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Флуориметрический метод предложен для качественного и количественного определе-
ния пищевой вкусоароматической добавки хинина в напитках-тониках. Выбор данного метода 
обусловлен его высокой чувствительностью, селективностью и экспрессностью по сравнению с 
другими методами. Найдены оптимальные условия флуориметрического определения хинина в 
напитках: растворитель – 0.01 М серная кислота, длина волны возбуждения 353 нм, длина волны 
люминесценции 452 нм, параметры строба – задержка сигнала 0.85 мкс, длительность сигнала 
21.25 мкс. Для увеличения чувствительности разрабатываемой методики проведены исследования 
люминесценции хинина и определены квантовые выходы люминесценции хинина в различных 
концентрациях серной кислоты от 0.005 до 1.000 М. Установлено, что наибольшая интенсивность 
люминесценции хинина, наибольший квантовый выход и наименьший сигнал фона растворителя 
наблюдается в 0.01 М H2SO4. Исследовано влияние мешающих компонентов пищевой матрицы на 
флуориметрическое определение хинина. Установлено, что сахар и лимонная кислота не влияют 
на люминесцентный сигнал хинина. Рассчитан предел обнаружения хинина, который составил 
0.0019 мг/дм3. Для проверки правильности флуориметрической методики проведено сравнение 
результатов со спектрофотометрической методикой определения хинина в напитках (максимальное 
поглощение хинина при 347 нм).  Результаты, полученные двумя методиками, хорошо согласуются, 
при этом предел обнаружения флуориметрического метода ниже по сравнению с известными 
методами. Предложенная методика может быть использована для контроля качества и безопасности 
безалкогольных напитков.
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параметры строба. 
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The fluorimetric method of analysis has been proposed for the qualitative and quantitative determination 
of the food flavoring additive quinine in the tonic water. The fluorimetric method of analysis has high sensitivity, 
selectivity and express speed compared to the other methods. The optimal conditions for the quinine fluorimetric 
determination in the soft drinks were found: solvent - 0.01 M sulfuric acid, excitation wavelength of 353 nm, 
luminescence wavelength of 452 nm, strobe parameters - signal delay of 0.85 μs, signal duration of 21.25 
μs. To increase the sensitivity of the developed method, quinine luminescence was studied in the various 
concentrations of sulfuric acid from 0.005 to 1.000 M, and the quantum yield of quinine luminescence in all the 
investigated concentrations of sulfuric acid was calculated. It has been established that the highest quinine 
luminescence intensity, the highest quantum yield, and the lowest solvent background signal were observed 
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in 0.01 M H2SO4. The influence of the related compounds of the food matrix on the fluorimetric determination 
of quinine was studied. It has been established that the content of such components as sugar and citric 
acid in the soft drinks does not affect the luminescent signal of quinine. The detection limit of quinine was 
calculated, which amounted to 0.0019 mg/dm3. In order to verify the correctness of the fluorimetric method, 
the results were compared with the spectrophotometric method (maximum absorption of quinine at 347 nm). 
The results obtained by the two methods were in good agreement, and the detection limit of the fluorimetric 
method was higher compared to the known works. The proposed technique could be used to control the 
quality and safety of the soft drinks.

Keywords: quinine, fluorimetry, tonic water, luminescence quantum yield, strobe parameters.

ВВЕДЕНИЕ
Хинин – основной алкалоид  коры хинного дерева, 

который является эффективным противомалярийным 
препаратом. Структурная формула хинина приведена 
на рис. 1. Хинин обладает жаропонижающими и 
обезболивающими свойствами [1]. Кроме того этот 
алкалоид имеет горький вкус, что и явилось причиной 
использования хинина в качестве вкусоароматической 
добавки в различные напитки-тоники. Тем не менее, 
в больших концентрациях хинин небезопасен для 
организма человека. В зависимости от принятой дозы 
хинин может угнетать нервную систему, вызывать 
головную боль и нарушение зрения. 

В связи с этим использование хинина в пищевых 
продуктах должно строго регламентироваться и 
контролироваться. Например, в США установлен 
верхний предел содержания хинина в концентрации 
83 мг/дм3 [2], в РФ верхний предел равен 85 мг/дм3 

[3], в Греции установлен верхний предел 100 мг/
дм3 [4], при этом в Китае использование хинина в 
напитках запрещено [4, 5].

На сегодняшний день существуют различные 
методики качественного и количественного опреде-
ления хинина не только в пищевых продуктах, но и в 
лекарственных препаратах [4-6]. Для определения 
хинина в напитках и ликерах разработана хромато-
графическая методика [7]. В ряде работ использовано 
определение хинина электрофоретическим методом 
[8, 9, 10]. Немногочисленные работы посвящены 
электрохимическим методикам определения хинина 
в напитках [11, 12]. Большинство публикаций посвя-
щено хроматографическим методикам определении 
хинина [4, 7, 13, 14] при этом наиболее популярными 
детекторами являются спектрофотометрические [15]. 
Эти методики обладают высокой чувствительностью 
определений и достаточно распространены. Общим 
недостатком данных методик, по нашему мнению,  
является высокая цена аппаратурного оформления 
и сложная пробоподготовка. 

Наиболее простыми и недорогими в аппаратур-
ном оформлении являются спектрофотометрические 
методики. Но они имеют недостаточную селективность 
и узкий диапазон определяемых концентраций.

Известны немногочисленные работы по опре-
делению хинина в напитках методом флуориметрии 
[16, 17]. Флуориметрическое определение хинина 
основано на способности последнего в кислой среде 
проявлять интенсивную голубую люминесценцию [18]. 
При этом авторами не изучалось влияние количества 
серной кислоты на аналитические характеристики 
методик. Стоит отметить, что флуориметрия явля-
ется высокочувствительным методом [19]. Кроме 
высокой чувствительности, широкого диапазона 
определяемых концентраций и экспрессности метод 
флуориметрии имеет дополнительные преимущества 
[20], не характерные для множества других мето-
дов – это возможность анализа сложных смесей, 
исключительно низкий предел обнаружения, простота 
применения, небольшая стоимость оборудования, 
низкие квалификационные требования к оператору, 
простая пробоподготовка и т.д.

Тем не менее, исследования в области опре-
деления хинина в напитках не многочисленны, в 
известных работах авторы не исследуют влияние 
мешающих компонентов пищевой матрицы на 
люминесценцию хинина и используют различные 
концентрации серной кислоты. В связи с этим, прямое 
флуориметрическое определение хинина в напитках 
является актуальной задачей аналитической химии. 

Целью работы является разработка флуо-
риметрической методики определения хинина в 
безалкогольных напитках.

РЕАГЕНТЫ И АППАРАТУРА
Рабочие растворы хинина готовили с использо-

ванием стандартного вещества хинина с содержанием 
основного вещества не менее 99.5 % мас. (ЗАО 
«Вектон», г. Санкт-Петербург, Россия). В работе также 
использованы реактивы: лимонная кислота («ч.д.а.», 
ООО «Лаверна-Лаб, г. Москва, Россия); кислота 
серная («х.ч.», ГОСТ 4204-77, Россия); флуоресцеин 
(«ч.д.а.», ЗАО «Вектон», г. Санкт-Петербург, Россия).

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
В качестве объектов анализа выбраны: без-

алкогольные напитки «Schweppes Bitter Lemon» 
и  «Schweppes  Indian Tonic» – изготовитель «The 
Coca-Cola Company», США; безалкогольный напиток 

Рис. 1. Структурная формула хинина.
Fig. 1. Structural formula of quinine.
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«Evervess» – изготовитель ООО «ПепсиКо Холдингс», 
США.

Пробоподготовка исследуемых напитков заклю-
чалась в предварительной дегазации (интенсивное 
перемешивание) и разбавлении исходной пробы 
напитка в 10 раз 0.01 М раствором серной кислоты. 

Исследования проводили на анализаторе 
жидкости «Флюорат-02-Панорама» (изготовитель ООО 
«Люмэкс-маркетинг», г. Санкт-Петербург, Россия). С 
помощью данного прибора производили измерение 
спектральных характеристик возбуждения и испу-
скания люминесценции объектов исследования 
при воздействии на них УФ света.

Спектрофотометрическое определение хинина 
в напитках проводили на спектрофотометре Agilent 
Technology Cary 60 UV-Vis.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ
Исследуемые безалкогольные напитки имеют 

кислую среду (рН = 2.65) благодаря содержанию 
лимонной кислоты, как регулятора кислотности и 
консерванта в пищевых продуктах. 

Известно, что хинин имеет интенсивную голубую 
люминесценцию в растворе серной кислоты. Это 
связано с тем, что хинин является двухосновным 
соединением, имеющим в растворе двухзарядный 
флуоресцирующий ион. В связи с этим растворы многих 
солей хинина обладают сильной флуоресценцией. 
Флуориметрическое определение хинина в напитках 
проводили потому, что хинин люминесцирует в 
сернокислых растворах, и применяется как стандарт 
для определения квантовых выходов других веществ 
[21].

Для поиска всех возможных длин волн возбуж-
дения, при которых наблюдается люминесценция 
хинина, проводили сканирование стандартного 
раствора хинина (С = 10 мг/дм3) в растворе серной 
кислоты в синхронном режиме [22] при различных 
смещениях монохроматора (рис. 2). Далее из син-
хронного режима сканирования выбрали длину 
волны возбуждения 353 нм, при которой наблюдали 
максимальную люминесценцию хинина на длине 
волны 452 нм (рис. 3, Б).

Как ранее было сказано, хинин имеет наи-
большую интенсивность люминесценции в растворе 

Рис. 2. Синхронный режим сканирования хинина (С = 10 мг/дм3) в серной кислоте при  различных смещениях 
монохроматора (от 20 до 120 нм).

Fig. 2. Synchronous scanning of the quinine (C = 10 mg/dm3) in sulfuric acid at different shifts of the monochromator 
(from 20 to 120 nm).

Рис. 3.  Спектры возбуждения (1) и люминесценции (2) хинина в серной кислоте. λвозб = 353 нм, λлюи = 452 нм.
Fig. 3. . Excitation spectrum (1) and luminescence spectrum (2) of quinine in sulfuric acid. λex = 353 нм, λlum = 452 нм.
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серной кислоты. Но в работах по определению 
хинина флуориметрическими методами используют 
разную концентрацию серной кислоты. Так, авторы 
[6] для определения хинина в напитках-тониках 
используют 0.05 М серную кислоту. В работе [13] 
для определения хинина в напитках методом ка-
пиллярного электрофореза применяют 0.0005 М 
H2SO4. При определении хинина в безалкогольных 
напитках последовательным анализом впрыска 
(SIA) использовали 0.1 М H2SO4 [16]. К сожалению, 
авторы перечисленных работ не обосновывают 
выбор конкретной концентрации кислоты.

Поэтому для увеличения чувствительности 
определения разрабатываемой методики исследовали 
несколько концентраций серной кислоты, а также 
интенсивность сигнала фона и самого исследуемого 
вещества хинина в этих концентрациях серной 
кислоты и квантовый выход люминесценции хи-
нина в исследуемых растворах кислот. Результаты 
представлены в табл. 1. 

Известно, что квантовый выход является одной 
из важнейших характеристик [23] эффективности 
протекания процесса люминесценции. Квантовый 
выход люминесценции хинина в исследуемых концен-
трациях кислот рассчитывали методом стандарта. В 
качестве стандарта выбрали раствор флуоресцеина 
(С = 22 мг/дм3) в 0.1 М NaOH, квантовый выход 
которого хорошо известен и составляет 0.64 на 
длине волны испускания 520 нм. Для правильности 
расчетов предварительно подбирали концентрации 
стандарта (флуоресцеин) и исследуемого (хинин) 
веществ так, чтобы их оптическая плотность была 
ниже 0.1. Расчет квантового выхода проводили по 
формуле (1) [24]:

(1)

где Dст – оптическая плотность стандартного раствора 
флуоресцеина на длине волны возбуждения 353 
нм; Dисслед – оптическая плотность исследуемого 

раствора хинина на длине волны возбуждения 353 нм;  
Sст – площадь под спектром испускания (люминес-
ценции) стандартного раствора флуоресцеина;  
Sисслед – площадь под спектром испускания (люминес-
ценции) исследуемого раствора хинина; nст – показатель 
преломления стандартного растворителя NaOH – 1.47; 
nисслед – показатель преломления исследуемого 
растворителя H2SO4 – 1.39; φст – квантовый выход 
стандартного раствора флуоресцеина (0.64); φисслед 
– квантовый выход исследуемого раствора хинина.

Как видно из таблицы, наибольший квантовый 
выход люминесценции хинина наблюдается в рас-
творах серной кислоты с концентрацией 0.01 М и 
1.0 М. С увеличением концентрации серной кислоты 
интенсивность сигнала люминесценции хинина 
увеличивается, но незначительно. Поэтому для 
количественного определения содержания хинина в 
исследуемых напитках выбрали концентрацию серной 
кислоты, равную 0.01 М. При данной концентрации 
кислоты наблюдали наименьшую интенсивность 
сигнала фона, что способствовало увеличению 
предела обнаружения хинина.

Для увеличения чувствительности определения 
хинина в объектах анализа подбирали параметры 
строба – время задержки (зависимость интенсивности 
люминесценции от времени) и длительности (время 
регистрации на одной длине волны) (рис. 4).

При изучении зависимости интенсивности 
люминесценции от задержки сигнала в диапазоне 
от 0.05 до 8.00 мкс установлено оптимальное зна-
чение задержки сигнала для хинина – 0.85 мкс. Из 
диапазона длительности сигнала от 1.00 до 25.00 мкс 
установлена длительность люминесценции – 21.25 
мкс. При этих параметрах строба наблюдается 
наибольшая интенсивность люминесценции хинина.

В зависимости от природы возбужденного 
электронного состояния люминесценция делится 
на два типа – флуоресценцию и фосфоресценцию. 
На практике процессы флуоресценции и фосфорес-
ценции различаются временными характеристиками. 

Таблица 1
Интенсивность люминесценции хинина в серной кислоте различной концентрации (длина волны возбуждения 
353 нм, длина волны люминесценции 452 нм)

Table 1
The intensity of the luminescence of quinine in sulfuric acid of various concentrations (excitation wavelength of 353 
nm, luminescence wavelength of 452 nm)

Концентрация 
H2SO4, М

Интенсивность сигнала 
люминесценции хинина 
(С = 0.1 мг/дм3) в серной 

кислоте, отн.ед.

Интенсивность сигнала 
люминесценции хинина 
(С = 1 мг/дм3) в серной 

кислоте, отн. ед.

Интенсивность сигнала 
люминесценции хинина
 (С = 10 мг/дм3) в серной 

кислоте, 
отн. ед.

Квантовый выход 
хинина, 
отн. ед.

0.005 0.018 0.199 1.822 0.558 ± 0.006
0.010 0.036 0.357 3.607 0.611 ± 0.007
0.050 0.035 0.348 3.604 0.420 ± 0.002
0.100 0.036 0.355 3.615 0.592 ± 0.004
0.500 0.037 0.354 3.620 0.600 ± 0.011
1.000 0.037 0.356 3.652 0.599 ± 0.027
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Мгновенное затухание свечения после прекращения 
возбуждения от 10-7 до 10-10 сек.  характерно для 
флуоресценции, продолжение некоторое время 
свечения после прекращения возбуждения от 10-6 
до 10-1 сек. − для фосфоресценции [25]. 

Для установления типа процесса люминесценции 
хинина определили зависимость интенсивности 
люминесценции от времени (рис. 5). С помощью 
полученной кривой затухания люминесценции хинина 
высчитывали среднее время жизни люминесценции 
по площади под кривой затухания люминесценции 
(определенный интеграл от 0 до 8 мкс для функции) (2):

(2)

Для хинина время жизни люминесценции (х) 
составило 1,505·10-5 с. Из расчетов можно сделать 
вывод о том, что для хинина в 0.01 М H2SO4 харак-
терен процесс фосфоресценции. Фосфоресценция 
имеет большую длительность возбужденного 
состояния, по сравнению с флуоресценцией ее 
спектр смещен в более длинноволновую область. 
Поэтому фосфоресцентный метод имеет большую 
селективность, по сравнению с флуоресцентным, 
так как не все органические вещества обладают 
фосфоресценцией при комнатной температуре.

Таким образом, были подобраны рабочие 
условия проведения анализа: растворитель – 0.01 
М H2SO4, длина волны возбуждения 353 нм, длина 
волны люминесценции 452 нм, задержка сигнала 
0.85 мкс, длительность сигнала 21.25 мкс. 

Для количественного определения хинина в 
исследуемых напитках строили градуировочный 
график зависимости интенсивности люминесценции 
от концентрации хинина в стандартных растворах  

Рис. 4. Зависимость интенсивности люминесценции хинина от параметров строба: А – задержка сигнала, 
Б – длительность сигнала.

Fig. 4. Dependence of quinine luminescence intensity on the strobe parameters: A – signal delay, Б – signal duration.

Рис. 5. Кривая кинетики затухания люминесценции 
хинина в 0.01 М H2SO4.

Fig. 5. Decay kinetics curve for the luminescence of quinine 
in 0.01 M H2SO4.
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(рис. 6, А). Градуировочный график строили в диапазоне 
концентраций от 0.10 до 1.00 мг/дм3. 

Для оценки правильности результатов разраба-
тываемой флуориметрической методики использовали 
спектрофотометрический метод при длине волны 
поглощения хинина 347 нм [26]. При этом строили 
градуировочный график зависимости оптической 
плотности раствора от концентрации хинина в серной 
кислоте в диапазоне концентраций от 1.00 до 10.00 
мг/дм3 (рис. 6, Б). Результаты определения хинина в 
исследуемых безалкогольных напитках представлены 
в табл. 2. Как видно из табл. 2 содержание хинина 
не превышает допустимое значение 85 мг/дм3, а 
также наблюдается хорошая сходимость результатов 
определения хинина в напитках двумя методами.

Дополнительно исследовали мешающее влияние 
других сопутствующих компонентов, содержащихся 
в напитках, помимо хинина. Исследовали мешающее 
влияние сахара и лимонной кислоты как отдельно, 

так и совместно. Результаты представлены в табл. 
3. Как видно из табл. 3 трехкратное превышение 
максимального содержания сахара и лимонной 
кислоты в напитках не оказывает существенного 
влияния на люминесценцию хинина, что позволяет 
определять пищевую добавку хинин флуориметри-
ческим методом без предварительного выделения 
хинина из пищевой матрицы.

Для установления минимальной определяемой 
концентрации хинина флуориметрическим методом 
рассчитывали предел обнаружения хинина в 0.01 
М серной кислоте, который составил 0.0019 мг/дм3. 
Предел обнаружения был рассчитан как минимальный 
аналитический сигнал, значимо превышающий 
сигнал фона по формуле 

Сmin = 3S0/S , (3)

где S0 – стандартное отклонение для серии значений 
сигнала контрольного опыта (фоновый раствор 0.01 М 

Таблица 2
Результаты определения содержания хинина в исследуемых напитках-тониках методом флуориметрии и спек-
трофотометрии (n = 3, p = 0.95, tтабл  = 4.30)

Table 2
The results of determination of quinine in the investigated tonic water by the fluorimetry and spectrophotometry (n = 
3, p  = 0.95, ttable =  4.30)

Объект анализа
Найдено хинина предлагае-
мой флуориметрической ме-

тодикой, мг/дм3

Sr

Найдено хинина спектро-
фотометрической методи-

кой, мг/дм3

Sr tэксп

Напиток 
«Schweppes Indi-

an tonic» 
72.6 ± 0.9 0.0051 74.1 ± 1.2 0.0067 1.7 

Напиток 
«Schweppes Bit-

ter lemon» 
53.7 ± 1.9 0.014 54.4 ± 5.3 0.039 0.24 

Напиток 
«Evervess» 

42.4 ± 0.8 0.0079 44.4 ± 4.9 0.044 0.87 

              
Рис. 6. А – Градуировочный график зависимости интенсивности люминесценции хинина в 0.01 М H2SO4 от его 

концентрации; Б – Градуировочный график зависимости оптической плотности раствора хинина в серной 
кислоте от его концентрации.

Fig. 6. A – Calibration curve of the quinine luminescence intensity in 0.01 M H2SO4 on its concentration; Б - Calibration 
curve of the optical density of the quinine solution in sulfuric acid on its concentration.



340

Аналитика и контроль.       2019.        Т. 23.        № 3.

H2SO4 (n = 10)),  S – коэффициент чувствительности, 
который составил 0.3533. Получен более низкий 
предел обнаружения хинина по сравнению с таковым, 
представленным в работах [4-5, 11-12, 15-16].

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Разработана эффективная, простая и недорогая 

в аппаратурном оформлении методика определения 
вкусоароматической добавки хинина в безалкогольных 
напитках-тониках без предварительного выделения 
хинина из анализируемой пробы. Оценено мешающее 
влияние сопутствующих компонентов пищевой 
матрицы, таких как сахар и лимонная кислота, на ин-
тенсивность люминесценции хинина. Установлено, что 
трехкратное превышение максимального содержания 
сахара и лимонной кислоты, указанного на этикетке 
напитков, не оказывает существенного влияния на 
интенсивность люминесценции хинина (не более 5 
%). Подобраны оптимальные условия определения 
хинина в 0.01 М серной кислоте. Установлено, что 
в 0.01 М H2SO4 наблюдается фосфоресценция 
хинина. Использование 0.01 М серной кислоты 
в качестве растворителя привело к достижению 
низкого предела обнаружения 0,0019 мг/дм3 по 
сравнению с другими методиками.
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