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Предложен алгоритм использования совокупности спектроскопии ЯМР ядер про-
тия 1Н и дейтерия 2Н(D) для быстрой идентификации и определения компонентного 
и  дифференциального изотопного состава водно-органических растворов, в  том 
числе этанола (показатели (D/H)I и  (D/H)II) и воды в  винной и  коньячной продукции, 
соках, безалкогольных напитках и других продуктах. Метод не требует пробоподго-
товки и  использования аттестованных стандартных образцов. Представлены при-
меры применения предлагаемого подхода для аутентификации и контроля качества 
винодельческой продукции.

Введение
Состав любых водно-органических растворов (ВОР), 
например, алкогольных напитков, молока, вин, соков 
и  др., содержащих элементы H, C, N, O и  S может быть 
охарактеризован на  различных иерархических уров-
нях – компонентном, фрагментном, атомном и  изо-
топном. Комплексный анализ полученных взаимо-
дополняющих данных позволяет идентифицировать 
компоненты и  происхождение ВОР с  высокой степе-
нью точности. Наибольшее распространение для этих 
целей получили методы элементного и  компонент-
ного анализа. Последний преимущественно исполь-
зует различные виды хроматографии, которая в  соче-
тании с  масс-спектрометрическим детектированием 
обладает высокой чувствительностью и  при наличии 
аттестованных стандартных образцов (АСО) дает воз-
можность идентифицировать и  количественно изме-
рять содержание макро- и  микрокомпонентов. При 
изучении ВОР неизвестного состава несомненными 
достоинствами обладает количественная спектроско-
пия ядерного магнитного резонанса (ЯМР) 1Н и  13С, не 
требующая использования АСО. Однако даже сочета-
ние этих методов не обеспечивает строгого доказа-
тельства соответствия компонентов ВОР заявленному 
сортовому, географическому (агроклиматическому) 

и/или технологическому происхождению, напри-
мер, вина защищенного географического указания 
(ВЗГУ) или защищенного наименования места проис-
хождения (ВЗНМП), минеральной воды – источнику, 
соков – способу их приготовления (прямой отжим 
или восстановление из  концентрированного сырья), 
молока – цельному, разбавленному или восстанов-
ленному. Компонентный состав ВОР, если это эконо-
мически оправдано, можно имитировать, подготовив 
раствор из  произвольной чистой воды и  всех необхо-
димых и  широкодоступных неорганических и  органи-
ческих компонентов. Однако фальсификат даже при 
тщательном изготовлении и  подборе рецептуры не 
будет соответствовать подлинному продукту по содер-
жанию минорных стабильных изотопов водорода (2Н), 
углерода (13С), азота (15N), кислорода (17О и  18О) и  серы 
(33S и  34S). Выявить подделку можно лишь методами 
изотопного анализа. 

Ведущее место в изотопном анализе занимает масс-
спектрометрия изотопных отношений (МСИО – IRMS/
SIRA) благодаря ее высочайшей чувствительности 
и  прецизионности. Первоначальные трудности в  при-
менении этого метода были связаны с  наиболее слож-
ным этапом – выделением компонентов объекта и  их 
очисткой для последующей аутентификации. Развитие 
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инструментария МСИО, например, появление ГХ- (для 
исследования летучих соединений) и ВЭЖХ-систем (для 
исследования нелетучих соединений), комбинирован-
ных с  соответствующими изотопными интерфейсами, 
позволило исключить трудоемкие операции по  извле-
чению аналитов из  матрицы. Как правило, методом 
МСИО определяют так называемые интегральные от-
ношения изотопов 2H/1H, 13C/12C, 15N/14N, 18O/16O, 34S/32S. 
Например, для молекулы этилового спирта CH3CH2OH 
в  составе вина можно измерить только одно значение 
2H/1H (δ2H(D)) или 13C/12C (δ13C). Однако, для этих изотопов 
характерно неравновесное распределение в  отдельных 
фрагментах молекулы, то есть три и  два разных значе-
ния для водорода и  углерода соответственно. Соотно-
шение между ними отражает специфику агроклимати-
ческих условий географического региона выращивания 
винограда. Кроме того, при исследовании, например, 
спиртосодержащих дистиллятов необходимо учитывать 
присутствие воды, которая влияет на достоверность ре-
зультатов при измерении изотопии водорода (2H(D)/1H) 
и  кислорода (18O/16O) в  спирте. При исследовании изо-
топии легких элементов с помощью МСИО невозмож-
но установить различия между этанолом из  углеводов 
любого представителя группы растений С3-пути фото-
синтеза (сахарной свеклы, яблок, пшеницы, картофеля 
и др.), в которую входит и виноград, если они произрас-
тают в одном агроклиматическом регионе. Причина за-
ключается в том, что все они обладают единым механиз-
мом изотопного обмена в метаболических процессах. 

В то же время последние разработки в этой области 
позволяют проводить селективные измерения общего 
состава изотопов водорода 2Н/1Н в метильной и метиле-
новой группах молекулы этанола после его дегидрата-
ции (метод EIM-IRMS/SIRA).

Методические основы комплексного 
скрининга ЯМР 2Н/1Н (Cumulative Screening 
NMR/CS-NMR)
Спектроскопия ЯМР минорных изотопов 2H, 13C, 15N, 
17O и  33S обеспечивает в  общем случае измерение их 
дифференциального распределения во фрагментах 
молекул. На практике этот способ можно использовать 
только для водорода, у  которого диапазон вариации 
природного содержания значителен (около 150  млн–1). 
В  природных водах он составляет почти 100  млн–1, 
а  его дифференциация даже в  отдельных фрагмен-
тах органических молекул (например, α-пинена) дости-
гает 150  млн–1. Неравновесное распределение изотопа 
водорода – дейтерия (2Н(D)) в органических молекулах 
является изотопным паспортом, подделка которого 
практически невозможна. Однако этот метод трудно 

применять для изотопов других элементов из-за малой 
вариабельности их содержания в  природных объек-
тах по  отношению к  прецизионности измерений инте-
гральных интенсивностей сигналов ЯМР. 

Все ВОР объединяет главная составляющая – вода. 
Поэтому сначала рассмотрим вопрос определения со-
держания в ней дейтерия 2H(D) методом спектроскопии 
ЯМР. Если объект анализа – природная вода с незначи-
тельным содержанием органических и неорганических 
примесей (до 3,5% в среднеокеанической воде), можно 
использовать традиционный подход МСИО, в  котором 
водород воды для измерения переводится в  газовой 
фазе в  молекулярный при нагревании до  400° в  при-
сутствии цинка [1] или иным каталитическим путем [2]. 
Спектроскопия ЯМР является прямым способом изме-
рения абсолютного содержания дейтерия в воде путем 
количественного введения в раствор добавок калибро-
вочного соединения с  известным содержанием дей-
терия (например, тетраметилмочевины или диметил-
сульфона). Поскольку чувствительность метода ЯМР 2Н 
на  шесть порядков ниже, чем для основного изотопа 
водорода – протия 1Н, то при исследованиях необхо-
димо минимизировать потери объема анализируемой 
воды, сокращая долю калибровочных соединений. Для 
этого мы предлагаем использовать специальные обога-
щенные на  1–2 порядка дейтерорастворители для ЯМР, 
что позволяет уменьшить их объемную долю в  раство-
ре аналита до 2–3%. В работе [3] в качестве калибровоч-
ного соединения применяли триметилсилилпропионат 

Рис.1. Спектр ЯМР 1Н образца вина в условиях устранения 
сигналов от сателлитов 13С: 1 – глицерин (10,01 г/л), 
2 – метанол (153,00 мг/л), 3 – янтарная кислота 
(868,67 мг/л), 4 – уксусная кислота (512,72 мг/л), 
5 – молочная кислота (828,28 мг/л), 6 – 2,3-бутандиол 
(414,33 мг/л) 
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натрия-2,2-3,3-d4 (ТСП), сигналы дейтерия двух метиле-
новых групп которого имеют химические сдвиги 0,60 
и  2,00  м.д. Такой внутренний калибрант при измере-
нии природного содержания дейтерия в воде неудобен 
из-за необходимости многократно понижать его кон-
центрацию в  образце, например, разбавляя в  104–105 
раз  уксусной кислотой, сигнал гидроксильной группы 
которой также следует учитывать. В  работе [4] пред-
ложен иной способ калибровки – с  помощью внеш-
него стандарта. Он содержит обогащенную дейте
рием воду и реагент трифторметансульфонат европия 
(Eu[CF3SO3]3), смещающий сигнал дейтерия воды внеш-
него стандарта в  слабое поле на  2–3  м.д., что исклю
чает его перекрывание с пиком исследуемого образца. 
Однако работа с внешним стандартом имеет ряд недо-
статков. Для ампул ЯМР диаметром 5 мм за счет потери 
объема аналита на  15–20% время каждого измерения 
увеличивается на  30–40% в  зависимости от  содержа-
ния воды в ВОР. Необходимы тщательно откалиброван-
ные по объему пары ампул (стандартной и капилляра), 
поэтому усложняется проведение серий эксперимен-
тов, особенно с  использованием устройств автомати-
ческой смены образцов.

Для определения содержания воды в  ВОР необхо-
димо знать ее объемную долю, что требует идентифи-
кации и  измерения остальных компонентов на  основе 
устанавливаемой из  ЯМР 1Н их мольной доли. В  расче-
те следует учитывать вклад в  интегральную интенсив-
ность сигнала 1Н воды протонов других компонентов, 
участвующих с  ней в  быстром обмене. Без учета этих 
факторов определение по  площади сигнала в  области 
4,8  м.д. всегда дает заниженное значение. Идентифи-
кация и  количественное определение из  спектра ЯМР 
1Н сокомпонент в сложных системах позволяют рассчи-
тать содержание непосредственно воды, а  из спектра 
ЯМР 2Н установить ее изотопный состав, важный для 
исследовательских целей или характеризации подлин-
ности.

Комплексный ЯМР-скрининг водной ком-
поненты винодельческой продукции
Рассмотрим процедуру определения в  ВОР содержа-
ния дейтерия воды на  примере экспертной задачи 
быстрого скрининга подлинности часто фальсифи-
цируемых натуральных вин. Под скринингом подра
зумевается проведение оперативного количествен-
ного анализа состава объекта простыми методами без 
пробоподготовки с  возможностью немедленного при-
нятия решения [5].

Специфика различий компонентного и  изотопного 
состава вин и  другой алкогольной продукции (напри-

мер, коньяков, коньячных спиртов) обусловлена агро-
климатическими и  технологическими особенностями 
региона культивирования и  переработки винограда, 
в  том числе количеством осадков, температурой, ин-
тенсивностью ирригационных мероприятий, составом 
поверхностных и подземных вод, почвой и др. Эти фак-
торы влияют, в  частности, на  содержание в  вине ми-
норных компонентов и изотопный состав винограда. 

При анализе вина первоначально регистрируется 
спектр ЯМР 1Н, из которого с необходимой для иденти-
фикационных целей достоверностью легко рассчитать 
содержание воды, этанола, глицерина, основных кис-
лот – винной, яблочной, молочной, лимонной, янтар-
ной, уксусной. 

В  качестве маркера при измерении содержания 
определенных минорных компонентов удобно исполь-
зовать сильнопольный сателлит группы СН3 этанола, 
который обусловлен присутствием молекул, в  состав 
которых входит изотоп углерода 13С (1,1%). Количествен-
ное определение других минорных компонентов сле
дует выполнять в режиме устранения сателлитных сиг-
налов, то есть регистрируя спектры ЯМР 1Н при облу-
чении образца на частоте ядер 13С. В качестве примера 
на рис.1 представлен спектр ЯМР 1Н вина "Каберне Сови-
ньон" урожая 2015 года (Анапа), в котором содержание 
этанола рассчитано по интегральным интенсивностям 
сигналов групп ОН, СН3 и СН2 (на рис.1 они частично об-
резаны) и  составляет 13,9  об.  %. Видны учитываемые 
при расчете сигналы многих минорных компонентов, 
которые характеризуют подлинность вина с  позиций 
компонентного состава.

Хотя спектры ЯМР 1Н прямо характеризуют содержа-
ние отдельных компонентов, их недостаточно для при-
знания подлинности вина или его соответствия опре-
деленным агроклиматическим условиям выращивания 
винограда (географическому происхождению). Иден-
тичный представленному на рис.1 спектр ЯМР 1Н можно 
имитировать искусственной смесью воды, этанола 
и минорных компонентов. Сигнал воды в спектрах ЯМР 
1Н и 2Н имеет характеристическое положение (4,8 м.д.) 
и  не перекрывается с  пиками других компонентов. 
Его интегральную интенсивность в  спектре ЯМР 2Н 
следует использовать для аутентификации вина при 
учете вклада водорода гидроксильных и  карбоксиль-
ных групп остальных ингредиентов, в  первую очередь 
этанола. Для строгого заключения желательно знать 
содержание дейтерия в  воде подлинных вин этого ре-
гиона и агроклиматические условия заявленного года 
сбора урожая. Более доступный критерий – сравнение 
содержания дейтерия в  воде вина и  его усредненного 
значения в  атмосферных осадках и  почвенных водах 
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региона. Известно, что количество дейтерия в  воде 
вина на 8–15 млн–1 выше, чем в осадках из-за особенно-
стей изотопного фракционирования в  молекулах угле-
водов (сахаров) винограда при их превращении в  эта-
нол в  ходе брожения. На территории винодельческих 
регионов РФ все поверхностные и  подземные воды 
содержат менее 150  млн–1 дейтерия, поэтому в  водной 
фракции вина его должно быть больше 156–158  млн–1. 
Следовательно, представленный метод ЯМР способен 
выявлять разбавление вина смесью этанол/вода или 
водой, а также полную фальсификацию его состава эк-
зогенными компонентами. 

Отметим, что представленный метод ЯМР при ис-
следовании изотопии водорода в водной фракции про-
дукта  не позволяет обнаружить добавление  в  сусло 
экзогенных сахаров других растений С3- и/или С4-
пути фотосинтеза (напр., сахарной свеклы, сахарного 
тростника, кукурузы, сорго и  др.) перед брожением 
(т.н. "шаптализация") или непосредственное введение 
в винодельческую продукцию спирта невиноградного 
происхождения. Для этого необходимо измерить со-
держание дейтерия в  метильной (показатель (D/H)I) 
и  метиленовой (показатель (D/H)II) группах молекулы 
этанола, выделенного из  исследуемого вина. Поэтому 
измерение содержания дейтерия в воде вина является 
первым быстрым этапом его детального анализа, обе-
спечивающего выявление наиболее грубых фальсифи-
каций.

Представленный алгоритм, включающий комплекс-
ный анализ спектров ЯМР протия – 1Н и дейтерия – 2Н (D) 
вина для измерения содержания в его воде изотопа 2Н 
впервые был предложен нами для дифференциации 
вин Грузии, России (регион Кубани) и  стран Западной 
Европы 15  лет назад [6]. Основные результаты этого 
исследования отражает рис.2, на  котором за  нулевое 
значение принято содержание дейтерия в  междуна-
родном стандарте VSMOW, соответствующем эквато-
риальной воде мирового океана (D/H = 155,76 млн–1). Ко-
личество дейтерия в  водной фракции вин Грузии, Ис-
пании, Италии, Франции близко, но выше, чем в винах 
Краснодарского края и  Ростовской области. Частично 
это обусловлено агроклиматическими причинами и, 
казалось бы, может быть выбрано в  качестве крите-
рия при дифференциации вин Грузии и России. Однако 
в  последних содержание дейтерия в  водной фракции 
варьирует в  широких пределах. Возможные причины: 
влияние агроклиматических условий выращивания ви-
нограда и  интенсивности ирригационных мероприя
тий, а  также добавление в  некоторые образцы воды 
или смеси вода/этанол в типичном для вин соотноше-
нии. Из  спектров ЯМР 1Н выявлены манипуляции с  со-

ставом некоторых вин по  соотношению в  них этанола, 
глицерина и  кислот. Более того, в  трех образцах со-
держание дейтерия в  водной фракции вина оказалось 
ниже значений для поверхностных вод этого региона 
(145–150  млн–1), что нереально. Такой подход к  выявле-
нию фальсификации натуральных вин в  последующие 
годы не применялся, как это следует из  обзорной ста-
тьи 2015 года [7]. 

Разработанный нами алгоритм анализа прошел 
апробацию в  2017  году, когда из  конкурсных вин вы-
ставки VINORUS, проходившей в  Краснодаре совмест-
но с  1-й Международной научно-технической конфе-
ренцией "Инновационный мир современного виногра-
дарства и  виноделия: Россия – InnoWine Russia-2017", 
были отобраны образцы красного сухого вина сортов 
винограда "Каберне Совиньон" и  "Мерло" 2015  года 
из  различных регионов: Краснодарского края (№ 2–11), 
Крыма – Бахчисарай (№ 12), Волгоградской области 
(№  13), Испании (№ 14). По спектрам ЯМР 1Н образ-
цов измерены содержания в  них этанола и  глицерина 
(табл.1). Вклад в  сигналы 1Н и  2Н воды гидроксильных 
и  карбоксильных групп глицерина и  других минорных 
компонентов вина не учитывали. В  табл.1 приведены 
измеренные методом ЯМР относительные количества 
дейтерия в  водной фракции различных вин. Для на-
глядности они представлены на  рис.3 вместе с  данны-
ми по содержанию 2Н в водопроводной воде Краснода-
ра от 28 апреля 2017 года (№ 1). В водной фракции вина 

Рис.2. Относительное содержание дейтерия в водной 
компоненте вин различных географических регионов [6]. 
За нулевое значение принято содержание дейтерия в 
стандарте среднеокеанической воды VSMOW, для которого 
D/H = 155,76 млн–1
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всех исследованных проб содержание дейтерия 2Н ва-
рьирует в  диапазоне 159–167  млн–1. Исключение соста-
вили два образца вина "Каберне Совиньон" региона Та-
мани (№ 2 и 6) с пониженным содержанием дейтерия в воде, 
что можно объяснить составом воды источника, который 
использовали для орошения соответствующего винограда.

ЯМР-спектроскопия дейтерия в этаноле вино-
дельческой продукции
Наиболее широкую известность и  прикладное значение 
метод ЯМР 2Н получил в  исследовании содержания дейте-
рия в метильной (D/H)I и метиленовой (D/H)II группах моле-
кулы этанола для установления его природы.

Характеризация ВОР по  содержанию дейтерия во фраг-
ментах молекул этанола вина требует его количественно-
го выделения. Для этого детально разработана соответст
вующая процедура, так как в различных странах разрешено 
добавление в виноградное сусло экзогенных сахаров, в том 
числе из растений других ботанических видов. 

В 1990 году Международной межправительственной ор-
ганизацией по  виноградарству и  виноделию OIV в  Евро
союзе в качестве официального принят впервые описанный 
в  [8] метод SNIF-NMR [9]. К сегодняшнему дню накоплена 
значительная база научных знаний об интервалах измене-
ния содержания дейтерия в  метильной (D/H)I и  метилено-
вой (D/H)II группах молекулы этанола виноградного проис-

хождения. С учетом агроклиматических (географических) 
и  технологических факторов минимальный и  максималь-
ный уровни для показателя (D/H)I в  виноградном этаноле 
составляют 98,0 и  106,0  млн–1 соответственно, а  для пока-
зателя (D/H)II – 121,0 и 136,0 млн–1. В эти диапазоны попадают 
также этанолы, выделенные из  некоторых других фруктов, 
но не из  сахарной свеклы (как и  виноград входит в  группу 
растений С3-пути фотосинтеза) и  растений С4-пути фото-
синтеза (кукуруза, сахарный тростник, сорго и др.) [10–11]. 

Метод SNIF-NMR требует использования спектрометров 
ЯМР, с рабочей частотой не менее 400 МГц для ядер 1Н и ос-
нащенных датчиком для ампул 10 мм и системой стабилиза-
ции по сигналу ЯМР 19F. 

В  Центре коллективного пользования (Научно-образо-
вательном центре) РУДН для решения задачи по исследова-
нию природы этанола в продуктах виноделия используется 
модифицированный метод SNIF-NMR, основанный на  ав-
торской разработке [12] для стандартных спектрометров 
ЯМР.

Одна из его особенностей состоит в том, что стабилиза-
ция условий резонанса по  сигналу 19F не применяется, по-
этому за  счет небольшого дрейфа сигналов измерение со-
держания дейтерия в  СН2- (D/H)II и  СН3- (D/H)I фрагментах 
молекул этанола по  высоте соответствующих пиков имеет 
большие погрешности. Однако это практически не влияет 
на  площади, измеряемые, как это принято в  количествен-

Таблица 1. Показатели вина, полученные из спектров ЯМР

№
образца

Доля водной фрак-
ции в вине, 

об. %

Этанол, 
об. %

Глицерин, 
г/л

Относительное содержание 
дейтерия в водной фракции 

вина, млн–1

2 87,17 12,83 6,67 149,1

3 86,91 13,09 5,37 166,4

4 86,64 13,36 8,60 165,6

5 87,42 12,58 5,41 165,6

6 87,17 12,83 5,76 151,7

7 85,76 14,24 8,53 166,3

8 87,06 12,94 7,85 166,2

9 85,30 14,70 8,44 162,4

10 86,58 13,42 8,12 159,1

11 88,32 11,68 5,26 164,2

12 86,06 13,94 8,64 163,8

13 84,75 15,25 10,01 161,9

14 86,70 13,30 8,78 167,6
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ной спектроскопии ЯМР, по интегральной, а не пиковой ин-
тенсивности. Несомненное преимущество такого подхода 
перед методом [9] состоит в том, что содержание дейтерия 
в гидроксильной группе ОН выделенного этанола или оста-
точной воды можно измерять по  интенсивности сигналов, 
которые за  счет обменных процессов всегда имеют боль-
шую ширину, чем у дейтерия 2Н в метильной СН3 (D/H)I и ме-
тиленовой СН2 (D/H)II групп. Поскольку содержание дейте-
рия в гидроксильной группе определяется исключительно 
водной фракцией вина, в  детальном анализе спектра ЯМР 
1Н необходимости нет. Достаточно измерить плотность рас-
твора аналита для оценки содержания в  этаноле остаточ-
ной воды. Другая особенность разработанного метода при 
измерении природного содержания изотопа 2Н – примене-
ние в качестве калибровочной добавки обезвоженного ди-
метилсульфоксида (ДМСО) с  повышенным на  два порядка 
содержанием дейтерия, что в 10 раз (с 30 об. % в случае мето-
да [9] до 3 об. %) уменьшает объемную долю калибровочного 
вещества и, тем самым, вдвое сокращает время регистра-
ции ЯМР-спектра. Суммарная погрешность такого способа 
обеспечивает прецизионность измеряемых значений ± 3%, 
что вполне достаточно для оценки природы этанола.

Разработку метода и его апробацию выполняли на спек-
трометре JEOL JNM-ECA 600 (Япония) с рабочей частотой для 
ядер 1Н 600 МГц и для ядер 2Н 92,102 МГц. Прибор снабжен си-
стемой автоматической замены образцов и имеет датчики 5 
и 10 мм (рис.4). В работе использовали откалиброванные ам-
пулы диаметром (4,97 ± 0,013) мм и длиной 178 мм. В качестве 

внутреннего стандарта для количественного определения 
компонентов при регистрации спектров ЯМР 1Н использо-
вали триметилсилилпропианат натрия-d4 (ТСП), отклик ме-
тильных протонов которого не перекрывается с сигналами 
анализируемых образцов. При регистрации спектров ЯМР 
2Н в качестве внутреннего стандарта (3% об.) использовали 
ДМСО с  искусственно повышенным на  два порядка содер-
жанием дейтерия. Типичный спектр представлен на  рис.5. 
Для регистрации спектров на ядрах 2H выбраны следующие 
условия эксперимента: импульс 45°, усиление 72, смещение 
5  м.д., развертка 11  м.д., 16К точек на  спектр, время наблю-
дения спада свободной индукции 2 с, число сканирований 
800, время задержки между импульсами 5 ∙ T1 (2D2O) ≥ 5 с. Для 
обработки спектра использовалась автоматическая кор-
рекция базовой линии, ручная настройка фазы, экспонен
циальное умножение на значение 2,0.

В табл.1 представлены усредненные данные пяти из-
мерений содержания дейтерия 2Н в каждом образце, от-
носительное стандартное отклонение для которых состав
ляет 2%.

Заключение
Предложен новый метод совокупного ЯМР-скрининг-
анализа (CS-NMR) для определения содержания дейтерия 
в  воде различных водно-органических растворов, в  том 
числе вина, винодельческой продукции, соков и т.п. Первый 
этап – регистрация количественных спектров ЯМР 1Н для 
определения содержания воды в  образце, с  учетом других 
идентифицированных компонентов раствора. Затем – полу-

Рис.3. Относительное содержание дейтерия в водной 
компоненте образцов красного вина урожая 2015 года. За 
нулевое значение принято содержание дейтерия в стандарте 
среднеокеанической воды VSMOW, для которого D/H = 
155,76 млн–1
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Рис.4. ЯМР спектрометр JEOL JNM-ECA 600 (Япония)  
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чение спектра ЯМР 2Н, из  которого рассчитывается содер-
жание изотопа 2Н воды, как важной характеристики проис-
хождения или аутентичности с контрольным образцом. Не 
требующий пробоподготовки метод удобен при быстром 
скрининге многих водно-органических объектов. Деталь-
ное определение изотопного состава водорода других 
компонентов ВОР после их выделения может выполняться 
на  стандартном оборудовании по  более быстрой ориги-
нальной методике. 

Для исследования природы этанола винодельческой 
и  другой спиртосодержащей продукции в  Центре коллек-
тивного пользования (НОЦ) РУДН применяется модифи-
цированный метод ЯМР, который основан на определении 
содержания дейтерия в метильной (показатель (D/H)I) и ме-
тиленовой (показатель (D/H)II) группах молекулы спирта. Ко-
личественные данные о содержании дейтерия в метильной 
группе (D/H)I) спирта позволяют сделать вывод не только 
о  ботаническом виде растения, но и  о географическом ре-
гионе его происхождения, а также о природе воды, участво-
вавшей в  процессе брожения углеводов с  образованием 
этанола. Данные о  дейтерии в  метиленовой группе (D/H)II 
спирта свидетельствуют о  климатических условиях произ-
растания растения (например, винограда).
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An algorithm is proposed for using the combination of NMR spectroscopy of 1Н and 
deuterium 2Н(D) nuclei for prompt identification and determination of the component and 
differential isotope composition of water organic solutions including (D/H)I and (D/H)II) 
values in ethanol, water in wine, cognac, brandies, juices, soft drinks and other products. 
The method does not require sample preparation and/or use of any certified reference 
materials. Some examples of the proposed concept application for the authentication and 
quality control of wine products are presented.

Introduction
The composition of any water-organic solutions (WOS), 
for example, alcoholic beverages, milk, wines, juices etc. 
containing H, C, N, O and S elements can be characterised 
at various hierarchical levels, such as component, 
fragment, atomic and isotopic ones. A comprehensive 
analysis of the obtained complementary data makes 
it possible to identify the components and origin of 
WOS with a high degree of accuracy. The elemental 
and component analysis methods were  the  most 
widely used for this purpose. The latter predominantly 
uses different types of chromatography, which, in 
combination with the mass spectrometric detection, is 
highly sensitive and makes it possible to identify and 
quantify the content of macro- and microcomponents 
in the presence of certified reference samples (CRS). 
In studying the WOS of an unknown composition, the 
quantitative nuclear magnetic resonance (NMR) 1Н 
and 13С spectroscopy, which does not require the use 
of CRS, offers some real advantages. However, even 
a combination of these methods does not provide a 
rigorous proof of the conformity of the WOS components 
to the declared varietal, agroclimatic (geographical) and/
or technological  origin, for example, wines- protected 
geographical indication (PGI) or the protected 

designation of origin (PDO), mineral water – source area, 
juices - NFC or reconstituted, milk – whole, adulterated 
or reconstituted milk. The WOS component composition, 
if economically feasible, can be simulated by preparing a 
solution of pure water as well as all necessary and widely 
available inorganic and organic components. However, 
a counterfeit, even if the formulation components are 
carefully manufactured and selected, will not correspond 
to the genuine product in terms of the content of minor 
stable isotopes of hydrogen for example (2Н), carbon 
(13С), nitrogen (15N), oxygen (17О & 18О) and sulphur (33S 
&34S). It is only isotopic analysis that can make it possible 
to discover a counterfeit.

The isotope ratio mass spectrometry (IRMS/SIRA) 
takes the lead in the isotopic analysis due to the highest 
sensitivity and precision. The initial difficulties in the 
application of this method were associated with the 
most difficult stage, the isolation of components 
of an object and their purification for subsequent 
authentication. The IRMS toolkit development, for 
example, the introduction of Gas Chromatography (GC) 
(for the evaluation of volatile compounds) and High 
Performance Liquid Chromatography (HPLC) systems 
(for the evaluation of non-volatile compounds) combined 
with the corresponding isotope interfaces made it 
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possible to exclude the difficult and time consuming 
sample preparation associated with extraction and 
purification of analytes from the matrix. As a rule, the 
so-called integral ratios of the isotopes 2H/1H, 13C/12C, 
15N/14N, 18O/16O, 34S/32S are determined by the IRMS/SIRA 
method. For example, for the ethyl alcohol molecule 
CH3CH2OH, only values of 2H/1H (δ2H(D)), 18O/16O (δ18O)  
or 13C/12C (δ13C) can be measured in the composition of 
wine, although these isotopes can be characterised by a 
non-equilibrium distribution in individual fragments of 
molecules which is typical for of agroclimatic conditions 
of the geographical region of grapes cultivation, i.e. 
three and two different values for hydrogen and carbon 
respectively. In addition, when studying, for example, 
alcohol-containing distillates, the presence of water, 
which influences the reliability of the results when 
measuring isotope ratios of hydrogen (2H(D)/1H) and 
oxygen (18O/16O) in alcohol, should be taken into account. 

When studying the isotopy of light elements by the 
IRMS/SIRA method only, and in the case of coincidence of 
agroclimatic (geographical) conditions of plant growth, 
it is impossible to measure differences between ethanols 
from carbohydrates of any representative from the C3-
pathway of photosynthesis (e.g. grapes, sugar beets, 
apples, wheat, potatoes, etc.) due to a single mechanism 
of isotope metabolism in this group of plants. At the 
same time, the latest developments IRMS/SIRA mass-
spectrometry allow selective measurements of the total 
composition of hydrogen isotopes 2Н/1Н in the methyl 
and methylene groups of the ethanol molecule after its 
dehydration (EIM-IRMS/SIRA method).

Methodological basis for cumulative 
NMR screening 2Н/1Н (Cumulative Screening 
NMR /CS-NMR) 
In the general case, the NMR spectroscopy of the minor 
isotopes 2H, 13C, 15N, 17O and 33S provides the measurement 
of their differential distribution in molecule fragments. 
In practice, this method can be used only for hydrogen 
which has a significant range of variation of the natural 
content (about 150 ppm). In natural waters, it is almost 
100 ppm, and its differentiation even in individual 
fragments of organic molecules (for example, α-pinene) 
reaches 150 ppm. The non-equilibrium distribution of the 
hydrogen isotope deuterium (2Н(D)) in organic molecules 
is an isotope passport which is practically impossible to 
falsify. However, this method is difficult to use for the 
isotopes of other elements due to the low variability 
of their content in natural objects with respect to the 
precision of measurements of the integrated intensities 
of NMR signals.

All WOS have the main component in common, water. 
Therefore, let us first consider the determination of the 
content of deuterium 2H(D) in it by NMR spectroscopy. If 
the analysis object is natural water with an insignificant 
content of organic and inorganic impurities (up to 3.5% in 
mid-ocean water), a traditional IRMS/SIRA approach can 
be used, in which the water hydrogen for measurement 
is transferred in the gas phase to the molecular one when 
heated to 400° in the presence of zinc [1] or in another 
catalytic way [2]. NMR spectroscopy is a direct method for 
measuring of the absolute content of deuterium in water 
by quantitative addition of a calibrated compound with 
the known deuterium content (e.g. tetramethylurea or 
dimethylsulfone) to the solution. Since the sensitivity of 
the 2Н NMR method is by six orders of magnitude lower 
than that for the main isotope of hydrogen - protium 1Н, 
during the measurement it is necessary to minimise the 
loss of volume of the water being analysed by reducing 
the proportion of calibration compounds. To this end, we 
propose to use special calibration compounds enriched 
of 2H by 1–2 orders of magnitude for NMR, which makes 
it possible to reduce their volume fraction in the analyte 
solution to 2–3%. In [3], sodium trimethylsilylpropionate-
2,2-3,3-d4 (TSP) was used as the calibration compound, 
the deuterium signals of two methylene groups of 
which have chemical shifts of 0.60 and 2.00 ppm. In 
measuring the natural content of deuterium in water, 
such an internal calibrant is inconvenient because 
of the need to somehow reduce its concentration by 

Fig.1. The  1Н NMR spectrum of the wine sample under the condi-
tions of elimination of signals from 13C: 1 – glycerin (10.01 g/l), 
2 – methanol (153.00 mg/l), 3 – succinic acid (868.67 mg/l) 
4 – acetic acid (512.72 mg/l), 5 – lactic acid (828.28 mg/l),  
6 – 2,3-butanediol (414.33 mg/l) 
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several times in the sample, for example, by diluting 
by 104–105 times with acetic acid, the hydroxyl group 
signal of which should also be taken into account. In 
[4] another calibration method was proposed, with 
an external standard. It contains deuterium-enriched 
water and europium trifluoromethanesulfonate reagent 
(Eu[CF3SO3]3), which shifts the deuterium signal of the 
external standard water into a weak field by 2–3 ppm, 
which excludes its overlapping with the peak of the test 
sample. However, working with an external standard 
has a number of drawbacks. For 5 mm diameter NMR 
tubes, due to the loss of analyte volume by 15–20%, 
the time of each measurement increases by 30–40% 
depending on the water content in the WOS. The pairs 
of tubes (standard and capillary) carefully calibrated 
by volume are necessary; therefore, it is more difficult 
to conduct a series of experiments, especially with 
automatically changing samples.

To determine the water content in the WOS, it is 
necessary to know its volume quantity, which requires 
the identification and measurement of the remaining 
components based on their molar fraction established 
from NMR 1Н measurements. In the calculation it is 
necessary to take into account the contribution to the 
integral intensity of the protons of other components 
engaged in the rapid exchange with it of the 1Н signal. 
Without taking these factors into account, the 
signal area determination in the region of 4.8 ppm. 
always gives an understated value. Identification and 
quantitative determination from the NMR 1Н spectrum 
of the co-component in complex systems allow the 
calculation of the water content directly; and from the 
NMR 2Н spectrum, establish its isotopic composition 
important for research purposes or the authenticity 
characterisation.

Integrated NMR screening of the water 
component of wines and similar products
Let us consider the procedure for determining the 
content of deuterium water in the WOS by using 
the example of the expert task concerning quickly 
screening the authenticity of often adulterated wines. 
Screening means the operative quantitative analysis 
of the composition of the object by simple methods 
without any sample preparation with the possibility of 
immediately taking a decision [5].

The specificity of differences in the component and 
isotope composition of wines and other alcohol products 
(for example, cognacs, brandies or spirits) is due to 
the agroclimatic and technological peculiarities of the 
region of cultivation and processing of grapes including 

atmospheric precipitation, temperature, intensity 
of irrigation measures, surface and groundwater 
composition, soil etc. In particular, all these factors 
influence the content of minor components in wine and 
isotopic composition of grapes.

In the analysis of wine, the NMR 1Н spectrum is 
initially recorded, from which it is easy to calculate the 
content of water, ethanol (vol. %), glycerol, basic acids 
such as tartaric, malic, lactic, citric, succinic and acetic 
as well as identify residual carbohydrates, if any.

In measuring the content of certain minor 
components, it is convenient to use the high-field 
satellite of the СН3 ethanol group as a marker which 
is due to the presence of molecules containing the 
carbon 13С isotope (1.1%). The quantification of other 
minor components should be performed in the mode of 
satellite signal elimination, i.e. by recording the NMR 1Н 
spectra in the sample radiation at a frequency of nuclei 
13С. Fig.1 shows as an example the NMR spectrum of the 
1Н Cabernet Sauvignon wine of the 2015 crop (Anapa), in 
which the ethanol content (13.9 vol. %) is calculated from 
the integrated intensities of the signals of the ОН, СН3 
and СН2 groups (they are partially cut off in Fig.1). Signals 
taken into account during the calculation of many minor 
components, which characterise the wine authenticity 
from the viewpoint of the component composition, can 
be seen.

Although NMR 1Н spectra directly characterise the 
content of individual components, they are insufficient 
to recognize the wine authenticity or its compliance with 
certain agroclimatic conditions of grapes cultivation 
(geographic origin). A spectrum identical to the 1Н NMR 
shown in Fig. 1 can be simulated by an artificial mixture 
of water, ethanol and minor components. The water 
signal in the NMR 1Н & 2Н spectra has a characteristic 
position (4.8 ppm), nor it overlaps with peaks of 
other components. Its integral intensity in the NMR 
2Н spectrum should be used for wine authentication 
when taking into account the hydrogen contribution 
of the hydroxyl and carboxyl groups of the remaining 
ingredients, primarily ethanol. For a strict expert opinion, 
it is desirable to know the deuterium content in water of 
the authentic wines of this region and the agroclimatic 
conditions of the declared harvest year. A more accessible 
criterion is a comparison of deuterium content in wine 
water and its averaged value in precipitation and soil 
waters of the region. It is known that the amount of 
deuterium in the wine water is 8-15 ppm higher than 
in sediments because of the peculiarities of isotope 
fractionation in the molecules of carbohydrates (sugars) 
of grapes when they are converted to ethanol during 
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fermentation. On the territory of the Russian wine-
growing regions, all surface and groundwater contain 
less than 150 ppm deuterium, so in the water fraction of 
the wine it should be more than 156–158 ppm. Therefore, 
the presented NMR method is able to detect the dilution 
of wine with a mixture of ethanol/water or water as 
well as a complete falsification of its composition with 
exogenous components. At the same time, it should 
be that by studying the isotopy of hydrogen in the 
water fraction of the product on the basis of the NMR 
method, it is not possible to detect the addition to 
musts of exogenous sugars of other plants of the C3 and/
or C4 photosynthesis pathways (e.g. sugar beet, sugar 
cane, maize, sorghum and others) before fermentation 
(“shaptalization”) or direct introduction into wines of 
alcohol of the non-grape origin. To do this, it is necessary 
to measure the content of deuterium in the methyl ((D/H)

I) and methylene ((D/H)II) groups of the ethanol molecule 
isolated from the wine. Therefore, the measuring the 
content of deuterium in wine water is the first rapid 
stage of its detailed analysis to ensuring that the most 
gross counterfeits can be detected.

The algorithm including an integrated analysis of the 
NMR spectra of protium 1H and deuterium 2H of wine, 
was first proposed by us for differentiating the wines 
of Georgia, Russia (the Kuban region) and Western 
European countries 15 years ago [6]. The main results of 
the research are shown in Fig.2, where the value 0 is the 
deuterium content in the international VSMOW standard 
corresponding to the equatorial water of the world 
ocean (155.8 ppm). The amount of deuterium in the water 
fraction of wines in Georgia, Spain, Italy and France is 
close, but higher than in the wines of the Krasnodar and 
the Rostov Regions. This is partly due to agroclimatic 
reasons and seems to be chosen as a criterion in the 
differentiation of the wines of Georgia and Russia. 
However, in the latter, the content of deuterium in the 
water fraction varies widely. Possible causes include the 
influence of agroclimatic conditions of grape growing 
and the intensity of irrigation measures as well as the 
addition of some water or a water/ethanol mixture 
to the level typical for wines. Manipulations with the 
composition of some wines were revealed from NMR 1Н 
spectra by the ratio of the content of ethanol, glycerin 
and acids in them. Moreover, in three samples, the 
content of deuterium in the water fraction of the wine 
turned out to be lower than the values for the surface 
waters of this region (145–150 ppm), which is unrealistic. 
Such an approach to the identification of counterfeit of 
natural wines in the following years was not applied, as 
follows from the review of the article of 2015 [7].

The analysis algorithm developed by us was tested in 
2017, when wine samples were selected at the VINORUS 
trade exhibition held in Krasnodar along with the 
1st International Scientific and Technical Conference 
Innovative World of Modern   Viticulture   &  and Wine-
Making: Russia   (InnoWine:   Russia-2017).    There were 
samples of dry wine of Cabernet Sauvignon and Merlot 
grapes (vintage 2015) from different regions -  Krasnodar 
region (No 2–11), Crimean peninsula - Bakhchisaray (No 12), 
Volgograd region (No 13) and Spain (No 14). The contents 
of ethanol and glycerol were measured by the NMR 1Н 
spectra analysis of samples (Table 1). The contribution 
to the signals 1Н and 2Н of the water of the hydroxyl 
and carboxyl groups of glycerin and other minor wine 
components was not taken into account. Table 1 shows 
the relative amounts of deuterium in the water fraction 
of various wines measured by the NMR method. For 
clarity, they are presented in Fig.3, together with data by 
the content of 2Н in the tap water of Krasnodar dated 28 
April 2017 (No 1). In the water fraction all of tested  wine, 
the deuterium 2Н content varies in the range from 159 
to 167 ppm. Two samples of Cabernet Sauvignon wine 
from the Taman area of the Krasnodar region  (No 2 and 
6) were found as an exception because of the reduced 
deuterium content in water which can be explained by 
the composition of the source water used for irrigation 
of corresponding grapes.

Fig.2. The content of deuterium in the water fraction of wines of 
different geographical regions [6]. Samples are grouped by coun-
try of wine production
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NMR spectroscopy of deuterium in 
ethanol of wines and similar products
The 2Н NMR method was most widely known and applied 
in conducting evaluations of the deuterium content in 
the methyl (D/H)I and methylene (D/H)II groups of the 
ethanol molecule in order to determine its botanical 
origin.

The characterisation of WOS by the content of 
deuterium in fragments of ethanol molecules of wine 
requires its quantitative isolation. For this purpose, a 
procedure has been developed in detail, since in different 
countries it is permitted to add exogenous sugars to 
the grape must, also from the plants of other botanical 
species. In 1990, the International Organisation of Vine 
and Wine (OIV) adopted for the first time the SNIF-NMR 
method [9] described in [8] as official in the European 
Union. To date, a significant base of scientific knowledge 
on the intervals of the content of deuterium in the 
methyl (D/H)I and methylene (D/H)II groups of the ethanol 
molecule of grape origin has been accumulated according 
to the results of foreign researches. Taking into account 
agroclimatic (geographical) and technological factors, 
the minimum and maximum levels for the (D/H)I in grape 

ethanol are 98.0 and 106 ppm respectively, and for the  
(D/H)II – 121.0 and 136.0 ppm respectively. These ranges 
also include ethanol extracted from certain other fruits 
but not sugar beet. Sugar beet belongs like grape to the 
group of plants of the photosynthesis C3 pathway) and 
plants of the photosynthesis C4 pathway (e.g. from corn, 
sugarcane, sorghum and others) [10–11].

The SNIF-NMR method requires the use of NMR 
spectrometers, with an operating frequency of at least 
400 MHz for 1Н nuclei and equipped with a 10 mm tube 
sensor and a NMR signal stabilisation system 19F.

The Research and Educational Centre  of the Peoples’ 
Friendship University of Russia uses a modified SNIF-
NMR method based on the author’s development [12] for 
the standard NMR spectrometers to study the botanical 
origin of ethanol contained in wines and similar products.

One of the features of the developed method is that 
the stabilisation of the resonance conditions with the 
19F signal is not used. Therefore, the measurement of the 
deuterium content in СН2- (D/H)II и СН3- (D/H)I fragments 
of ethanol molecules will have significant errors in  
height  of  the  corresponding peaks due to a small 
drift of the signals. However, this practically does not 

Table 1. Wine values obtained from NMR spectra

Sample
No

Water fraction in 
wine, vol. %

Ethanol, 
vol.%

Glycerol,
g/l

Relative deuterium amounts   
in the water  

fraction of wine, ppm

2 87.17 12.83 6.67 149.1

3 86.91 13.09 5.37 166.4

4 86.64 13.36 8.60 165.6

5 87.42 12.58 5.41 165.6

6 87.17 12.83 5.76 151.7

7 85.76 14.24 8.53 166.3

8 87.06 12.94 7.85 166.2

9 85.30 14.70 8.44 162.4

10 86.58 13.42 8.12 159.1

11 88.32 11.68 5.26 164.2

12 86.06 13.94 8.64 163.8

13 84.75 15.25 10.01 161.9

14 86.70 13.30 8.78 167.6
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affect the areas which are measured in the quantitative 
NMR spectroscopy by the integral but not by the height 
intensity. A distinct advantage of this approach over the 
method [9] is that the deuterium content in the hydroxyl 
group (OH) of extracted ethanol or residual water can 
be measured by the intensity of the signals which, due 
to exchange processes, always have a larger width than 
deuterium (2Н) of the methyl СН3 (D/H)I and methylene 
СН2 (D/H)II groups. Since the deuterium content in the 
hydroxyl group is exclusively influenced by the water 
fraction of the wine, there is no need for a detailed 
analysis of the 1H NMR spectrum. It is sufficient to 
measure the density of the analyte solution to estimate 
the content of residual water in ethanol containing 
distillate. Another feature of the developed method is 
the use of dehydrated dimethylsulfoxide (DMSO) as a 
calibration additive with a deuterium content increased 
by two orders of magnitude. This reduces in  10 times 
(from 30 vol. % in the case of the method [9] to 3 vol. %) 
reduces the volume fraction of the calibration substance 
and thereby halves the time of recording the NMR 
spectrum. The total error of this method ensures the 
precision of the measured values ± 3%, which is quite 
enough to estimate the botanical origin of ethanol.

The method was developed and tested on a JEOL 
JNM-ECA 600 (Japan) spectrometer with an operating 
frequency for 1Н nuclei  600 MHz and 2Н nuclei 92.102 
MHz. The device is equipped with an autosampler and 
has 5 mm and 10 mm sensors (Fig.4). Calibrated tubes 

with a diameter of (4.97 ± 0.013) mm and a length of 178 
mm were used in the research. Sodium trimethylsilyl 
propionate-d4  (TSP) was used as an internal standard for 
the quantitative determination of components to record 
NMR 1Н spectra, the signal of methyl protons of which 
does not overlap with the peaks of the analytes. When 
NMR 2Н spectra are recorded as an internal standard 
(3 vol. %), DMSO was used with an artificially increased 
deuterium content by two orders of magnitude. A typical 
spectrum is shown in Fig.5. The following experiment 
conditions were selected for recording the spectra on 
2H nuclei: pulse 45°, gain 72, shift 5 ppm, scan 11 ppm, 16K 
points per spectrum, observation time of free-induction 
decay 2 s, scan number 800, the delay time between 
pulses is 5 T 1 (2D2O) ≥ 5 s. The automatic correction of 
the baseline, manual phase adjustment and exponential 
multiplication by the value 2.0 were used to process 
the spectrum. The table 1 presents the averaged data of 
five measurements of the deuterium content 2H in each 
sample, for which the relative standard deviation is 2%.

Conclusion
A new method of a cumulative NMR screening analysis 
(CS-NMR) was proposed to determine the deuterium 
content in water of various water-organic solutions 
including wine and similar products, juices etc. The first 
stage is the recording of quantitative NMR 1Н spectra 
to determine the water content in the sample by taking 
into account other identified components of the solution. 

Fig.3. The content of deuterium in the water fraction of the red wine 
samples of the 2015 harvest
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Fig.4. NMR spectrometer JEOL JNM-ECA 600 (Japan) with an 
operating frequency for the 1Н nuclei of 600 MHz and for the 2H 
nuclei of 92.102 MHz. Researcher of Scientific Research and Edu-
cation Centre of the RUDN University – Vassily Ivlev

 Life sciences



100 www.j-analytics.ru

№ 2/2018(39)

Then, the NMR 2Н spectrum is calculated from which the 
isotope 1Н of water as an important characteristic of origin or 
authenticity with a control sample. A method that does not 
require sample preparation is convenient for rapid screening 
of many water-organic objects. Detailed determination of 
the isotopic composition of hydrogen of other components of 
WOS after their isolation can be performed with a standard 
equipment by a faster original technique.

A modified NMR method is used at the Research and 
Educational Centre of the Peoples’ Friendship University 
of Russia, to study the botanical origin of ethanol in 
wine and other alcohol-containing products which is 
based on the determination of the deuterium content in 
the methyl ((D/H)I) and methylene ((D/H)II) groups of an 
alcohol molecule. The quantitative data on the content 
of deuterium in the methyl group (D/H)I) of alcohol 
make it possible to draw a conclusion not only about the 
botanical form of the plant, but also about the geographic 
region of its origin, as well as about the nature of the 
water used in the fermentation of carbohydrates and 
formation of ethanol. The data on deuterium content in 
the methylene group (D/H)II alcohol indicate the climatic 
conditions of the growth of the plant (e.g. grapes).
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Fig.5. The NMR 2H spectrum of an alcohol distillate sample 
with the addition of DMSO: 1 – OH (hydroxyl group of ethanol), 
2 – H2O (residual water in distillate), 3 – CH2 (methylene group 
of ethanol (D/H)II), 4 – calibration compound DMSO, 5 – CH3 
(methyl group of ethanol (D/H)I) 
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