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Prispevok k spektrofotometrickfm met6dam stanovenia chininu
v tonizujircich nipojoch

MILAN SUHAJ

Sithrn. V prispevku sa porovn6va priama spektrofotometricki fluorimetrick6 a ex-
tradno-spektrofotometricki met6da stanovenia chininu v Speciilnych tonizuj0cich nipo-
joch. Priama spektrofotometria pri vlnovej aiZt<e yl,S nm, odporirdan6 pre bezfarebn6

n6poje, uk6zala sa ako nespolahliv6, pretoZe ignoruje vplyv absorbujirceho pozadia alebo
injch ru5ivj'ch vplyvov, io sa vjrazne prejavilo napr. v nripoji Mirinda, kde bola chyba
stanovenia viidiia ako 20 %. Modifik6cia tejto met6dy pomocou derivadnej spektrofotomet-
rie riplne eliminovala tieto nedostatky a viedla k Statistickej porovnatelnosti so Standardnou
fluorimetrickou met6dou.

Chinin, alkaloid z k6ry chininovnik a (Cinchoza succirubra),ako modifikiitor
horkej chuti sa uplatfiuje pri vfrobe alkoholickfch a nealkoholicklch nipojov
typu tonic. PouZiva sa aj ako chemoterapeutikum proti mal6rii. MA antipyretic-
k! a uterotonickli trdinok, preto jeho pouZitie obmedzujir hygienick6 predpisy

tU. Najvy55ie pripustn6 mnoZstvo chininu v obydajnych n6pojoch je
10mg.kg-', v Speci6lnych nipojoch, nevhodnfch pre tehotn6 ieny a deti,
50 mg.kg-'. Na malospotrebitefskom baleni musi byf pritomnost' chininu vo
vf robkoch deklarovan6.

Na stanovenie chininu v bezfarebnfch nealkoholicklich n6pojoch sa odporir-
da priama spektrofotometrick6 met6da pri vlnovej diilke 347,5 nm [2]. Pri
farebnfch n6pojoch treba chinin izolovad extrakdnlim sp6sobom a stanovit'
potom spektrofotometricky pri vlnovej aiZke ZSt nm alebo fluorimetricky pri
vlnovej OiZte gSO nm [2]. Zahranidn| met6dy na stanovenie chininu v poZivati-
n6ch uprednostfiujir stanovenie v UV oblasti spektra l3l. Z progresivnejBich
met6d chromatografick6ho stanovenia v na5ich podmienkach moZno uviesf
met6du HPLC vypracovanir na spolodn6 stanovenie chininu, kofeinu, kyseliny
sorbovej a benzoovej v nealkoholickj'ch n6pojoch, pridom stanovenie prebieha
izokraticky na reverznychfhzach SIC,8 [4]. Z|vdznou met6dou je eSN 560240
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[5]. podla ktor':1 sli chinin stnnovuje priamou fluorimetriou po prisluinorn
riedeni k,;selirrou sirrrrou. resp. \'pritomnosti ruiivych lhtoli (iony Cl-, farbiv6
a clispergu.lirce latk, ) si lii()veniu predchadza extrakcia.

V tomt() pr isper k i Jri \'./ii.ionr porovnirvame odporuiane spektrofotometrick6
mctocll r, uilnrii;.rlovej. vrtlitel'nej oblasti spcktra a fluorirnetrickir metodu pria-
meho stan()venia ulebo po extrakcii chininu z tonizujucich nApojov. Uvddzame
tu aj v1'sleclki; cl'cl<tu nroclilikircie spektrolotometricklrch metod pomocou deri-
vadnej spcktrotbti,rletrie n:r ,,'rristranenre rusivych vplvvov a sprhvnosd povodne-
ho star-rovenia-

Matcriil a met6dv

Clhinin v nealkoholickl,ch niipojoch srne pornocou dvojlirdoveho spektrofo-
tometra Spccord M40 (Carl Zeiss. Jena) stanovovali tvntito spektrotbtometric-
kynri a lurttinisccrtirni'nri nrettictami :

l. prianra spektrtihrtonrc-triu pri vlnovej aiZte:+Z,S nm [2] po 1.4-nasob-
norn zricdcni vzt riek rlncs()u krscliny clrlorovodikovej (1 mol .l r) a fosfored-
nc.i (15 nu)r'pomcl-e I : l. ntcranie r l cr.t-t kremennej kvvete oproti destilovanej
vode pri spektrainel Sirke itrbirry, 0 cm r. integracnom iase I s a zosilneni l:
anall,tickir iiara ple rcf'ercncnv roztok chininu.r.:76,63.r - 0.025 (koeficient
korelacie r',, : 0.999). 1-rliionr l jc lioncentrhcia chininu v mg.l I a -r absorban-
cia pri -1,17.5 nm:

l. crtrakcilt cirloro{irrtloni r reertnrkcia do roztoku kyseliny sirovej
(0.5 mol . I ') [2.] l

a1 spcktrolirloinetrickc stanovenie v ultrafialovej oblasti spektra proti kyscli-
,.'. 5i11rvc-i (0.5 ni,rl . i r): analy'tickh crara pre Standardny roztok chininu .t' :
: 13.95.t - L).006 (r',, ,: (1.999);

b) flutrritnctrieke sturiorertic excitovunej lluorescencie pri vlnovej diZke
-350 nm zu podrrienok: l'luorescendny nirstavec k Specordu M40; filter excitai-
neho Tiarenia \l'K 38 : porovruvaci Standard GVD 37 79 (GG l 7); fluorescen-
dn:i krcmcnna kvvcta Icnr: analytickit iiara pre Standardny roztok chininu
v roztoku kyseliny :,iror'ei 10.-i rr-rol.l r) .t' : 0.225.r - 0.929 (r,, : 0.993). kde

.r' je koncentracia chininu \ n1s.l I a .r transmisia vzorkv (n/o) pri vlnove.i diZke
excitaineho Ziarenia 3-50 nnr:

3. derivainit spektrolbtometria vzoriek upravenych podl'a postupu I a 2a
pomocou programove.i kazet-y- Data Handling I za podmienok

a) l.riprilrrrcj spektrolbtonretrii:rozsah vlnovych aiZot UOO 400 nm; spek-
tralna sirka Strhina 0 cnr r. integrainy ias I s: zosilnenie 2 a rychlost zApisu
2 rlnr. s r:2. dcril'iicia a I.rrrsobenie sigrrhlu deriviicie konitantou 50;analytickA
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podta postupu I a2a
rienok
Dt:fO-400 nm; spek-
ie I a rychlost'z6pisu
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:.ra Standardndho roztoku chininu .l : I 1 1,9,r * 0,595 (r,., : 0,999). kde .r je
:,,:Jnota druhej deriv6cie pri 354 nm nisoben6 hodnotou 50;

bt pri spektrofotometrii v UV oblasti spektra po extrakcii chloroformom;
::zsah vlnovych aiZot< ZtO-300 nm; spektr6lna Sirka Strbiny 0 cm-I; integrad-
:i r:as 2 s; zosilnenie 1; rfchlost' z6pisu I mm.s-r; 2. deriv6cia a n6sobenie
:enrovan6ho zdznamu kon5tantou 20; analytickd diara Standardu y:
= )1.32x + 0,015 (r., : 0,999), kde x je hodnota 2.. deriv6cie pri vlnovej diZke
ljl nm, nisoben6 hodnotou 20;

-1. priama fluorimetria nealkoholickfch n6pojov po 2-6-n6sobnom zriedeni

-pojov roztokom kyseliny sirovej (0,5 mol.l-') s podmienkami merania ako
-. tb.

){a zhotovenie analytickfch diar a na Standardnf pridavok chininu do nie-
ktorych vzoriek sme pouZili chinin podl'a es. liekopisu. Korekcia pozadia pri
:pektrofotometrickfch meraniach sme realizovali programom Auto-Zero, resp.
natematickyfm odditanim spektra pozadia pomocou programovej kazety Data-
-Handling I.

Chinin sme stanovili v tj,chto tonizujricich nripojoch: Mirinda tonic ('s povo-
lenim Pepsico Inc., N. Y., vyr6ba Frucona, zivod Ko5ice, resp. Slovlik,5.p.,
zivod Malacky); Chito tonic (ON 56 7970, Slovslad Trnava); Aro tonic (Neal-
koholick6 ndpoje, k.p., Olomouc); Fruta tonic (pasterizovany n6poj,
ON 567874,Fruta, k.p., Brno, z6vod Modiice); Original River Indian Tonic
\\'ater (PN l/81, Nealkoholick6 ndpoje, s.p., Olomouc v spolupr6ci s firmou
Dana Mirna, SFRJ, stabilizovanyi benzoanom sodnym). VytaZnost' stanovenia
sme zisfovali v modelovom roztoku pozost6vajircom zo 6 To sachar6zy (podta
hodnoty obsahu cukru v tonizujircich n6pojoch [6]) a 0,03 % kyseliny citr6novej
rpH matrice 2.95), ako aj v bezchininovom tonizujircom ndrpoji Spreequell Bitter
Tonic (VEB Getrdnkekombinat Berlin, PB Spreequell). Vzorky sme zbavili
oxidu uhlidit6ho pomocou ultrazvuku (1 min) na zariadeni Ultrasonic Compact
Cleaner UC 005AJl (Tesla, eSfnl.

Vfsledky a diskusia

Vlisledky stanovenia chininu ultrafialovou, viditelnou a luminiscendnou
spektroskopiou v niektorfch tonizujricich ndpojoch dostupnych na naSom trhu
uv6dzame v tab. 1. Vlisledky testovania spr6vnosti tlichto met6d v modelovych
podmienkach a v n6pojoch sri v tab.2. Obrrizok I znhzoriuje absorpdn6 spek-
trum Standardn6ho roztoku chininu v zmesi kyselin a jeho 2. derivfciu, obr.2
absorpin6 spektrum a jeho 2. derivdciu n6poja Mirinda a obr. 3 excitadn6
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Obr. l. I - absorpdn6 spektrum Standardn€ho roztoku
chininu 50 mg. l-' v zmesi kyseliny chlorovodikovej
(l mol .l-') a 25 % kyseliny fosforednej (l : l), meran6 proti
destilovanej vode, 2 - druh6 deriv6cia absorpdn€ho spectra.
Fig. l. I .- Absorption spectrum of a standard quinine
solution 50 mgl-r in the mixture of both hydrochloric acid
( I mol l-') and 25% phosphoric acid ( I : I ) measured against
distilled water, 2 - second-order derivative of absorption

spectrum.

Obr. 2. I - absorpdn6 spektrum n6poja Mirin-
da, riedenie 1,4-kr6t anesou kyseliny chlorovodi-
kovej (l mol .l-r) a 25Yo kyseliny fosforednej
(l : l), meran6 proti destilovanej vode, 2 - druh6

deriv6cia absorp,in6ho spektra.
Fig. 2. I - Absorption spectrum of Mirinda be-
verage l.4-fold diluted using the mixture of hyd-
rochloric acid (l moll-') with 2Soh phosphoric
acid (l : l), measured against distilled water,
2 - second-order derivative of absorption spec-

trum.
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Excitadn6 spektrum chininu v roztoku kyseliny sirovej (0,5mol.l r). I Standardny

roztok chininu 7,5 mg.l r.2 ndpoj Chito tonic. riedenie 6.66-krrit.
Excitation spectrum of quinine in sulphuric acid solution (0.5 moll '). I standard

quinine solution 1.5 mgl r. 2 Chito tonic beverage, 6.66-fold dilution.

-:ektrum chininu a n6poja Chito tonic v roztoku kyseliny sirovej. Excitadne
.:ekrrd sme ziskali meranim z6vislosti celkovej intenzity fluorescencie chininu
J vlnovej diZky excitadneho Ziarenia.

Ziskan6 vysledky stanovenia chininu v sledovanych nSpojoch podla uvede-
ich metod (tab. l) porovnevame s metodou priamej fluorimetrie, resp. fluori-

::'.etrickym stanovenim po predchAdzajtrcej extrakcii, z ktorfch vych|dza aj

:Sf S00240. Vadsina spektroskopicklch stanoveni, ktorym predch6dzala ex-

:akcia, mala o niedo niZiie vfsledky ako ostatn6 metody v d6sledku striit pri
:rtrakcii a reextrakcii chininu do rozpuit'adla. V pripade stanovenia chininu

ndpoji Mirinda metodou priamej spektrolometrie pri vlnovej diZke 347,5 nm,
..:r)rd sa pre bezfarebne nepoje odporuda [2], zist'ujeme v porovnani s fluorimet-
:r.kou metodou vysoku chybu, ktora zaf.aLuje vysledok o viac ako 20 o/o.

\egativny vplyv absorpcie pozadia, ktori sa v men5ej miere prejavil aj pri
.itatnich n6pojoch, podarilo sa nem udinne potladit' metodou derivadnej spek-
.:rrfotometrie pri vlnovej diZke 341,5nm, pridom sme ziskali hodnoty velmi
j{-)bre porovnatelne s vysledkami luminiscen(,nej analyzy (tab. l). Vo vdd5ine

,onrzujircich n6rpojov sa dajti zistene vysledky podLa tejto modifik6cie Statisticky
rtrrovnot's metodou priamej fluorimetrie, pridom rozdiel testovanych priemer-
rrch vysledkov (Lordov test) bol Statisticky neviznamny pri hladinirchvyznam-
rosti a: 0,05 a 0,01.
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Tahulka l. Starrovcrric chrninu v tonizujitcich
f :r hlc L Thc quirrirre rlcltrnrirt:ttiorr in ruriou:

niipojoeh spcktroli)tonrctlickrnri nrctritl:rmi (l - 3)
tonic bc-r'cragcs using spcctroseople nictl)o(ls (ri: i1

rR: smcrodajnii odchlilka urdcnh z rozpdtia; Standard dcviation detcrmincd from an intcrval.
* Vzorky Mirindy odobratc v rdznych iasorych intcrvaloch od l. 5. do 18. 6. 1990: Mirinda samples collcctr-d u'ithin diflercnt time intcrvals ll'om
May 3 to Junc 18, 1990.

I Sample. 2 6 marks of vrrious tonic beleraees. 7 Dirr'ct spectrophotometrv at 347.5 nm. 8 Dcrirativc'spectrophotomctr\ irt
147.5 nln.9 Extraction. spectrophotometry at l-51 nm. l0 Extrac{ion. second-order clerivative lt 251 nnr. ll Extrilction. lluorornetrv at
150 nm, l2 Direct fluorometry at -150 nm. 1,1 Quininc.

Vzorkal

Priarna spck-
trolirtomet ria
pri -147.5 nrni

Dcrir ac'nil spek-

t rolirtonrct ria
pri 347.-5 nm'

Extnr kcia.
spck t rolir t tr rrrr't

pri 151 nnr''

Frtrakcia.
2. dclir iicia
pri 251nrlr"

F:rtrakciu.
tluorinrctria
pri 35() nnril

Priu rna

1l u orinret ria
pri -j50 nntrl

chinini' lnrg. I rl 
( R)

(-hitt'rr -19.8 (0. I t{ ) .le.l (0 J7) ,14..1 (0.2l ) .14.0 (0.02) .{7.q (0. 1 71 -18.9 (0..r0)

Arol lr(.1 (0.1.1) r6.,1 (0) 17. I (0.43) r5.9 (0) I r.-l (0. II) 16.5 t0.Il)
Rilcr Indianl 46.6 (0. n) 44.5 (0..17) ,r7,5 (0.18) \7 l ({) ) l().1 ((). l l) .1-r,9 (0.20)

F rutas 49.t3 (0.08) .16.(r (0.471 -+.+.8 (0. l4) 42.e (0.24) .{6.b (0.65) 46.9 (0. I rJ )

Mirinda6' 62 .2 (0.38 ) 48.8 ( l.06) 47.5 (().15) ,16.x (0) 5t 3 (0.15) '19.8 (0.12)

Mirinda" 63.r (0.09) ,{9. I (0.-19) -15.1 (t). I 5) .15.2 (0. l]) -16.6 (0.08) 5 r.2 (0.08)

Mirinda 6:.1 (0.04) .li{..1 (0.4E} 47.7 (0.-31 ) 4t.e (0.27) .r9.8 (0.61) 50..1 (0.37)

Mirinda6 61. I (0.15) 47.8 ( l.0l)



rr - lmorrxldnd rxlchflln ur{onrl, rorpillsiSllntlrrrrl (lcvtullon rlctcrrnnrcrl l'rom nn lnlcrvnl,

Mity .l l(l Jurrc ll{. l()()0.
I Sarnplc. 2 6 marks rll'varitttts lottic bcvcrlgcs, 7 I)ircct spcctropho(onrctry ul .147.5 nnr. tl l)crivativc spc'ctrophotomclry at
-147.5 nm. 9 Extraction. spcctrophotomctry :rt 251 nm, l0 lixtraction. sccond-ordcr dcrivative at 251 nm, ll Extraction. fluorometry at
350nm, 12 - Direct fluorometry at l50nm, l3 .,Quininc.

Tabulka 2. Vlt'aZnost spektrolotometrickfch met6d stanovenia chininu v modelovych a tonizujrlcich nripojoch (n :31
Table2. Efficiency of spectrophotometric methods of quinine determination in modelling beverages, as well as in tonics (n:3)

For s* see Table l.
l-Sample,2-Matrix,3-Matrix*quinine,4-Spreequellbeverage,6-Frutabeverage,T-Fruta+quinine,S-Directspectrophoto-
metry,9 - Derivative spectrophotometry, l0 - Extraction, spectrophotometry, ll - Extraction, second-order derivative, 12 - Extraction,
fluorometry, 13 - Direct fluorometry, 14 - Quinine, l5 - Yielding.

Vzorkar

Priama spek-
trofotometria
pri 347,5 nm8

Derivadn6 spek-
trofotometria
pri 347,5 nme

Extrakcia,
spektrofotomet.

pri 251 nmro

Extrakcia,
2. derivdcia
pri 251 nmrl

Extrakcia,
fluorimetria
pri 350 nmr2

Priama
fluorimetria
pri 350 nmrl

chinin'a lmg. l'-'] (s*)

vffaZnosfrs [%]

matrica2 1,6 (0,0e) 0 0,21 (0,0r) 0 0 0

matrica * chinins (51 mg.l-r)
52,6 (0,14)

1 03,1

s0,6 (0)

99,2

47,0 (0,17)

92,1

47,2 (0)

92,5

s0,8 (0, r 8)

99,6

52.6 (0,il)
r03.1

Spreequella |,96 (0,06) 0 l.4r (0.59) 0 0 0

Spreequell + chinins (50 mg. l-r)
5r,r (0,23)

t02,2

49,9 (0,57)

99.8

46,4 (0,34)

92.8

45,3 (0,02)

90,6

47,0 (0,04)

94,0

49,3 (0,r5)

98.6

Fruta6 49,8 (0,08) 46,6 (0,47) ,14,8 (0,14) 42,9 (0,24\ 46,6 (0,65) 46,9 (0,r8)

Fruta * chininT (25 mg . l- I 
)

73,9 (0,07)

96,4

70,8 (0,r8)

96,8

74,1 (0,34)

108,8

s\o



Spnirnost overovanlch spcktrilnl'ch metocl stanovenia chininu v napojoch
snrc testovali v modelovom lozloku sacharozy a kyseliny citr6novej. bezchini-
novom tonizujucom napoji Spreequell Bitter Tonic a v ndpoji Fruta tonic po
itandardnont pridavk.u (tab. 2). V modelovych podmienkach dosiahnuth vyiaZ-
nosi stanovenia derivadnou metodou bola 99,2o/o v pripade matrice. 99.8 %
'"' bezchininovom nirpoji a v nupoji Frr:ta dosiahnutn vytaZnost bola lep5ia ako
v pripade Standardnej metocly fluorimetrick6ho stanovenia. Modifikricia deri-
vainej spektrofotometrie poskytuje Statisticky nevyznamn6 rozdiely medzi sku-
toinlrm a stanovenynr obsahom chininu v modelovych vzorkfch pri a : 0.05
ir 0.01. r' napoji Fruta pri a:0.01. Ako sme uviedli, vel'kym prinosom tejto
nretirdy je rieienie problemu sprdvnosti pri priamej spektrofotometrii v bezfa-
rcbnych nirpojoch typu Mirirrda. Dobry vysledok sa zistil aj v nripoji Original
Rirel Indian Tonic Wirter. hoci je stabilizovany' benzoanom sodnym. Medzu
stanovenia v ndpoji Bitter Tonic pomocou derivainej spektrofotometrie sme

zistili pri 5 mg. I I. medzu ddkazu pri 3 mg.l r. Analogicka metoda derivadnej
spcktrofotometrie v UV oblasti spektra pri vlnovej aiZte ZS: nm po extrakcii
chininu zo vzoriek viedla k niZiim vylaZkonr stanovenia. pretoZe vysledky su

ztria).ene chybou samej extrakinej metody (stratami), pridom s6m extrakdny
p()stup nahrAdza matematicks ..r,yizolovanie" sledovanej l6tky zo vzorky. v do-
sledku doho ndsledne derivovanie uZ nerna zrnysel a je zbytodne.

Zaverom moZno konStatovat, Ze zistene obsahy chininu v sledovanych nhpo-

.joch tvpu tonic sir v sirlade s poTiadavkami na maximdlne tolerovateLnu koncen-
traciu podl'a hygienickych predpisov []. Modifikdcia priamej spektrofotomet-
rickej metody na stanovenie chrninu v tonizujucich ntipojoch pomocou derivad-
nej spektrofbtometrie predstavuje vel'mi jednoduchu a rychlu metodu (das

analyzy niekolko minirt), ktor6 skvalitiruje odporudanu povodnu metodu sta-
novenia a umoZnujejej bezpedne pouZitie pre u nds vyrhbane bezfarebne nfpoje
tonizujuceho charakteru najmii v pripade. ked nemdme k dispozicii luminiscen-
i'nir analyzu. Preto moZe dobre poslu2it ako jedna z perspektivne vyuZivanych
nretod v rirmci programu monitorizlicie cudzorodych l6tok v poZivatindch.
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K cnenrpo$oroMerplqecK[M MeroAaM o[peAenen[c xnnrrna B Tonrr3npyrcIqrrx Ha[[TKax

Pegrcve

B crarrr.r cpaBuuBanrcr npruofi cnexrpoQoroverpnuecxuil, Qayoporrerpraqecxufi u gx-

.-rpar(THo-cnerrpoQoronaerpnqecxnfi Mero.u oflpeaeJreHur xuHuHa B cneu[arbHbrx roHlt3[pyto-
utxx HarrrrrKax, flprrrrar cnexrpoQoronaerpl{t rrplr aJrI,IHe BoJrHbI 347,5 uu, pexoMeHAoBaHa .qJtfl

6erugerHux HarrurxoB, noKa3aJracb sexaAdxuofi noroMy, qro oHa ltrHoplrpyer BJII,TtHtae a6cop6ra-
p)louero $ona nlu Apyrux nocropoHHtrx nluruuft, qro 3HaqLITeJIbHo npotBJltJlocb Hanp. B Ha-

nurxe Mr.rprHAa, rAe ourn6xa onpe,[eJreHrrt 6ula 6oree 20oh. Moan$laKa\ne 3Toro Meroaa

r' ItoMoulbro Aepr,rBarlrroHHofi cnerrpoQoroMerpr{lr BrroJrHe 3Jrr{Mr{HupoBara grr4 Heaocrarxr,t

H npr{BeJra K crarilcrr,rqecroft cpannuuocrt{ co craHAaprHbIM $nyoportaerpnqec(I,IM MeroaoM.

Contribution to spectrophotometric methods of quinine determination in tonic beverages

Summary

The direct spectrophotometiic method and fluorometric method and extractive-spectrophoto-
metric method of quinine determination in special tonic beverages are compared each other in this
paper.

The direct spectrophotometry at the wave length of 347.5 nm which is recommended lor
colourless beverages, was found unreliable, because it ignores the effect of an absorbating bac-

kround or some other disturbing effects. This fact has been highly marked in Mirinda beverage
rx'here the determination error was more than 207o. Drawbacks olthis method have been completely
eliminated using the modification by means of derivative spectrophotometry. Then this method

could be compared with a standard fluorometric method.
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