из хозяйств разных стран является дорогостоящим 
и трудоемким этапом. В связи с этим появляется необ-
ходимость создания локальных баз данных на основе 
результатов исследований отдельных стран с последу-
ющей консолидацией их в единую библиотеку и вне-
дрением в глобальную систему отслеживания пищевых 
продуктов (Food Traceability System).

Цель данной работы заключалась в оценке возмож-
ности применения изотопного метода (IRMS), пред-
ложенного в работах Rossmann A. и соавт. [19, 21], для 
установления географической принадлежности мо-
лока в границах Российской Федерации с учетом гео-
графической протяженности, климатических особен-
ностей и условий ведения хозяйства.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Средства измерений. Определение изотопных сиг-

натур углерода, азота, водорода и кислорода (C, N, H, O) 
выполняли с помощью масс-спектрометра изотопных 
отношений Delta V ADVANTAGE (Thermo Fisher, Герма-

ния), соединенного с элементным анализатором Flash 
2000 (Thermo Fisher, Германия), оснащённого окисли-
тельным и высокотемпературным конверсионным ре-
акторами. Автоматическое разбавление газообразных 
продуктов сгорания, полученных в результате сжига-
ния или высокотемпературной конверсии пробы в эле-
ментном анализаторе, а также независимую подачу ра-
бочих газов обеспечивали с помощью интерфейсного 
устройства CONFLOW IV (Thermo Fisher, Германия). На-
вески рабочего материала взвешивали на весах специ-
ального класса с наибольшим пределом взвешивания 
6,1 г METTLER TOLEDO XP6 (Швейцария).

Вспомогательная аппаратура. Сепарацию твердой 
фазы проводили в центрифуге MPW 260R (MPW, Поль-
ша). Обезвоживание твердой фракции осуществляли 
в аппарате сублимационной сушки VirTis Benchtop 2K 
(SP Scientific, США) и эксикаторе по ГОСТ 25336-82.

Газы и реагенты. Двуокись углерода жидкая с объ-
емной долей основного вещества не менее 99,8% 
в газовом баллоне на 10 л; поверочный нулевой газ 
— азот марки «Б» в газовом баллоне на 10 л; гелий 
газообразный марки «А» с объемной долей основного 
вещества не менее 99,995% в газовом баллоне на 40 л; 
кислород газообразный марки 5.0 с объемной долей 
основного вещества не менее 99,999% в газовом бал-
лоне на 40 л; водород ОСЧ с объемной долей основ-
ного вещества не менее 99,999% в газовом баллоне 
на 10 л; монооксид углерода с объемной долей основ-
ного вещества не менее 99,99% в газовом баллоне на 
10 л; эфир петролейный 40/70, ХЧ; оловянные «мяг-
кие» универсальные капсулы (Thermo Scientific, Гер-
мания); кислота трифторуксусная концентрирован-
ная 99% (Sigma-Aldrich, Германия); международные 
сертифицированные стандарты: IAEA-152, IAEA-153, 
IAEA-600, IAEA-601, IAEA-CH-7 (МАГАТЭ, Вена/Зайбер-
сдорф, Австрия).

Подготовка проб. Пластиковую пробирку из поли-
пропилена объёмом 50 мл заполняли 40 мл цельного 
молока и к содержимому приливали 5 мл трифторук-
сусной кислоты. Полученную смесь плотно закрывали 
крышкой, перемешивали 5-кратным переворачива-
нием и помещали в центрифугу. Осаждение твердой 
фазы проводили при 5000 мин-1 в течение 15 мин. Су-
пернатант затем декантировали, осадок подвергали 
сублимационной сушке, предварительно заморозив 
образцы при минус 20°С. Удаление компонентов жир-
ного ряда проводили путем экстракции органическим 
растворителем. Для этой цели навеску высушенного 
осадка массой около 1 г помещали в полипропилено-
вую коническую пробирку объемом 15 мл и приливали 
5 мл петролейного эфира. Пробирку плотно закручи-
вали и встряхивали содержимое на шейкере в течение 
3 мин. Экстракт декантировали, и повторяли процеду-
ру экстракции еще раз с новой порцией петролейного 
эфира. Остатки эфира удаляли в течение 10–15 мин, 
оставив открытые пробирки в вытяжном шкафу при 
комнатной температуре. Полученное сухое обезжи-
ренное молоко (СОМ) хранили в закрытых пробирках 
в темноте при 5–8°С до востребования.

Параметры и  настройки измерительного обору-
дования. Для определения δ13C и  δ15N навеску СОМ 
массой 400  мкг упаковывали в  оловянные капсулы 
9×5 мм, вводили в окислительный реактор при 1020°С. 
С целью калибровки измерительного оборудования 
использовали инкапсулированные образцы междуна-
родного стандарта IAEA-600 массой 400 мкг. В случае 
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карту. Ввиду отсутствия достаточного объёма данных 
пространственная интерполяция значений изотопных 
отношений не выполнялась. Тем не менее подобная 
поточечная интерпретация даёт представление о плот-
ности распределения значений величины δ на иссле-
дуемой территории.

Статистическая обработка. На основе получен-
ных данных была выполнена первичная (промежуточ-
ная) оценка результатов. Так как в будущем предпола-
гается проводить идентификацию неизвестных проб 
с помощью сравнения с набором эталонных образцов, 
т.е. проводить классификацию, используя в качестве 
входных данных результаты определения изотопных 
отношений, то на данном этапе целесообразно оце-
нить эти переменные с точки зрения статистической 
значимости. Принимая во внимание вышесказанное, 
а также размер выборки и географические характе-
ристики территории, на которой был проведен отбор 
проб, выполнение расчетов начали с  применения 
кластерного анализа с целью группировки регионов 
по признакам сходства. Ввиду того, что существенной 
разницы в кластеризации между методом к-средних 
и ЕМ-алгоритмом на данной выборке не выявлено, 
далее в  расчетах использовали метод к-средних. 
Объединение регионов (административных райо-
нов) в группы проводили на основе географической 
близости пунктов отбора проб, т.е. на основе геогра-
фических координат. Путем итеративного выполнения 
процедуры кластеризации было установлено пять 
уникальных групп (A-E). Количество групп выбирали 
эмпирически. Состав и  расположение полученных 
групп представлены на рис. 4.

Значимость различий между средними значения-
ми изотопного состава между группами была оценена 
с помощью статистического теста. Графическое пред-

ставление величин δ с учетом вариации в группах по-
казано на рис. 5.

Проверку на равенство средних медиальных выпол-
няли с помощью непараметрического однофакторного 
дисперсионного анализа (тест Краскела-Уоллиса). Из 
результатов теста, представленных в табл. 1, видно, что 
среди пяти групп существует хотя бы одна, значитель-
но отличающаяся от остальных по каждой переменной 
(изотопной сигнатуре). 

Для того чтобы получить качественную и количе-
ственную характеристику различий между кластерами, 
проводили попарное сравнение групп — «post-hoc»-
тест. Установлено, что между парами групп существует 
значимая статистическая разница. Исключение состав-
ляют группы, имеющие общие границы (табл. 2).

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Проведена оценка возможности применения мето-

да масс-спектрометрии изотопных отношений в реше-
нии задачи установления географической принадлеж-
ности. Несмотря на относительно небольшой объем 
выборки и условный выбор количества групп, было 

определения δ2H и δ18O навеску СОМ 170 мкг помеща-
ли в капсулу 6×4 мм из серебряного сплава и вводили 
в пиролитический реактор, разогретый до 1350°С. В ка-
честве калибровочных стандартов применяли IAEA-600 
(180 мкг) и IAEA-СH-7 (50 мкг) для кислорода и водорода 
соответственно.

Программное обеспечение. Первичные результаты 
измерений были обработаны с помощью пакета про-
граммного обеспечения ISODAT 3.0 (Thermo Electron, 
Германия). Статистическую обработку данных прово-
дили с  использованием свободного программного 
обеспечения для статистических расчетов — R версии 
3.1.2 [22] с использованием следующих программных 
пакетов: e1071 1.6-4 [13], ggplot2 1.0.0 [24], kernlab 0.9-
19 [11], lattice 0.20-29 [20], MASS 7.3-35 [23], tmap 1.2 [16], 
PMCMR 4.1 [17].

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБС У ЖДЕНИЕ
Образцы. Пробы молока были собраны в  период 

2013–2014 гг. Данная выборка состоит из 235 образ-
цов, собранных на территории 65 административных 
районов в 20 областях РФ. Состав выборки представлен 
на рис. 1.

Стратегия отбора проб была разработана таким об-
разом, чтобы по возможности покрыть территории 
с наибольшими объёмами производства молока. Отбор 
проб на территории РФ осуществлялся точечно, со сле-
дующими крайними точками (в десятичных градусах):

Широта Долгота

Север 60.6686 46.3289

Восток 50.3587 127.9991

Юг 43.5667 43.5833

Запад 56.2179 35.6480

На рис. 2 показаны регионы отбора проб, наложен-
ные на области с наибольшими объемами производ-
ства молока. Все доставленные в лабораторию образцы 
до проведения анализа хранились при температуре 
минус 25°С. 

Определение изотопных отношений δ13C, δ15N, δ18O, 
δ2H проводили в составе протеиновой фракции молока 
в режиме сжигания (EA-IRMS) и высокотемпературной 
конверсии (TC/EA-IRMS). Предварительно выделенная 
и высушенная протеиновая фракция обрабатывалась 
в соответствии с общими требованиями для измере-
ния методом IRMS [3]. Полученные результаты затем 
были приведены к соответствующим международным 
δ-шкалам: 

- VPDB — Венский стандарт Pee Dee Belemnite
(δ13CVPDB);

- AIR — атмосферный азот (δ15NAIR);
- VSMOW — Венский стандарт океанической воды 

(δ18OVSMO, δ2HVSMO). 

Результаты анализа представлены на рис. 3. Полу-
ченные значения δ-величины, привязанные к коорди-
натам мест отбора проб, нанесены на географическую 
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Таблица 1
Результаты теста Краскела-Уоллиса

Изотопная 
сигнатура Статистика χ2 df p-value

δ13C 19,59 4 0,00060

δ15N 28,35 4 0,00001

δ18O 9,12 4 0,05823

δ2H 44,34 4 5,5×10-9

Рис. 1. Состав выборки

Рис. 2. Годовое производство цельного молока в Российской 
Федерации за 2013 г.
Объёмы производства обозначены оттенками зеленого цвета, 
красным выделены регионы отбора проб.

Рис. 3. Результаты определения δ13C, δ15N, δ18O, δ2H
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установлено значимое различие между кластерами, 
что доказано с помощью соответствующих статистиче-
ских тестов.

Результаты исследования показали, что изотопные 
отношения C, N, O, H обладают достаточной вариацией 
в значениях, чтобы служить основными отличительны-

ми характеристиками в задаче идентификации продук-
ции, тем самым определяя TC/EA-IRMS в качестве базо-
вого метода. С другой стороны, комбинирование его 
с другими аналитическими подходами может служить 
надежным инструментом при подтверждении подлин-
ности происхождения молока. Поиск дополнительных 
факторов (характеристик), основанных на комбиниро-
вании нескольких аналитических подходов, например, 
с элементным анализом, изотопным анализом компо-
нентов и др., и создание подходящего метода расчёта 
открывают новые возможности при идентификации 
молока.

Авторы выражают глубокую признательность ФАО/
МАГАТЭ за финансовую поддержку в рамках сотрудни-
чества в международном проекте D5.20.38 (Accessible 
Technologies for the Verification of Origin of Dairy Products 
as an Example Control System to Enhance Global Trade 
and Food Safety).
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Таблица 2
Результаты «post-hoc»-теста (попарное сравнение)

δ13C

A B C D

B 0,9994 - - -

C 0,0025 0,0250 - -

D 0,0694 0,2703 0,6991 -

E 0,9996 0,9963 0,0376 0,2648

δ15N

A B C D

B 0,5776 - - -

C 0,0029 0,3955 - -

D 0,1577 0,9923 0,5199 -

E 0,1659 0,0134 0,00002 0,0013

δ18O

A B C D

B 0,260 - - -

C 0,997 0,187 - -

D 0,763 0,844 0,617 -

E 0,821 0,093 0,933 0,323

δ2H

A B C D

B 0,20711 - - -

C 0,00082 0,000001 - -

D 0,02160 0,000023 0,75399 -

E 0,77021 0,98606 0,00073 0,01017


