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Prispevok k spektrofotometrickym metédam stanovenia chininu
v tonizujucich napojoch

MILAN SUHAJ

Sthrn. V prispevku sa porovnava priama spektrofotometricka fluorimetricka a ex-
tra¢no-spektrofotometricka metdda stanovenia chininu v $pecialnych tonizujucich napo-
joch. Priama spektrofotometria pri vinovej dizke 347,5 nm, odporii¢ana pre bezfarebné
napoje, ukazala sa ako nespolahliva, pretoze ignoruje vplyv absorbujuceho pozadia alebo
inych rusivych vplyvov, ¢o sa vyrazne prejavilo napr. v napoji Mirinda, kde bola chyba
stanovenia vdcsia ako 20 %. Modifikacia tejto metody pomocou derivacnej spektrofotomet-
rie tplne eliminovala tieto nedostatky a viedla k Statistickej porovnatelnosti so Standardnou
fluorimetrickou metédou.

Chinin, alkaloid z kory chininovnika (Cinchoza succirubra), ako modifikator
horkej chuti sa uplatiiuje pri vyrobe alkoholickych a nealkoholickych napojov
typu tonic. Pouziva sa aj ako chemoterapeutikum proti malarii. Ma antipyretic-
ky a uterotonicky ucinok, preto jeho pouzitie obmedzuju hygienické predpisy
[1]. Najvyssie pripustné mnozstvo chininu v obyc¢ajnych napojoch je
10 mg.kg ', v $pecialnych napojoch, nevhodnych pre tehotné Zeny a deti,
50 mg.kg~'. Na malospotrebite[skom baleni musi byt pritomnost chininu vo
vyrobkoch deklarovana.

Na stanovenie chininu v bezfarebnych nealkoholickych napojoch sa odporu-
¢a priama spektrofotometricki metoda pri vinovej dizke 347,5 nm [2]. Pri
farebnych napojoch treba chinin izolovat extrak¢nym spdsobom a stanovit
potom spektrofotometricky pri vinovej dizke 251 nm alebo fluorimetricky pri
vinovej dizke 350 nm [2]. Zahraniéné metody na stanovenie chininu v poZivati-
nach uprednostiiuji stanovenie v UV oblasti spektra [3]. Z progresivnejSich
metod chromatografického stanovenia v nasich podmienkach mozno uviest
metodu HPLC vypracovant na spolo¢né stanovenie chininu, kofeinu, kyseliny
sorbovej a benzoovej v nealkoholickych napojoch, priCom stanovenie prebieha
izokraticky na reverznych fazach SIC 4 [4]. Zavidznou metddou je CSN 56 0240
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[5], podla ktorej sa chinin stanovuje priamou fluorimetriou po prisluSnom
riedeni kyselinou sirovou, resp. v pritomnosti rusivych latok (iony Cl1—, farbiva
a dispergujuce latkv) sianoveniu predchadza extrakcia.

V tomto prispevku navziajom porovnavame odporucané spektrofotometrické
metody v ultrafialovej, viditelnej oblasti spektra a fluorimetrickii metédu pria-
meho stanovenia alebo po extrakcii chininu z tonizujucich napojov. Uvadzame
tu aj vysledky efektu modifikéacie spektrofotometrickych metdéd pomocou deri-
vacnej spektrofotometrie na odstranenie rusivych vplyvov a spravnost povodné-
ho stanovenia.

Material a metody

Chinin v nealkoholickych napojoch sme pomocou dvojlic¢ového spektrofo-
tometra Specord M40 (Carl Zeiss, Jena) stanovovali tymito spektrofotometric-
kymi a luminiscenénymi metodami:

1. priama spektrofotometria pri vinovej dizke 347,5 nm [2] po 1,4-nasob-
nom zriedeni vzoriek zmesou kyseliny chlorovodikovej (1 mol .17 ") a fosfore¢-
nej (25 %) v pomere 1: 1, meranie v 1 cm kremennej kyvete oproti destilovane;j
vode pri spektralnej Sirke Strbiny 0 cm ™', integraénom case 1 s a zosilneni 1;
analyticka Ciara pre referencny roztok chininu y = 76,63x — 0,025 (koeficient
korelacie r,, = 0.999). pricom y je koncentracia chininu v mg.1"'a x absorban-
cia pri 347.5 nm;

2. extrakcia chloroformom a reextrakcia do roztoku kyseliny sirovej
(0,5mol.17") [2] a

a) spektrofotometrické stanovenie v ultrafialovej oblasti spektra proti kyseli-
ne sirovej (0,5 mol.17"); analyticka Ciara pre Standardny roztok chininu y =
= 13,95x — 0,006 (r,, = 0,999);

b) fluorimetrické stanovenie excitovanej fluorescencie pri vinovej dizke
350 nm za podmienok: fluorescencny nastavec k Specordu M40; filter excitaé-
ného ziarenia WK 38; porovnavaci standard GVD 37—79 (GG 17); fluorescen-
¢na kremenna kyveta 1 cm; analyticka ¢iara pre Standardny roztok chininu
v roztoku kyseliny sirovej (0,5 mol.17") y = 0,225x — 0,929 (r,, = 0,993), kde
y je koncentracia chininu v mg. 17" a x transmisia vzorky (%) pri vinovej dizke
excitacného ziarenia 350 nm;

3. derivacna spektrofotometria vzoriek upravenych podla postupu 1 a 2a
pomocou programovej kazety Data Handling I za podmienok

a) pri priamej spektrofotometrii: rozsah vinovych dizok 260—400 nm; spek-
tralna Sirka Strbina 0 cm~'; integracny cas 1 s; zosilnenie 2 a rychlost zapisu
2mm.s"'; 2. derivacia a nasobenie signalu derivacie konstantou 50; analyticka
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~zrz Standardného roztoku chininu y = 111.9x + 0,595 (r., = 0,999). kde x je
=~dnota druhej derivacie pri 354 nm nasobena hodnotou 50;

o) pri spektrofotometrii v UV oblasti spektra po extrakcii chloroformom:
~>zsah vinovych dizok 210--300 nm; spektralna §irka $trbiny 0 cm~'; integrac-
= Cas 2's; zosilnenie 1; rychlost zapisu 1 mm.s ™ '; 2. derivacia a nasobenie
czrivovaného zaznamu konStantou 20; analyticka ciara Standardu y =
= 24.32x + 0,015 (r,, = 0,999), kde x je hodnota 2.. derivécie pri vinovej dizke
232 nm, nasobena hodnotou 20;

4. priama fluorimetria nealkoholickych napojov po 2-——6-nasobnom zriedeni
~zpojov roztokom kyseliny sirovej (0,5 mol.1 ') s podmienkami merania ako

~1

D

Na zhotovenie analytickych ¢iar a na Standardny pridavok chininu do nie-
ctorych vzoriek sme pouzili chinin podla Cs. liekopisu. Korekcia pozadia pri
spektrofotometrickych meraniach sme realizovali programom Auto-Zero, resp.
matematickym odcitanim spektra pozadia pomocou programovej kazety Data-
-Handling L

Chinin sme stanovili v tychto tonizujucich napojoch: Mirinda tonic (s povo-
enim Pepsico Inc., N. Y., vyraba Frucona, zavod Kosice, resp. Slovlik, §.p.,
zzvod Malacky); Chito tonic (ON 56 7970, Slovslad Trnava); Aro tonic (Neal-
<oholické napoje, k.p., Olomouc); Fruta tonic (pasterizovany napoj,
ON 567874, Fruta, k. p., Brno, zdvod Modfice); Original River Indian Tonic
Water (PN 1/81, Nealkoholické napoje, s.p., Olomouc v spolupraci s firmou
Dana Mirna, SFRJ, stabilizovany benzoanom sodnym). Vytaznost stanovenia
sme zistovali v modelovom roztoku pozostavajicom zo 6 % sachardzy (podla
nodnoty obsahu cukru v tonizujucich napojoch [6]) a 0,03 % kyseliny citronovej
pH matrice 2,95), ako aj v bezchininovom tonizujiicom napoji Spreequell Bitter
Tonic (VEB Getrinkekombinat Berlin, PB Spreequell). Vzorky sme zbavili
oxidu uhlié¢itého pomocou ultrazvuku (1 min) na zariadeni Ultrasonic Compact
Cleaner UC 005AJ1 (Tesla, CSFR).

Vysledky a diskusia

Vysledky stanovenia chininu ultrafialovou, viditelnou a luminiscenénou
spektroskopiou v niektorych tonizujucich napojoch dostupnych na naom trhu
uvadzame v tab. 1. Vysledky testovania spravnosti tychto metdéd v modelovych
podmienkach a v napojoch st v tab. 2. Obrazok 1 znazorfuje absorp¢né spek-
trum Standardného roztoku chininu v zmesi kyselin a jeho 2. derivéciu, obr. 2
absorpéné spektrum a jeho 2. derivaciu napoja Mirinda a obr. 3 excita¢né

45



10
A I
08 I
EEan
T
o // \
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\ 1'/ l H chininu 50 mg.1"" v zmesi kyseliny chlorovodikovej
\ / k [ \ (1 mol.17") a 25 % kyseliny fosfore¢nej (1 : 1), merané proti
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U l Fig. 1. 1 — Absorption spectrum of a standard quinine
¥ solution 50 mgl~' in the mixture of both hydrochloric acid
(1 mol1~") and 25% phosphoric acid (1 : 1) measured against
distilled water, 2 — second-order derivative of absorption
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I I Obr. 2. 1 — absorpéné spektrum napoja Mirin-
04 \/ da, riedenie 1,4-krat zmesou kyseliny chlorovodi-
’ kovej (I mol.17") a 25% kyseliny fosfore¢nej
\ (1:1), merané proti destilovanej vode, 2 — druha
\ derivéacia absorpéného spektra.
5 g Fig. 2. 1 — Absorption spectrum of Mirinda be-
g verage 1.4-fold diluted using the mixture of hyd-
rochloric acid (1 moll™") with 25% phosphoric
acid (1:1), measured against distilled water,
2 — second-order derivative of absorption spec-
“‘LL% 3% W27 atosoch trum.
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Jor. 3. Excitaéné spektrum chininu v roztoku kyseliny sirovej (0,5 mol.17"). 1 — 3tandardny
roztok chininu 7,5 mg.17", 2 — néapoj Chito tonic, riedenie 6,66-krat.
.. 3. Excitation spectrum of quinine in sulphuric acid solution (0,5moll™'). 1 — standard

quinine solution 1.5 mgl~', 2 — Chito tonic beverage, 6.66-fold dilution.

spektrum chininu a napoja Chito tonic v roztoku kyseliny sirovej. Excitaéné
spektra sme ziskali meranim zavislosti celkovej intenzity fluorescencie chininu
»d vlnovej dizky excitaéného Ziarenia.

Ziskané vysledky stanovenia chininu v sledovanych napojoch podla uvede-
nvch metdd (tab. 1) porovnavame s metddou priamej fluorimetrie, resp. fluori-
metrickym stanovenim po predchadzajucej extrakcii, z ktorych vychadza aj
CSN 560240. Vicsina spektroskopickych stanoveni, ktorym predchadzala ex-
trakcia, mala o nieo nizSie vysledky ako ostatné metody v dosledku strat pri
extrakcii a reextrakcii chininu do rozpustadla. V pripade stanovenia chininu
v napoji Mirinda metoédou priamej spektrofometrie pri vinovej dizke 347,5 nm,
ktora sa pre bezfarebné napoje odporuca [2], zistujeme v porovnani s fluorimet-
rickou metddou vysoku chybu, ktora zatazuje vysledok o viac ako 20 %.
Negativny vplyv absorpcie pozadia, ktory sa v menSej miere prejavil aj pri
ostatnych napojoch, podarilo sa nam ucinne potlacit metoédou derivacnej spek-
trofotometrie pri vlnovej dizke 347,5 nm, pri¢om sme ziskali hodnoty velmi
dobre porovnatelné s vysledkami luminiscencnej analyzy (tab. 1). Vo vicSine
tonizujlicich napojov sa daju zistené vysledky podla tejto modifikdcie Statisticky
porovnat s metodou priamej fluorimetrie, pricom rozdiel testovanych priemer-
nvch vysledkov (Lordov test) bol Statisticky nevyznamny pri hladinach vyznam-
nosti @ = 0,05 a 0,01.
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Tabulka 1. Stanovenie chininu v tonizujucich napojoch spektrofotometrickymi metodami (n = 3)
Table 1. The quinine determination in various tonic beverages using spectroscopic methods (n = 3)

Priama spek- Derivacna spek- Extrakcia, Extrakcia, Extrakcia, Priama
trofotometria trofotometria spektrofotomet. 2. derivacia fluorimetria fluorimetria
Vzorka!' pri 347.5 nm’ pri 347,5 nm® pri 251 nm’ pri 251 nm'? pri 350 nm"' pri 350 nm"

chinin® [mg.1 '] (sp)

Chito’ 49,8 (0,18) 49,2 (0.47) 44.4 (0,21) 44.0 (0,02) 47.9 (0.17) 48.9 (0,30)
Aro* 18,2 (0.14) 16,3 (0) 17,1 (0.43) 159 (0) 13,4 (0,12) 16,5 (0,12)
River Indian* 46.6 (0,12) 44,5 (0,47) 37,5 (0,18) 37,3 (0) 39.1 (0.12) 43,9 (0,20)
Fruta’® 49.8 (0,08) 46.6 (0,47) 448 (0,14) 429 (0,24) 46,6 (0,65) 46,9 (0,18)
Mirinda® 62,2 (0,38) 48.8 (1,06) 47,5 (0,15) 46.8 (0) 51,3 (0,45) 49.8 (0,12)




Vo o smerodagna odehyton urcena 2 rozpating Standard deviation determimed from an terval

* Vzorky Minmdy odobraté v roznyeh Casovyeh mtervaloch od 35 do 18 61990 Mirnda samples collected withim difterent time itervals from
May 3 to June 18, 1990,

| Sample, 26 marks of various tonic beverages, 7
347.5nm,9  Extraction, spectrophotometry at 251 nm, 10
350 nm, 12 — Direct fluorometry at 350 nm, 13 -~ Quininc.

Derivative spectrophotometry at
Extraction, fluorometry at

Direet spectrophotometry at 347.5 nm. 8
Extraction, sccond-order derivative at 251 nm, 11

Tabulka 2. Vytaznost spektrofotometrickych metod stanovenia chininu v modelovych a tonizujucich napojoch (n = 3)
Table 2. Efficiency of spectrophotometric methods of quinine determination in modelling beverages, as well as in tonics (n = 3)

Priama spek- |Derivac¢na spek- Extrakcia, Extrakcia, Extrakcia, Priama
trofotometria | trofotometria |spektrofotomet.| 2. derivacia fluorimetria fluorimetria
Vzorka! pri 3475 nm® | pri 347,5nm’ | pri 251 nm" pri 251 nm"' pri 350 nm" pri 350 nm"?
chinin' [mg.17'] (sg)
vytaznost" [%)
matrica’ 1,6 (0,09) 0 0,21 (0,01) 0 0 0
matrica + chinin® (51 mg.1°") 228 0 2080 47,0 (0.17) 47,2 (0) 50,8 (0,18) 52,6 (0.11)
103,1 99,2 92,1 92,5 99,6 103,1
Spreequell* 1,96 (0,06) 0 1,41 (0,59) 0 0 0
51,1 (0,23) 49,9 (0,57) 46,4 (0,34) 45,3 (0,02) 47,0 (0,04) 49,3 (0,15)
Spreequell + chinin’ (S0 mg. ™) 102.2 99,8 928 90.6 94,0 98.6
Fruta® 49.8 (0,08) 46,6 (0,47) 44,8 (0,14) 42,9 (0,24) 46,6 (0,65) 46,9 (0,18)
10 /0 N7 TN Q /N 1Q)Y TA 1 (Y AN




Spravnost overovanych spektralnych metod stanovenia chininu v napojoch
sme testovali v modelovom roztoku sacharozy a kyseliny citronovej, bezchini-
novom tonizujuicom napoji Spreequell Bitter Tonic a v napoji Fruta tonic po
Standardnom pridavku (tab. 2). V modelovych podmienkach dosiahnuta vytaz-
nost stanovenia derivacnou metodou bola 99,2 % v pripade matrice, 99,8 %
v bezchininovom napoji a v napoji Fruta dosiahnuta vytaznost bola lepsia ako
v pripade Standardnej metddy fluorimetrického stanovenia. Modifikacia deri-
vacnej spektrofotometrie poskytuje Statisticky nevyznamné rozdiely medzi sku-
toénym a stanovenym obsahom chininu v modelovych vzorkach pri a = 0,05
a 0,01, v napoji Fruta pri @ = 0,01. Ako sme uviedli, velkym prinosom tejto
metody je rieSenie problému spravnosti pri priamej spektrofotometrii v bezfa-
rebnych napojoch typu Mirinda. Dobry vysledok sa zistil aj v napoji Original
River Indian Tonic Water, hoci je stabilizovany benzoanom sodnym. Medzu
stanovenia v napoji Bitter Tonic pomocou derivacnej spektrofotometrie sme
zistili pri 5 mg.1~", medzu dokazu pri 3 mg.1"'. Analogicka metdda derivacnej
spektrofotometrie v UV oblasti spektra pri vinovej dizke 253 nm po extrakcii
chininu zo vzoriek viedla k niz§im vyfazkom stanovenia, pretoze vysledky su
zatazené chybou samej extrakénej metody (stratami), pricom sam extrakény
postup nahradza matematické ,,vyizolovanie* sledovanej latky zo vzorky, v do-
sledku ¢oho nasledné derivovanie uz nema zmysel a je zbytoc¢né.

Zaverom mozno konstatovat, ze zistené obsahy chininu v sledovanych napo-
joch typu tonic st v sulade s poziadavkami na maximalne tolerovatelnu koncen-
traciu podla hygienickych predpisov [1]. Modifikacia priamej spektrofotomet-
rickej metody na stanovenie chininu v tonizujicich napojoch pomocou derivac-
nej spektrofotometrie predstavuje velmi jednoducht a rychlu metddu (Cas
analyzy niekolko minut), ktora skvalitiuje odporucant poévodni metodu sta-
novenia a umoznuje jej bezpecné pouzitie pre u nas vyrabané bezfarebné napoje
tonizujuceho charakteru najma v pripade, ked nemame k dispozicii luminiscen-
¢nu analyzu. Preto moze dobre posluzit ako jedna z perspektivne vyuzivanych
metod v ramci programu monitorizacie cudzorodych latok v pozivatinach.
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K CHEKTpoq)OTOMeTpH‘leCKHM MeTOodaM onpee/ieHHs XHHHHA B TOHH3HPYIOUIHX HANMTKaXxX

Pe3rome

B craTbM CpaBHHBAIOTCS MNPAMON CreKTpohoTOMeTpUUeCKHi, (GuyOpOMETPUYECKHH U K-
CTPAKTHO-CIIEKTPO(POTOMETPUYECKHI METO/L OTpe/Ie/ICHHsI XUHUHA B CHEIUAIbHBIX TOHU3UPYIO-
1Mx HanuTkax. [IpsMas cnekTpoOTOMETPHUS NIPH JIMHE BOJHBI 347,5 HM, peKOMEH10BaHa 1Uis
5¢311BETHBIX HATMTKOB, M0KA3aJ1aCh HEHAIEXKHOH MOTOMY, 4TO OHA UTHOPUPYET BAKsHUE abcopOu-
pyviolero (JOHa MM JAPYTHX MOCTOPOHHUX BIIMSHUM, YTO 3HAYUTEIBHO NPOSBIISIIOCH HATP. B Ha-
nuTke Mupunzaa, rae ommbka onpenesnenus 6wuta 6onee 20 %. Moaudukamus 3Toro MeToaa
¢ TIOMOIIBIO JIEPUBAIIMOHHON CMEKTPOGOTOMETPHM BIOJIHE YIUMHHHUPOBAJIA ITH HEAOCTATKH
i TIpUBEJIa K CTATHUCTHYECKOH CPABHMMOCTH CO CTAHIAPTHBIM (hJ1IyOPOMETPUYECKUM METOOM.

Contribution to spectrophotometric methods of quinine determination in tonic beverages

Summary

The direct spectrophotometric 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 for
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
where the determination error was more than 20%. Drawbacks of this method have been completely
climinated using the modification by means of derivative spectrophotometry. Then this method
could be compared with a standard fluorometric method.
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