Stanoveni kofeinu, chininu, kyseliny sorboveé

663.937
663.8

a kyseliny benzoové v nealkoholickych napojich a vinech

pomoci HPLC

RNDr. ALEXANDER BARTKO, Vyzkumny udstav pivovarsky a sladaisky, pracovisté Brno
RNDr. LUBOMIR KNESEL, Krajsk4 hygienickd stanice, Brno

K'itova slova: nealkoholické ndpoje, stanoveni, chinin, kofein, kyselina sorbovd, kyselina benzoovd, HPLC, rever:ni

fdze.

1. OVOD

Stanoveni koncentraci kofeinu, chininu, kyseliny ben-
zoové a kyseliny sorbové v nealkoholickych néapojich
predstavuje v naSich podminkdch znaény problém.
Vsechny jmenované latky lze po piedchozi extrakci
stanovit spektrofotometricky. Zahraniéni metodiky pre-
feruji stanoveni v UV oblasti [1,2,3]. Stanoveni podle
CSN je s ohledem na na3i pfistrojovou techniku oriento-
vano na derivatizaci extrahovanych latek a stanoveni
ve viditelné oblasti spektra, resp. u chininu stanoveni
fluorometrické [4,5]. S vyjimkou stanoveni chininu jde
o pracné metody, vyZadujici extrakci diethyletherem,
chloroformem, nebo destilaci s vodni péarou. Casova néa-
rofnost dosud pouZivanych metod zabranuje jejich ac¢in-
nému vyuZiti pro kontrolu jakosti potravinarskych vy-
robki.

Vysokotlaka kapalinovd chromatografie (HPLC) je
idedlnim prostiedkem jak pro separaci, tak i pro sta-
noveni zmin&nych latek. Rada postupl stanoveni touto
metodou byla také publikovdna. Zadny v3ak neumoZinuje
stanoveni v3ech &tyf nejroz3ifenéjSich prisad do nealko-
holickych ndpojii — tj. chininu, kofeinu, kyseliny sorbo-
vé a kyseliny benzoové — izokratickym zplisobem. Na3im
zam&rem bylo vypracovat rychly a jednoduchy zpisob
stanoveni pomoci HPLC, pro ktery by bylo moZno pouZi-
vat i zafizeni €eskoslovenské vyroby.

2. MATERIAL A METODY

kofein, chinin, kyselina benzoova podle Cs. 1ékopist
kyselina sorbové (Lachema Brno)
methanol p.a. (Lachema Brno)
ptfedkolony CGC 3x30 mm, néplii Separon SGX Cy4 (5 pm)
plast kolon PKS-3 (Laboratorni pfistroje Praha)
kolona 5 ODS 100x 2,1 mm (Hewlett-Packard)
fotodiodovy detektor 1040 (Hewlett-Packard)
smy&kovy§ davkova¢ UT (Valco)
ultrazvukova lazei UL - 4 (Sklo Union Labora)
stavebnicovy kapalinovy chromatograf (Laboratorni pfi
stroje Praha]:
terpadlo MP 2501, UV detektor LCD 254, integrator CI
100, zapisova¢ TZ 4221 (Laboratorni pristroje, Prahal.
Optimalizace sloZeni mobilni faze byla provadé&na s po-
uZitim smési vodného roztoku standardii o konceniracich:
kofein 40 mg.l-!, chinin 20 mg.1-!, kyselina sorbova
8 mg.1-1, kyselina benzoova 40 mg.l-!. Analyzovane
vzorky nealkoholickych napoji a vin byly pred analy-
zou odplyn&ny v ultrazvukové lazni (asi 5 min) a bez
dalsi dpravy nastfikovany na analytickou kolonu. Vy-
hodnoceni kalibragnich kfivek bylo provadéno simultdn-
né z vysek i ploch pika.

3. VYSLEDKY A DISKUSE

Délend smés je prezentovdna bazickym chininem a ko-
feinem a dv&ma organickymi kyselinami. V systému s re-
verznimi fazemi lze retenci chininu ovlivnit pfidavkem
organického modifikatoru. Kofein je na ko!oné silné za-
drZzovan a eluuje se teprve po pridavku iontové parova-

ciho €inidla. Kyseliny sorbovd a benzoova za normédlnich
podminek koeluuji a jejich retenéni chovani je silné& za-
vislé na pH systému. Vzajemné separace obou kyselin
lze dosdhnout potlacenim jejich disociace a vyuZitim vy-
solovaciho efektu. Vyvinuli jsme specidlni mobilni fazi
ktera vSechny uvedené vlastnosti kombinuje a ktera
umozZiiuje v8echny ¢&tyfi sledované l1atky separovat (obr. 1).
Jejl sloZeni je v soutasné dob& predmétem patentového
Fizeni.
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Obr 1 Separace smési standardi
! — chinin, 2 — kofein, 3 — kyselina sorbova, 4 — kyse-
lina benzoovd, kolona 5 ODS [(Hewlett-Packard) detekce

220 nm

Jsou znamy pripady, kdy popsanou separaci nelze zre-
produkovat na koloné jiného vyrobce. Proto bylo déleni
ovérovano jednak na kolon2 5 ODS fy Hewlett-Packard,
jednak na dvou v sérii spojenych pFedkolonkdch CGC
Cys od Laboratornich pristroji Praha. V obou ptripadech
1ze sledované latky separovat. Vzhledem k omezené Zi-
votnosti a vysoké cené analytickych kolon je druha al-
ternativa zdrovei vysoce ekonomicky vyhodna.

Jak vyplyvé z tvaru spekter solutii, méfenych v mobil-
ni fazi, je pro jejich soutasnou detekci nejvyhodnéjsi
vinova délka 230 nm [obr 2). Nejjednodudsi UV detek-
tory pracuji pfi fixnf vinové délce 254 nm. Pfi této vinoveé
délce klesé citlivest stanoveni kyseliny benzoové a ko-
feinu a zvySuje se detek¢ni limit pro chinin a kyselinu
sorbovou.

Podstatné je, aby pfi b&Znych koncentracich sledova-
nych latek v nealkoholickych napojich (50 az 100 mg .1~1)
byla zachovdna platnost Lambert-Beerova zdkona (tj.
linearita kalibraéni kfivky) a aby chyba stanoveni ne-
byla piili§ vysokd. Tvar kalibragnich kfivek je uveden
na obr. 3. Zavislost ploch (i vySek) pik(i na koncentraci
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Reprodukovatelnost stanoveni pfi 254 nm byla sledo-
vana na smési standardii. V¢sledky reprodukovatelnosti

40f: ploch pikii pro 6 opakovanych nastfikdi jsou shrnuty
: v tabulce 1. Obdobné vysledky ziskame i pro reproduko-
1201 vatelnost vySek pfkii (v piipadech, kdy nenf k dispozici
= = integrator).
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Obr. 2 Absorpéni spektra standardi, méFend v mobilni
fdzi
je pro v3echny ¢&tyfi latky linedrni aZ do koncentrace
400 mg.1-1. Pro koncentraci vy35i jiZ linearita sledovana
nebyla. Na obrazku je zachycena pouze oblast koncentra-
ci do 100 mg.1-1,
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Obr. 3 Zdvislost odezvy detektoru na koncentraci solutu
1 — chinin, 2 — kofein, 3 — kyselina benzoovéd, 4 — Ky-
selina sorbovd, méfeno pfi 254 nm kyselinu,
benzoovae
Tabulka 1. Reprodukovatelnost ploch pikil
Latka Chinin Kofein ’;g?gg&a l:‘ey:f;g:’aa
koncentrace
lmf'l-‘]k i 40 80 1% B% \ | : ; L-J“—
ocCel opakovan 6 6 1 1 1 1 1 L #
grﬁ;érpploch 888 419 693 821 947 717 220 920 e e L B T R ST P e L
andardni od- : ;
ihdy'}kg' : ‘: °_ 10 938 14 192 14 214 8 624 —= fos  (min) —tas (min)
:?err:? IHQ‘M e 1,2 2,0 15 3,0 Obr.5 Chromatogramy limondd, kolona 2xCGC C1830 x
X3 mm
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Hodnoty varia¢nich koeficientd vyhovuji poZadavkim
na dobrou a reprodukovatelnou analytickou metodu. De-
tekéni limity jsou pro v3echny &tyri latky nizsi neZ
1 mgl-1.

Pfi analyze redlnych vzorkd dochazi &asto k tomu, Ze
latky obsaZené v matrici vzorku interferuji s piky sta-
novovanych latek. S pomoci fotodiodového detektoru bylo
ovdieno, Ze pfi nami popisovaném postupu k interferen-
cim s jinymi sloZkami nedochazi. Na obr. 4 a 5 jsouuve-
deny chromatogramy redlnych vzorkd, kte.¢ dokumentu-
ji, ¥ u nami vypracované metocy jsou piky chininu, ko-
feinu, kyseliny sorbové i kyseliny benzoové dostatecné
oddéleny od dalSich latek vzorku. Metoda je pouZitelna
i pro pifimé stanoveni kyseliny sorbové ve vinech. PTi-
klad chromatogrami &erveného konzumniho vina a do-
méaciho bilého vina nestabilizovaného je na obrdzku 6.

domact bile vino
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Obr. 6 Ehromatogramy stolnich vin, kolona 2 x CGC C18
30 x 3 mm

4. ZAVER

Kapalinova vysokotlaka chromatografie umoziuje sou-
tasné stanoveni chininu, kofeinu, kyseliny sorbové a
kyseliny benzoové v nealkoholickjch napojich i vinech.
Celkova doba stanoveni je 10 minut, zatimco klasickymi
metodami trva stanoveni kaZdé z latek Fadové hodiny.
Vysledky jsou reprodukovatelné a nejsou zatiZeny chy-
bou, zplisobenou ztratami pfi reextrakcich, nutngch pfi
spektrofotometrickém stanoveni.
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Bartko, A. — Knesel, L.: Stanoveni kofeinu, chininu, ky-
seliny sorbové a kyseliny benzoové v nealkoholickych
nédpojich a vinech pomoci HPLC. Kvas. pram. 34, 1988,
¢.11, s. 325—327.

Byla vypracovdna HPLC metoda soufasného stanoveni

chininu, kofeinu, kyseliny sorbové a kyseliny benzoové
v nealkoholickych népojich. Stanoveni probihda izokratic-
ky na reverznich fazich (SiCig). Doba analyzy je 10 mi-,
nut. Pro detekci je nejvhodné&jsi vinovd délka 230 nm
(resp. fotodiodovy detektor), stanoveni je vsak dosta-
tecné presné i pti vinové délce 254 nm, pFi které pracuji
jednoduché detektory. Bylo ov&feno, Ze metoda posky-
tuje shodné vysledky na kolonach riiznych vyrobci. Ana-
lyzované vzorky (odplyné&né) jsou na kolonu nastFiko-
vany piimo bez pfedchozi tpravy. Stanoveni neni ruseno
matrici nealkoholickych népoja. Detek&ni limity jsou pro
viechny stanovované latky niZ3i nez 1 mg.l-1. Metodu
lze pouZit i pro pfimé stanoveni kyseliny sorbové ve
vinech.

Baptko, A. - Kuecen, Jl.: Onneaenenne KodeHna, XHHUHA,
copOGUHOBOi M GeH3OiiHON KHCJAOT B 0€3aJ1KOTONbHbIX HANHT-,
kax # BuMHax npH momowu HPLC. Ksac. npywm., 34, 1988,
Ne 11, cTp. 325—327.

Bbia paspaGoran METOL HAKOCTHOI XpomaTorpadmi noi
BLICOKHM JAaBJeHHeM 715 OJHOBPEMEHHOro onpeieeHus Xu-
niHa, kodeuna, copGHHOBON M GeH30MHOA KHCIOT B Ges-
aJKOroJbHbIX HanuTkaXx. OnpenejeHHe NpoTeKaeT H3OKpaTH-
qeckn Ha obpathubix (aszax (SiCys). Bpems anaansa —
10 wmunyT, Jlas fetextuposaiis Hanboaee yiaoGHa ania
pOJHBL 230 HM (MK ke GOTOOAHBIT JeTEKTOp), onpeje/ie.
file OJHAKO 10CTATOUNO TOUHO H NPH JIHHE BOAHLL 254 HM,
1IPH KOTOPOIil padOTaloT NPOCTHIC JICTCKTOPDI. Buiao naiizeno,
4TO METOJ 1IPE/IOCTABISICT CXOAHBIE Pe3y bTaThl NpH TpHMe-
HeHHH KOJOHOK PasHbX npoi3pojuteseii. Anamisnpyembie
1poOLI HAHOCATCS B KOJOHKY mpsiMo 6e3 npeiBapHTe bHOI
obpaGoTkn. OnpeaeneHne He Hapylmaercs Martpuiein  Oes-
ATKOTOJBHBIX HANHTKOB. JIMMHTBI JleTeKIHn 118 BCEX Onpe-
teasiemblx  petiieeTs Huze uem 1 mr.a—1 Meton moxno
NpHMEHHTL H 751 NPAMOro onpeleaeHns copOHHOBOI KHCJI0-
Tl B BHHAX.

Bartko, A. — Kunesel, L.: Determination of Caffeine, Qui-
nine, Sorbic Acid and Benzoic Acid in Non-Alcoholic Be-
verazes and Wines Using HPLC. Kvas. priim., 34, 1988
No. 11, pp. 325—327.

A method for a simultaneous determination of quinine,
caffeine, sorbic acid and benzoic acid in non-alcoholic
beverages is described. The determination is performed
i~ocratically on reverse phases (SiCys). The duration of
the analysis is 10 min. The optimum wave length is
230 nm [photodiode. detector resp.] for the detection.
However, the detection is still satisfactory accurate at
the wave length of 254 nm that is suitable for simple
detectors. It was verified that the method gives the iden-
tical results with columns of various proveniences. The
degassed analyzed samples can be injected into the co-
lumn without any pretreatment. The detection limits for
all ‘the determined compounds are below 1 'mg.l—%. The
method can also be used for the determination of sorbic
acid in wines.

Bartko, A. — Knesel, L.: Bestimmung von Koffein, Chi-
nin, Sorb nsdurz und Benzoesiure in alkoholfreien Ge-
trinken und Wein mittels HPLC-Methode. Kvas. prim.,
34, 1988, Nr. 11, S. 325—327.

Es wurde die HPLC-Methode der gleichzeitigen Bestim-
mung von Kcffein, Chinin, Sorbinsiure und Benzoesdure
in alkoholfreien Getrdnken ausgearbeitet. Die Bestim-
mung verliuft isokratisch auf Reversphasen (SiC;5). Die
Analysendauer ist 10 Minuten. Fiir die Detektion eignet
sich am besten die Wellenlinge 230 nm (bzw. Photo-
diodendetektor), die Genauigkeit der Bestimmung ist
jedoch auch bei der Wellenldnge 254 nm geniigend, bei
der die einfachen Detektoren arbeiten. Es wurde fest-
gestellt, daB die Methode iibereinstimmende Ergebnisse
auf Kolonnen verschiedener Hersteller bietet. Die ana-
lysierten (entgasten) Proben werden an die Kolonne
ohne vorherige Aufbereitung angespritzt. Die Bestim-
mung wird durch die Matrize der alkoholfreien Getrédnke
nicht gestort. Die Detektionslimiten sind fur alle bestim-:
mten Substanzen niedriger als 1 mg.l-!. Die Methode
kann auch fiir die direkte Bestimmung der Sorbinséure
in Weinen angewendet werden.



