
ADITIVNÍ LÁTKYADITIVNÍ LÁTKY

Oxid siřičitý a Oxid siřičitý a siřičitanysiřičitany
volná (SO3, HSO3

-, SO3
2- ) a vázaná forma (karbonyly apod.)

• Metody titračníMetody titrační
(i)(i) jodometrická titrace - přímo nebo po izolaci                  

SO2 destilací
- oxidace jodem v kyselém prostředí

H2SO3 +  I2 +  H2O  → H2SO4 +  2 HI

KONZERVAČNÍ PROSTŘEDKYKONZERVAČNÍ PROSTŘEDKY



((iiii)) alkalimetrická titrace (po oxidaci)

H2SO3 +  H2O2 → HH22SOSO44 +  H2O

• Metoda Metoda spektrofotometrickspektrofotometrickáá

extrakce SO2 roztokem hydroxidu 
přídavek fuchsinovfuchsinovééhoho ččinidlainidla
viz stanovení acetaldehydu po reakci 
s fuschinsiřičitou kyselinou

další barevné reakce 



•• Metoda vMetoda váážžkovkováá
oxidace H2O2, sraženina po reakci H2SO4
s benzidinembenzidinem

H2SO3 +  H2O2 → H2SO4 +  H2O

H2SO4 + NH2H2N NH2.H2SO4H2N

Další metody
• CChromatografickhromatografickáá metoda metoda -- GCGC

analýza ”head-space”









Sorbová kyselina, benzoová kyselina, 
estery 4-hydroxybenzoové kyseliny

Izolace:
• extrakce rozpouštědlem
• extrakce na tuhou fázi (SPE)
• destilace s vodní parou



CHROMATOGRAFICKCHROMATOGRAFICKÉÉ METODY METODY 
STANOVENSTANOVENÍÍ VVŠŠECH LECH LÁÁTEKTEK SOUČASNĚSOUČASNĚ

• Metoda GCMetoda GC
přímo nebo jako estery

• Metoda HPLCMetoda HPLC
přímo



Stanovení jednotlivých látek

Sorbová kyselina
• Metoda Metoda spektrofotometrickspektrofotometrickáá

oxidace dichromanem na malondialdehyd
barevný produkt s 2-thiobarbiturovou kyselinou

CH3−CH=CH−CH=CH−COOH  +  2 K2Cr2O7 +  8 H2SO4 →
k. sorbová

O=CH−CH2−CH=O  +  3 CO2 +  2 K2SO4 +  2 Cr2(SO4)3
malondialdehyd +  10  H2O
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Benzoová kyselina

• Metoda Metoda titračnítitrační
izolace z vodného výluhu extrakcí

chloroformem alkalimetrická titrace

• HPLC

• Metoda Metoda spektrofotometrickáspektrofotometrická
izolace extrakcí diethyletherem barevný

produkt po nitraci a reakci s hydroxylaminem
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Příklad: Stanovení k. benzoové a sorbové pomocí HPLC

Kolona: HyperSil BDS (125 x 4 mm), Mobilní fáze: A – voda + 
0.2ml H2SO4 (pH = 2.54), B – acetonitril, Gradient: 10% B, 3 min 
60% B, 6 min 90% B, Detektor: DAD (260 nm)
Gratzfeld-Huesgen et al., Application Note AN14992, Agilent Technologies



Estery 4-hydroxybenzoové kyseliny

• Metoda spektrofotometrická
barevný produkt s Millonovým činidlem = 

směs Hg2(NO3)2 a Hg(NO3)2 v HNO3





Seznam povolených konzervačních látek (Vyhláška č. 304/2004 Sb.)



stabilizace lipidické složky, aroma, pigmentů apod.

• primární - donory elektronů
(syntetické fenoly, přírodní tokoferoly)

• sekundární - látky vážící kyslík
(askorbová kyselina, askorbylpalmitát, erythorbová k.)

• sekundární - rozkládají hydroperoxidy
• chelatační činidla - maskují kovové ionty prooxidantů

synergisty fenolických antioxidantů
(polyhydroxykyseliny jako citronová, aminokyseliny, 
EDTA)

ANTIOXIDANTYANTIOXIDANTY
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nordihydroguajarová kyselina
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•• IzolaceIzolace
extrakce z roztoku tuku v nepolárním rozpouštědle 
vodným ethanolem, methanolem

nepolární antioxidanty destilací s vodní párou

•• Kvalitativní analýzaKvalitativní analýza
chromatografie na papíře, na tenké vrstvě
(polyamidu, silikagelu)



•• KvantifikaceKvantifikace

Chromatografické metody stanovení všech látek:

* Metoda GC - jako trimethylsilylderiváty
* Metoda HPLC - přímé stanovení



Stanovení jednotlivých látek

Butylhydroxytoluen a butylhydroxyanisol
• Metoda spektrofotometrická

barevný produkt BHA s dichlorchinonchlorimidem, 
barevný produkt BHA i BHT s FeCl3 a 2,2´-
dipyridylem, obsah BHT z rozdílu stanovení

Propylgallát
• Komplexometrická titrační metoda

vysrážení ve formě rtuťnaté soli



1. k. benzoová
2. BHA

Příklad: GC stanovení butylhydroxyanisolu (BHA) v majonéze

Kolona: HP-5 (30 m x 0.32 mm), Nosný plyn: helium (1 ml/min) 
Detektor: MS (kvadrupol), ionizační technika: EI
Gonzáles et al., J. Chromatogr. A 848 (1999) 529-536



Příklad: Stanovení antioxidantů pomocí HPLC
PG – propylgallát, THBQ – terc-butylhydrochinon, BHA – butylhydroxyanisol,
BHT – butylhydroxytoluen, ACP - askorbylpalmitát

Kolona: BDS (100 x 4 mm), Mobilní fáze: A – voda + 0.2ml 
H2SO4 (pH = 2.54), B – acetonitril, Gradient: 10% B, 3 min 60% 
B, 11 min 90% B, Detektor: DAD (260 nm)
Gratzfeld-Huesgen et al., Application Note AN14986, Agilent Technologies



SYNTETICKÁ BARVIVASYNTETICKÁ BARVIVA

AzobarvivaAzobarviva

ChinolinováChinolinová barvivabarviva

IndigoidníIndigoidní barvivabarviva

XanthenováXanthenová barvivabarviva



BARVIVA ROZPUSTNBARVIVA ROZPUSTNÁÁ VE VODVE VODĚĚ

izolace a kvalitativnizolace a kvalitativníí analanalýýzaza
adsorpce na vlnvlněěnnéé vlvlááknokno (případně polyamid) 
eluce zředěným amoniakem (případně methanolickým
NaOH) chromatografie na tenké vrstvě
spektrofotometrie

Exaktní identifikace/ Exaktní identifikace/ kvamntifikacekvamntifikace -- Metoda HPLCMetoda HPLC



BARVIVA ROZPUSTNBARVIVA ROZPUSTNÁÁ VV TUKUTUKU

izolace po zmýdelnění vzorku extrakcí
nepolárním rozpouštědlem

kvalitativní analýza: TLC
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Zakázaná barviva:



Seznam povolených barviv (Vyhláška č.304/2004 Sb.)



Seznam povolených barviv (Vyhláška č.304/2004 Sb.)



Absorpční spektra vybraných syntetických barviv
Gratzfeld-Huesgen et al., Application Note AN 15744, Agilent Technologies



Stanovení syntetických barviv v nealkoholickém 
nápoji pomocí HPLC
Kolona: HyperSil BDS (125 x 3 mm), Mobilní fáze: A-fosfátový 
pufr (pH 4.2), B-acetonitril, Gradient: 10 min (40 % A), 19 min 
(90 % A), Detektor: DAD
Gratzfeld-Huesgen et al., Application Note AN 15744, Agilent Technologies



Stanovení Sudanu I-IV. v kari pomocí LC-TOF MS
Kolona: Zorbax XDB-C18 (50 x 2.1 mm), Mobilní fáze: A – voda + 
5mM NH4OAc, B - acetonitril, Gradient: 0-3 min 95% B, 3-5 min 
98% B, Detektor: „time-of-flight“ MS, ionizační technika: ESI
Zumwalt et al., Application Note AN 57914, Agilent Technologies

EIC

Pozn.: EIC = Extracted Ion 
Chromatogram



Hmotnostní spektra sudanových barviv (LC-ESI-MS)
Zumwalt et al., Application Note AN 57914, Agilent Technologies



Hmotnostní spektra sudanových barviv (LC-ESI-MS)
Zumwalt et al., Application Note AN 57914, Agilent Technologies



Schema ESI 



Schema APCI



• izolace extrakcí diethyletherem
• kvalitativní analýza: chromatografie na papíře, na 

tenké vrstvě

Chromatografické metody stanovení všech látek
Metoda GLC (sacharin, cyklamát po reakci 

s diazomethanem) a HPLC

Náhradní sladidla
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Stanovení jednotlivých látek

Sacharin
• Vážková metoda

tavení s alkalickými uhličitany, vysrážení vzniklých 
síranů jako BaSO4

• Metoda HPLC



Stanovení sacharinu pomocí HPLC
Kolona: J´Sphere ODS-H80 (75 x 4.6 mm)
Mobilní fáze: tetrahydrofuran:voda:k.trifluoroctová (20:80:0.1, 
v/v/v) Detektor: UV (230 nm)
Application Note YMC 62, Waters Corp.

1. sacharin
2. k. dehydrooctová
3. k. sorbová
4. k. benzoová



Acesulfam K
• Metoda HPLC (reverzní fáze, ČSN EN 12856)

Aspartam
• Metoda chromatografie na měničích iontů
• Metoda HPLC (reverzní fáze, ČSN EN 12856)



Stanovení aspartamu v nealkoholickém nápoji 
pomocí HPLC
Kolona: Zorbax SB-C18 (75 x 4.6 mm)
Mobilní fáze: 0.1% trifluoroctová kyselina : acetonitril (85:15, 
v/v) Detektor: UV (210 nm)
Ricker et al., Application Note AN 36121, Agilent Technologies



Cyklamát
• Vážková metoda

rozklad kyselinou dusitou, dále stejný postup jako 
v případě sacharinu

• Spektrofotometrická (fluorometrická) metoda
po TLC separaci izolace zóny, eluce ethanolem

• Metoda HPLC



Stanovení cyklamátu pomocí LC-MS
Kolona: Spherigel C8 (150 x 4 mm), Mobilní fáze:
tri(hydroxymethyl)aminomethan (5mM, pH 4.5) Detektor: MS, 
ionizace: elektrosprej (ESI)
Huang et al., Anal. Chim. Acta, 555 (2006) 233-237



Hořké látky

Chinin

• izolace extrakcí chloroformem, reextrakce
zředěnou H2SO4

• Metoda spektrofotometrická
v ultrafialové oblasti spektra nebo fluorimetricky

• Metoda  HPLC





Stanovení chininu v chinové kůře pomocí HPLC
Kolona: Purospher RP-18 (125 x 4 mm), Mobilní fáze: A – 0.05 
M KH2PO4 , B – acetonitril, Gradient: 4% B, 25 min 10% B, 45 
min 30% B, Detektor: UV (210 nm)
Huber et al., Application Note AN 15223, Agilent Technologies



L-glutamová kyselina
Enzymové metody – viz stanovení aminokyselin

5´- ribonukleotidy (IMP, GMP)
→ IMP (5´-inosinová kyselina), 

GMP (5´-guanylová kyselina)

Potenciátory a intenzifikátory aroma



Struktura 5´-ribonukleotidů

R = H → IMP
R = NH2   → GMP



• izolace extrakcí zředěnou HClO4

Metody stanovení celkového obsahu látek
• Spektrofotometrická metoda

z obsahu fosforu

Stanovení jednotlivých látek
• Metoda chromatografie na měničích iontů



lecitinlecitin
estery glykolůestery glykolů
estery glyceroluestery glycerolu
estery estery sorbitanůsorbitanů
estery sacharosyestery sacharosy

POVRCHOVĚ AKTIVNÍ LÁTKY - EMULGÁTORY



fosfolipidy – obecná struktura

X = 

fosfatidylcholin

Hlavní složky sojového lecithinu:
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METODY:METODY:

Chromatografické

Spektrofotometrické

Titrační

Elektrochemické


