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1.UVOD



1.1.1. Limunska kiselina

Limunska kiselina je slaba organska kiselina (pKa=2,79) ve¢inom prisutna u obliku
bezbojnih i bezmirisnih kristala ili bijelog praska. Prema nomenklaturi TUPAC-a (
Medunarodne unije za Cistu i primijenjenu kemiju) nazvana je 2-hidroksipropan-1,2,3-
trikarboksilna kiselina. Kemijska struktura limunske Kiseline je prikazana na slici 1. Njena
molarna  masa je 192,123 g/mol. Dobro je topljiva u vodi 1 etanolu
(https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov).

O OH
O

HO OH
OH

Slika 1. Kemijska struktura limunske kiseline (http://www.softschools.com/)

Limunska Kiselina se u farmaceutskoj industriji koristi u obliku anhidrida ili
monohidrata. U uzorcima se moze dokazati na nekoliko nacina. I hidrat i anhidrid citratne
kiseline ¢e obojiti otopinu crveno nakon dodatka anhidrida octene kiseline te piridina. Drugi
nacin dokazivanja je neutralizacija s natrijevim hidroksidom tijekom ¢ega dolazi do stvaranja
bijelog taloga nakon dodatka kalcijevog klorida i zagrijavanja do vrenja. Anhidrid se jo§ moze

potvrditi ispitivanjem talista koje iznosi 153°C (Grdini¢, 2011).

Limunsku kiselinu je moguce odrediti voltametrijskom metodom koriste¢i ugljikovu
elektrodu koja je modificirana s kobaltovim ftalocijaninom. Ova metoda omogucuje jeftino,
brzo 1 osjetljivo odredivanje organskih kiselina u voénim sokovima bez prethodne obrade

uzoraka. Osim limunske, na ovaj nain moguce je odrediti 1 malonsku, mlije¢nu i vinsku

kiselinu (Silva i sur.,2018).

Soli limunske kiseline se nazivaju citrati i u takvom obliku se nalaze u ljudskim
stanicama te sudjeluju u procesu proizvodnje ATP-a. Prvotno iz glukoze, procesom glikolize,
nastaje piruvat koji se zatim prenosi u mitohondrij gdje sluzi za acetilaciju koenzima A.
Nastali acetil-CoA zatim ulazi u ciklus limunske kiseline ili Krebsov ciklus gdje sudjeluje u

nastanku citrata iz oksaloacetata. Zatim slijedi niz oksidacija §to rezultira dobivanjem NADH
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I FADH: iz kojih se dobiva ATP procesom oksidativne fosforilacije. 1z citrata se preko niza
spojeva ponovno dobiva oksaloacetat koji je spreman za sljedeci ciklus. Takoder, iz citrata
nastali acetil-CoA sudjeljuje u sintezi masnih kiselina (Cooper i Hausman, 2010).

Citrati se u Europskoj farmakopeji identificiraju u priblizno deset monografija,
reakcijom koja je nazvana Legalova. Primarno, citrati se oksidiraju i dekarboksiliraju
dodatkom kalijeva permanganata uz zagrijavanje. Tako nastali aceton reagira s nitrozo
skupinom iz natrijeva nitroprusida prilikom cega dolazi do redukcije Zzeljeza i nastaje

ljubicasto-plavo obojenje u luznatoj sredini (Grdini¢, 2011).

1.1.2. Upotreba limunske kiseline

Citratna kiselina ima Siroku upotrebu u farmaceutskoj 1 prehrambenoj industriji.
Koristi se u proizvodnji vo¢nih sokova, sladoleda 1 slatkiSa. Takoder, sprjeCava tamnjenje
voca 1 povréa, pa se koristi 1 kao sinergijska komponenta antioksidansa te kao pojacivac

arome u mlije¢nim proizvodima. Za njeno dobivanje se koristi gljivica Aspergillus niger koji

fermentira melasu uz nastajanje limunske kiseline (slika 2) (Belitz i sur., 2009).

o o
8eo © . Py OQ

Slika 2. Aspergillus niger (https://www.inspg.qc.ca/)


https://www.inspq.qc.ca/

1.1.3. Utjecaj limunske kiseline na ljudsko zdravlje

Zbog siroke upotrebe limunske kiseline u prehrambenoj i farmaceutskoj industriji,
vazno je razmotriti njen utjecaj na ljudsko zdravlje. U tu svrhu, provedene su razli¢ite studije.
Dokazano je da izlozenost limunskoj kiselini uzrokuje napadaje kaslja kod gvineja svinja.
Visestruko izlaganje svinja limunskoj kiselini dovodi do zadebljanja glatkih misica perifernih
diSnih putova te trahealne bazalne membrane §to dovodi do povecanja frekvencije kaslja.

Potvrden je slican odgovor i kod ljudi (Belvisi i sur., 2006; Cui i sur., 2019).

Nadalje, dokazana je erozija zuba i zubne cakline kao i smanjenje povrsinske tvrdoce
konzumacijom limunske Kiseline. Isto tako, studije pokazuju utjecaj limunske kiseline na
promjenu sastava sline, znacajno vise kod zena nego kod musSkaraca (Li-Hui i sur., 2016;
Zheng isur., 2011; Dindar i sur., 2018).

UnoSenjem limunske kiseline u organizam svinje dolazi do povecane apsorpcije
kalcija, fosfora i proteina te se povecava njihova koncentracija u plazmi. Takoder, dolazi do
pojacanog humoralnog odgovora te se povecava koncentracija imunoglobulina u mlijeku
svinje. Ingestija vrlo visokih doza limunske kiseline kod ljudi moze izazivati metabolicku
acidozu, hiperkalijemiju te nagli nastup hipotenzije te je kao takva ugrozavajuca za zivot (Liu
i sur., 2014; DeMars i sur., 2001).

Nadalje, infuzija limunske kiseline uzrokuje snizavanje pH i koncentracije bikarbonata
1 kalcija u plazmi. Isto tako, produljuje vrijeme zgrusavanja krvi te povecava izluCivanje

uglji¢nog dioksida (https://www.ncbi.nIm.nih.gov/pubmed).

1.2.  Kromatografske metode odjeljivanja

Kromatografskim metodama je omoguceno odjeljivanje te dokazivanje i odredivanje
sastavnica iz smjese. Moguce je analizirati vrlo sline spojeve, kao i spojeve vrlo niskih
koncentracija, stoga su te tehnike jedne od najkoriStenijih u danas$nje vrijeme. Sve vrste
kromatografskih metoda karakterizira postojanje mobilne i stacionarne faze. Sastojci uzorka
su noSeni mobilnom fazom preko stacionarne faze tijekom cega dolazi do odjeljivanja
sastavnica uzorka. Odjeljivanje se temelji na razli¢itim brzinama kretanja komponenata zbog

njihovih razli¢itih interakcija s Cesticama stacionarne faze. Pokretna faza moze biti tekuéina,
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plin ili superkriti¢ni fluid, dok je nepokretna faza krutina ili teku¢ina na ¢vrstom nosacu
(stacionarna tekuéina) (Luterotti, 2014; Skoog i sur.,1999).

Postoje dvije vrste kromatografskih metoda prema tehnici izvodenja: kolonska i
plosna. Kod kromatografije na stupcu (koloni), stacionarna faza ispunjava usku cijev kroz
koju prolazi mobilna faza djelovanjem tlaka ili sile gravitacije. U plosnoj kromatografiji
stacionarna faza se nalazi na ravnoj plohi, dok mobilna prolazi njome pod utjecajem

kapilarnih sila ili gravitacije (Skoog i sur.,1999; Fifield i Kealey, 2000).

1.2.1. Tekuéinska kromatografija visoke djelotvornosti (HPLC)

Tekucinska kromatografija visoke djelotvornosti (eng. High Performance Liquid
Chromatography ) je najcesce koristena tekucinska kromatografija. S obzirom na mehanizam
odjeljivanja teku¢inska kromatografija moze biti adsorpcijska, razdjelna, ionsko-
izmjenjivacka, afinitetna te prema veli¢ini Cestica. HPLC je tekucinska razdjelna
kromatografija koja se Kkoristi za odjeljivanje i odredivanje analita u razli¢itim uzorcima. U
ovoj se kromatografskoj tehnici kao mobilna faza koristi tekucina, ve¢inom smjesa otapala
Cija se svojstva prilagodavaju kako bi se postiglo $to bolje odjeljivanje. Metoda se zasniva na
protoku mobilne faze, pod tlakom, kroz stacionarnu fazu koju Cini stacionarna tekucina
vezana na Cestice krutog nosaca, promjera 3-10 pum. Tlak mora biti iznimno velik, reda
velicine 10° Pa, kako bi se postigao protok od 10 mL/min. Zbog razli¢itih interakcija
sastavnica s Cesticama mobilne faze, komponente uzorka imaju razli¢ito vrijeme zadrZavanja
te tijekom njihovog prolaza kroz kolonu dolazi do odjeljivanja (Luterotti, 2014; Watson
2012).

S obzirom na relativnu polarnost stacionarne i mobilne faze, razlikujemo dvije vrste
teku¢inske kromatografije. Normalno faznu kromatografiju karakterizira vrlo polarna
stacionarna faza, dok je mobilna relativnho nepolarna. Kod obrnuto fazne kromatografije,
stacionarna faza je nepolarna, dok je mobilna faza relativno polarno otapalo, primjerice voda,
metanol ili acetonitril. Kao stacionarna faza se najc¢esce koristi modificirani silika gel ovisno o
vrsti kromatografije. Kod normalno fazne najceS¢e su na njega vezane razliCite polarne
skupine, primjerice hidroksilna, dok se kod obrnuto fazne na povrsini silika gel nalazi neki

nepolarni ugljikovodik, primjerice, oktadecilsilil (ODS). Tako ¢e se kod normalno fazne



kromatografije prvo eluirati lipofilniji sastojci, dok kod obrnuto fazne polarniji zbog slabije
interakcije s Cesticama stacionarne faze. Na redoslijed cluacije utjeCe | polarnost same

mobilne faze (Skoog i sur., 1999; Watson, 2012).

Nakon pripreme mobilne faze potrebno je iz nje ukloniti plinove i ¢vrste Cestice kako
ne bi doSlo do oste¢enja uredaja. Suvremeni HPLC uredaji Cesto sadrze takvu opremu za
uklanjanje plinova i ¢vrstih Cestica unutar spremnika za mobilnu fazu. Nakon obrade, otapalo
se pumpa pod visokim tlakom u kolonu. Sam uzorak se unosi mikrolitarskom Spricom u
petlju. Otapalo prolazi kroz petlju te ulazi zajedno s uzorkom na kolonu. U koloni dolazi do
razdvajanja sastojaka uzorka te oni u razli¢itom vremenu stiZzu na detektor. Odziv detektora se
biljezi kao funkcija vremena ili kao funkcija volumena mobilne faze. Takav prikaz nazivamo
kromatogram. Polozaj samog pika (eluacijska krivulja) moze posluziti za identifikaciju
analita, dok iz povrSine ili visine pika mozemo odrediti njegovu koncentraciju (slika 3)

(Luterotti, 2014; Skoog i sur.,1999).

‘ isample [ , ]
N | -h-L
HFLC Injector :p——-» Detector
pump
HPLC column I

HPLC Data aquisition
solvent ) 4

waste

Slika 3. Shematski prikaz osnovnih dijelova HPLC uredaja
(https://laboratoryinfo.com/hplc/)

1.2.2. Osnovni dijelovi HPLC-a

1. Spremnik mobilne faze i sustav za obradu otapala

Mobilna faza se nalazi u ¢eli¢nim ili staklenim spremnicima, volumena najmanje 500 mL.
Cesto se, kod suvremenih HPLC uredaja, u sklopu spremnika nalazi oprema za uklanjanje
plinova i ¢vrstih Cestica iz otapala. Plinovi mogu uzrokovati Sirenje zona pikova, dok ¢vrste

Cestice ometaju rad detektora, stoga ih valja ukloniti.
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2. Pumpe

Pumpe koje se koriste u HPLC uredajima, trebale bi stvarati tlak do 40 milijuna Pa, pri
¢emu nastaje protok od 0,1 do 10 mL/min, uz reproducibilnost protoka od 99,5 %. Prilikom
protoka mobilne faze, ne bi smjelo do¢i do pulsiranja zraka ili korozije uzrokovane razli¢itim
otapalima. Za primjernu u tekuéinskoj kromatografiji koriste se dvije vrste mehanickih
pumpi. Pumpa na vijéani pogon ima mali kapacitet pa se ¢eS¢e koristi reciprocna crpka.
Recipro¢ne pumpe se sastoje od komore koja se puni 1 prazni pomicanjem klipa. Pogodne su
za gradijentnu eluaciju jer protok ne ovisi 0 viskoznosti otapala. U neke uredaje ugradene su i
pneumatiCke pumpe. One su jednostavne i jeftine, ali takoder imaju mali kapacitet (Skoog 1

sur., 1999).
3. Sustav za injektiranje uzorka

Postoje manualni i nekoliko vrsta automatskih sustava za injektiranje uzorka. Analizirani
uzorak se injektira u petlju manualnog injektora te se pomicanjem rucice prenosi u kolonu
nosen mobilnom fazom. Takvi injektori se mogu koristiti za injektiranje razli¢itih volumena
uzorka. Automatski injektori su programirani tako da unesu niz istih volumena uzoraka. Na
takav nacin se lakSe moze odrediti preciznost i to¢nost metode te omogucavaju jeftiniju i brzu

analizu (Venn, 2000).
4. Kolone za HPLC

Kolone koje se najceS¢e koriste u visoko djelotvornoj tekucinskoj kromatografiji su
obi¢no izradene od ¢elika, iako se ponekad kod nizih tlakova koriste staklene cijevi debljih
stjenki. Duzine su otprilike 10 — 30 cm,a unutarnji promjer iznosi 4 —10 mm. Promjer samih
zrna punila su najéesé¢e od 5 do 10 pm. U novije vrijeme, koriste se mikrokolone ¢ija je
duljina od 3do 7,5 cm te unutrasnjeg promjera od 1 do 4,6 mm. Takve kolone su punjene
zrncima promjera 3 -5 pum. One su bolje jer troSe manje otapala, a sama analiza je kraca
(Skoog i sur., 1999).

5. Detektori

Za vecinu analiza koristi se UV/Vis detektor s varijabilnom valnom duljinom. Ukoliko
analit ne sadrzi dobar kromofor ili je dio kompleksnog uzorka ¢ija matrica moze uzrokovati

interferencije s analitom radije se koriste neki drugi oblici detektora. Primjerice, koriste se jos$



fluorescencijski i elektrokemijski detektori, detektori koji mjere indeks loma ili vodljivost,
maseni detektori itd. (Watson, 2012).

1.3.  Validacija metode

Validacija analiticke metode se provodi s ciljem dokazivanja prikladnosti analiti¢kog
postupka za svrhu za koju je namijenjena. lzvodi se pri razvoju nove metode ali i pri bilo
kakvoj promjeni ve¢ validirane metode. Parametri koji se ispituju prilikom validacije su:
preciznost, specifi¢nost/selektivnost, to¢nost, otpornost, granica dokazivanja i odredivanja te
radno podrucje 1 linearnost. Odredivanje parametara uvjetovano je namjenom analiticke

metode.

1.3.1. Selektivnost i specifi¢énost

Specifiénost metode je sposobnost te metode da izmjeri samo jedan analit u prisutnosti
drugih sastavnica uzorka bez ikakve dvojbe. U praksi je ¢eS¢i pojam selektivnost koji se
odnosi na sposobnost metode da to¢no odredi analit u prisutnosti matrice uzorka, odnosno

onecis¢enja, pomo¢nih tvari ili razgradnih produkata (Nigovi¢ i sur.,2014).

1.3.2. Toénost

Tocnost analitickog postupka prikazuje podudaranje izmedu srednje vrijednosti
dobivenih rezultata 1 stvarnih ili prihvacenih referentnih vrijednosti. Dakle, to¢nost metode je
razlika u koncentracijama analita u uzorcima u kojima je otprije utvrdena koncentracija te
uzorcima nepoznatih koncentracija. To¢nost se utvrduje uz najmanje tri ponovljena mjerenja
uzorka na najmanje tri razli¢ite koncentracije unutar radnog podrucja. Najéesce se izrazava

kao analiticki prinos (engl. recovery)

R==x 100,

=)=



gdje je x izmjerena srednja vrijednost, dok je X stvarna vrijednost analita (Nigovi¢ i sur.,
2014; Ahuja i Scypinski, 2011).

1.3.3. Preciznost

Preciznost analitiCke metode iskazuje podudaranje izmedu niza ponovljenih mjerenja
razlicitih alikvota istog uzorka pri propisanim uvjetima. MoZe se izraziti kao ponovljivost
(engl. repeatability), srednja preciznost (engl. intermediate precision) ili obnovljivost (engl.
reproducibility). Ponovljivost oznacava slaganje rezultata dobivenih u kratkom vremenskom
intervalu pri istim uvjetima (isti laboratorij, isti instrument). Srednja preciznost oznatava
odstupanje rezultata dobivenih u razli¢itim uvjetima u istom laboratoriju (razli¢it instrument,
razli¢it analiticar) kroz dulje vremensko razdoblje. Obnovljivost oznacava odstupanje
dobiveno u razli¢itim laboratorijima. Najce$¢e se preciznost dobiva s pet do Sest mjerenja na
minimalno dvije razli¢ite koncentracije, a iskazuje se kao relativno standardno odstupanje

(Nigovi¢ 1 sur., 2014; Valcarcel, 2000).

1.3.4. Otpornost

Otpornost analiticke metode je mjera sposobnosti metode da ostane nepromijenjena,
pod utjecajem malih ali namjernih promjena parametara metode. Otpornost nam omogucava

indikaciju pouzdanosti metode tijekom njezine normalne upotrebe (Ahuja i Scypinski, 2011).

1.3.5. Granica dokazivanja i odredivanja

Granica dokazivanja (engl.LOD, limit of detection) je najniza koncentracija analita u
uzorku koja se moze dokazati, ali ne i odrediti, dok je granica odredivanja (engl. LOQ, limit
of quantification) najmanja koncentracija analita koja se moze dokazati s odgovarajuCom
precizno$¢u 1 tocnoS¢u. Dobivaju se postupnim razrjedenjem ispitivane otopine ili iz

kalibracijske krivulje, prema formulama:

3,3x0 10xo

LOD= LOQ="22,

'
a



gdje je o standardno odstupanje regresijskog pravca odnosno standardno odstupanje odsjecka

na osi y, dok je a nagib kalibracijskog pravca (Nigovi¢ i sur., 2014).

1.3.6. Radno podrucje i linearnost

Linearnost analiticke metode je njena sposobnost da unutar odredenog intervala dobije
linearnu ovisnost analitiCkog signala o koncentraciji analita u uzorku. Odreduje se mjerenjem
tri do Sest puta primjenom nekoliko razliCitih koncentracija analita. Zatim se napravi
kalibracijska krivulja ovisnosti analitickog signala o samoj koncentraciji analita. Linearnost se

izrazava koeficijentom korelacije regresijskog pravca te bi trebala iznositi R2>0,999.

Radno podruc¢je analitiCkog postupka je interval izmedu gornje i donje koncentracije
analita (ukljuCuju¢i 1 te dvije) za koje je dokazano da je analiticka metoda adekvatne

preciznosti, to¢nosti i linearnosti (Ahuja i Scypinski, 2011; Nigovi¢ i sur., 2014).
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Limunska kiselina je organska kiselina najéeS¢e prisutna u obliku anhidrida ili
monohidrata. U ljudskom organizmu je prisutna u obliku citrata te u takvom obliku sudjeljuje
u procesu ciklusa limunske kiseline vaznog za dobivanje energije u ljudskom tijelu. Za

industrijsku upotrebu se dobiva fermentacijom melase pomocu gljivice Aspergillus niger.

Limunska kiselina se Cesto koristi u farmaceutskoj i prehrambenoj industriji kao
antioksidans 1 regulator kiselosti. Nekim istrazivanjima je pokazano da je u viSim
koncentracijama Stetna za ljudsko zdravlje. Dokazano je da izaziva kaSalj, utjece na promjenu
sastava sline te uzrokuje eroziju zubne cakline. MoZe utjecati 1 na zgruSavanje krvi, a ingestija
vrlo visokih koncentracija mozZe dovesti do metabolicke acidoze, hiperkalijemije te mozZe biti
ugrozavajuéa za zivot. Zbog tih razloga je vazno kontrolirati razinu limunske kiseline u

proizvodima koji se koriste za prehranu ljudi.

Cilj ovog istrazivanja je odrediti limunsku kiselinu u razli¢itim uzorcima prirodnih 1
komercijalnih voénih sokova primjenom tekucinske kromatografije visoke djelotvornosti s
UV/Vis detektorom. Prije samog odredivanja metodu je potrebno validirati ispitivanjem
validacijskih parametara: linearnosti, preciznosti (ponovljivost i srednja preciznost), granice

dokazivanja 1 granice odredivanja.
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3.1.Kemikalije

3.1.1.

W np e

Koristene kemikalije:

metanol, CH3OH, Kemika, Zagreb, Hrvatska

limunska kiselina, Sigma Chemical Co, St.Louis, SAD
kalijev dihidrogenfosfat, KH.PO4, Kemika, Zagreb, Hrvatska
ortofosforna kiselina, 0-HzPOs, Kemika, Zagreb, Hrvatska

Sve koriStene kemikalije su bile p.a. CistoCe, dok je metanol koriSten za kondicioniranje

HPLC uredaja bio HPLC ¢istoée. Za pripremanje otopina upotrebljena je ultracista voda.

3.2.Aparatura

3.2.1.

S T oA

3.2.2.

Upotrebljena aparatura:

analiticka vaga, Acculab, Satorius group, Bradford, SAD

HPLC uredaj, Knauer, Berlin, Njemacka

pH metar, MP220, Mettler Toledo, Svicarska

ultrazvucéna kupelj, Transsonic T570, Elma, Singen, Njemacka

filter papir, Munktell 110mm/388, Njemacka

jednokratni filter, Minisart RC 25, vel. pora 0.45 pum, Sartorius Stedim, Goettingen,

Njemacka

Dijelovi koriStenog HPLC uredaja:

izokratna pumpa (model 64, Knauer, Berlin, Njemacka)

manualni injektor (Rheodyne 7010) s petljom volumena 100uL

analitiCka kolona, obrnute faze, C18, dimenzija 125,0 x 4,6 mm s punilom veliine
5um (LiChrospher RP-18, Merck, Darmstadt, Njemacka)

UV/Vis detektor (model UV-1, Knauer, Berlin, Njemacka)

Softver Eurochrom 2000 Software (Knauer, Berlin, Njemacka)
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3.2.3. Uvjeti na HPLC uredaju

Prije pocetka, kao i na kraju rada HPLC uredaj je kondicioniran s 50% otopinom
metanola iz koje je prije koristenja uklonjen zrak na ultrazvuénoj kupelji. Proces uklanjanja
zraka trajao je dvaput po 15 minuta kako bi bili sigurni da je sav zrak uklonjen. Na isti nacin

zrak je uklonjen i iz mobilne faze.

Za mobilnu fazu koristena je 50mM otopina fosfatnog pufera koja je pripravljena
otapanjem KH2POs u ultracistoj vodi, te prilagodbom pH do 2,8 pomoc¢u HsPOs. Protok
mobilne faze iznosio je 0,5 mL/min. Volumen standardnih otopina limunske kiseline, kao i
svakog injektiranog uzorka iznosio je 50 pL. Valna duljina UV/Vis detektora je iznosila 214

nm, a detektirani podatci su obradeni pomocu softvera Eurochrome 2000 Software.

3.3.Uzorci

Za analizu je uzeto petnaest uzoraka voc¢nih sokova, od Cega je devet uzoraka
deklariranih kao prirodni voéni sokovi te Sest komercijalnih vo¢nih sokova pribavljenih u
trgovini. Sokovi su bili razli¢itih proizvodaca te razli¢itog sastava. Analizirano je ukupno Sest
sokova od jabuke, dva od viSnje i narance, jedan od limuna s marakujom, te Cetiri od razli¢itih

vrsta voc¢a od kojih je u tri bila prisutna i mrkva.

3.4.0dredivanje koncentracije limunske kiseline HPLC-om

3.4.1. Priprema otopina

1. Mobilna faza

Za mobilnu fazu koriStena je 50 mM otopina fosfatnog pufera. Za pripremu 1,00 L
toga pufera potrebno je izvagati 6,8 g KH2PO4 (M=136,09). Za vaganje je koristena
analiticka vaga, te je odvaga kvantitativno prenesena u odmjernu tikvicu od 1000,00 mL.
Nakon otapanja limunske kiseline pH otopine je podesen dodatkom 85%-tne H3zPO4 na
2,8. Zatim je otopina nadopunjena do volumena 1,00 L ultrac¢istom vodom. Takav kiseli
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pH je potreban da bi limunska kiselina ostala protonirana i ostvarila bolju interakciju s
C18 stacionarnom fazom. Na kraju, mobilna faza je stavljena u ultrazvu¢nu kupelj, dva
puta po petnaest minuta da bi se uklonio zrak koji potencijalno moze oSstetiti HPLC

uredaj.
2. Maticna otopina limunske kiseline

Mati¢na otopina standarda je pripremljena otapanjem 200 mg komercijalno
pribavljene limunske kiseline u 100,00 mL ultraciste vode. Koncentracija te otopine je

iznosila 2 g/L.
3. Standardne otopine limunske kiseline

[z mati¢ne otopine limunske kiseline pripremljeno je niz standardnih otopina u
koncentracijskom rasponu od 0,125 g/L do 1 g/L. Standardne otopine limunske kiseline su
pripremljene razrjedivanjem mati¢ne otopine s ultra¢istom vodom (tablica 1). Tako

pripravljene otopine su injektirane u HPLC ureda;.
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Tablica 1. Postupak izrade standardnih otopina limunske kiseline razrjedenjem

Koncentracija UKkupno razrjedenje
standardne otopine Postupak pripreme standardnih otopina mati¢neotopine
limunske kiseline (g/L) limunske kiseline limunske kiseline

5000 pL standardne otopine limunske
1,0 kiseline koncentracije 2,0 g/L nadopunjeno 2X
je do 10 mL s ultra¢istom vodom
3750 pL standardne otopine limunske
0,75 kiseline koncentracije 2,0 g/L nadopunjeno 2,6x
je do 10 mL s ultra¢istom vodom
2500 pL standardne otopine limunske
0,5 Kiseline koncentracije 2,0 g/L nadopunjeno 4x
je do 10 mL s ultra¢istom vodom
1250 pL standardne otopine limunske
0,25 Kiseline koncentracije 2,0 g/L nadopunjeno 8x
je do 10 mL s ultra¢istomvodom
625 uL standardne otopine limunske
0,125 kiseline koncentracije 2,0 g/L nadopunjeno 16x
je do 10 mL s ultra¢istom vodom
500 pL standardne otopine limunske
0,1 Kiseline koncentracije 2,0 g/L nadopunjeno 20x

je do 10 mL s ultra¢istom vodom
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3.4.2. Priprema uzoraka

Uzorci voénih sokova su pripremljeni razrjedivanjem s ultrac¢istom vodom u omjeru

1:9 u odmjernim tikvicama od 10,00 mL. U tablici 2 je prikazan postupak pripreme

ispitivanih uzoraka prirodnih vo¢nih sokova, dok je u tablici 3 opisan postupak razrjedenja

komercijalno pribavljenih sokova. Neki od sokova su sadrzavali talog ili zamucenje stoga je

takve sokove bilo potrebno najprije profiltrirati pomoc¢u filter papira da bi se uklonile vece

Cestice taloga, a zatim 1 kroz jednokratni filter pora veli¢ine 0,45 um, koristec¢i Spricu kako bi

uklonili i sitnije Cestice taloga. Nakon razrjedenja, takvi uzorci su injektirani u HPLC ureda;.

Tablica 2. Uzorci prirodnih voénih sokova 1 postupak razrjedenja

Uzorci prirodnih voénih sokova

Uzorak 1, sok od jabuke

Uzorak 2, sok od viSnje

Uzorak 3, sok od limuna s marakujom

Uzorak 4, sok od jabuke

Uzorak 5, sok od jabuke

Uzorak 6, sok od narance

Uzorak 7, sok od mijesanog voca s mrkvom

Uzorak 8, sok od narance, limuna i mrkve

Uzorak 9, sok od narance, limuna i mrkve

Postupak razrjedenja ultracistom vodom

1 mL uzorka soka je
ultra¢istom vodom
1 mL uzorka soka je
ultra¢istom vodom
1 mL uzorka soka je
ultrac¢istom vodom
1 mL uzorka soka je
ultra¢istom vodom
1 mL uzorka soka je
ultra¢istom vodom
1 mL uzorka soka je
ultra¢istom vodom
1 mL uzorka soka je
ultrac¢istom vodom
1 mL uzorka soka je
ultra¢istom vodom
1 mL uzorka soka je

ultracistom vodom

nadopunjeno do 10 mL

nadopunjeno do 10 mL

nadopunjeno do 10 mL

nadopunjeno do 10 mL

nadopunjeno do 10 mL

nadopunjeno do 10 mL

nadopunjeno do 10 mL

nadopunjeno do 10 mL

nadopunjeno do 10 mL
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Tablica 3. Uzorci komercijalnih voénih sokova i postupak razrjedenja

Uzorci komercijalnih voénih sokova

Uzorak 1, sok od mijeSanog voca

Uzorak 2, sok od jabuke

Uzorak 3, sok od visnje

Uzorak 4, sok od narance

Uzorak 5, sok od jabuke

Uzorak 6, sok od jabuke

Postupak  razrjedenja  deioniziranom
vodom

1 mL uzorka soka je nadopunjeno do 10 mL
ultrac¢istom vodom

1 mL uzorka soka je nadopunjeno do 10 mL
ultrac¢istom vodom

1 mL uzorka soka je nadopunjeno do 10 mL
ultrac¢istom vodom

1 mL uzorka soka je nadopunjeno do 10 mL
ultrac¢istom vodom

1 mL uzorka soka je nadopunjeno do 10 mL
ultrac¢istom vodom

1 mL uzorka soka je nadopunjeno do 10 mL

ultradistom vodom
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4.1.0dredivanje limunske kiseline na HPLC-u s UV/Vis detektorom

U ovome istrazivanju za odredivanje koncentracije limunske kiseline u voénim sokovima
koristena je HPLC metoda obrnute faze s UV/Vis detektorom. Prema literaturnim podacima
valna duljina detekcije limunske kiseline pomoc¢u UV/Vis detektora je 214 nm, te je UV/Vis
detektor podesen na 214 nm (Weikle, 2012).

Mobilna faza je bila 50 mM otopina fosfatnog pufera, podesena na pH = 2,8 i
pripravljena kako je navedeno u poglavlju Materijali i metode. Budu¢i da je limunska kiselina
slaba organska kiselina male molarne mase (M = 192,123 g/mol) i ima polarne skupine,
potrebna je 100% vodena mobilna faza kako bi se postiglo odgovaraju¢e zadrzavanje na
koloni. pH mobilne faze podesen je na 2,8 kako bi limunska kiselina ostala protonirana ili
neutralna, ¢ime se ostvaruje najbolja interakcija s C18 stacionarnom fazom kromatografske
kolone (Kowalski 1 Wittrig, 2007). Protok mobilne faze bio je podeSen na 0,5 mL/min §to je
stvaralo tlak od 16,7 MPa.

U ovim analitickim uvjetima (kolona obrnute faze, C18, dimenzija 125,0 x 4,6 mm,
veliCina punila 5 um; valna duljina detektora, 214 nm 1 mobilna faza 50 mM fosfatni pufer pH
2,8, protok 0,5 ml/min) dobiven je zadovoljavaju¢i kromatogram osnovne (bazne) linije,

odnosno bez interferencija.

Na slici 4. prikazan je kromatogram standardne otopine limunske Kkiseline
koncentracije 0,25 g/L dobiveni pri istim uvjetima mjerenja. 1z prikazanog kromatograma
vidljivo je da je vrijeme zadrzavanja standarda limunske kiseline na koloni iznosilo oko 3
minute dok je ukupna analiza trajala otprilike 6 minuta. Na osnovu vremena zadrZavanja
limunske kiseline na koloni, 3 minute, i ukupne analize, 6 minuta, moze se zakljuciti da je

metoda u ovim uvjetima brza.

21



Slika 4. Kromatogram dobiven analizom standardne otopine limunske kiseline koncentracije
0, 25 ¢g/L

4.2.Validacija metode za odredivanje limunske Kkiseline na HPLC-u s UV/Vis
detektorom

Validacijom analiticke metode se utvrduje njezina prikladnost za ispitivanje za koje je
namijenjena, odnosno validacijom se dokazuje da ¢e se koriStenjem odabrane analiticke
metode dobiti ispravni rezultati. Validacija analitickog postupka je obvezna, a koji parametri

¢e se ispitivati prilikom validacije ovisi o0 samoj namjeni metode (Nigovi¢ i sur.,2014).

Prije odredivanja limunske kiseline u voénim sokovima, ve¢ razvijena metoda je
validirana. Za validaciju metode koriStene su standardne otopine limunske kiseline u
koncentracijskom rasponu od 0,1 g/L do 1,0 g/L. Priprema standardnih otopina limunske
kiseline opisana je u poglavlju Materijali i metode. U svrhu validacije metode ispitani su
validacijski parametri: linearnost, preciznost (ponovljivost i srednja preciznost), granica

dokazivanja i granica odredivanja.
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4.2.1. Linearnost

Linearnost analitiCkog postupka je sposobnost tog postupka da unutar nekog
odredenog intervala daje rezultate koji su direktno proporcionalni koncentraciji analita u
uzorku. Utvduje se sa tri do Sest mjerenja na pet razli¢itih koncentracija analita. Kalibracijska
krivulja prikazuje ovisnost analitickog signala o koncentraciji analita te se sama linearnost
izrazava koeficijentom Korelacije regresijskog pravca, R? koji bi trebao biti veéi od 0,999
(Nigovi¢ 1sur., 2014).

U svrhu izrade kalibracijskog pravca i provjere linearnosti metode, izraden je niz
standardnih otopina limunske kiseline u koncentracijskom rasponu od 0,1 g/L do 1,0 g/L. Te
standardne otopine su analizirane Cetiri puta te je za svaku koncentraciju izraCunata srednja
vrijednost odgovora detektora, odnosno visina pika. Koriste¢i taj podatak zajedno s poznatim
koncentracijama standardnih otopina konstruiran je kalibracijski pravac prikazan na slici 5.
Zatim je regresijskom analizom dobivena jednadzba pravca y = 126,08x-0,7062 te

pripadajuéi koeficijent korelacije R? = 0,9999.

140 -
y =126.08x - 0.7062
120 - R?=0.9999
100 A
)
<
E 80 -
(4]
<
s
s 60 A
£
(7]
S
40 A
20 A
0 T T T T T 1
0 0.2 0.4 0.6 0.8 1 1.2
koncentracija standarda (g/L)

Slika 5. Kalibracijski pravac standardnih otopina limunske kiseline u koncentracijskom

rasponu 0,1 — 1,0 g/L
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Iz dobivene jednadzbe pravca i koeficijenta korelacije moze se zakljuciti da je metoda
u koncentracijskom rasponu 0,1 g/L do 1,0 g/L linearna te se moze primijeniti za odredivanje

sadrzaja limunske kiseline.

4.2.2. Preciznost

Preciznost analitiCke metode iskazuje podudaranje izmedu niza ponovljenih mjerenja
razli¢itih alikvota istog uzorka pri propisanim uvjetima. MoZe se izraziti kao ponovljivost
srednja preciznost ili obnovljivost. Ponovljivost oznacava slaganje rezultata dobivenih u

kratkom vremenskom intervalu pri istim uvjetima (Valcarcel, 2000; Nigovi¢€ i sur., 2014).

Tijekom ispitivanja ponovljivosti analizirane su standardne otopine limunske kiseline
u koncentracijskom rasponu od 0,1 g/L do 1 g/L koje su nekoliko puta uzastopno injektirane u
HPLC. Zatim je iz dobivenih vrijednosti visine pikova izraCunata relativna standardna
devijacija. U tablici 4 su prikazani dobiveni rezultati za standardnu otopinu koncentracije
1g/L.

Tablica 4. Rezultati mjerenja visine pikova standarda limunske kiseline koncentracije 1g/L u

kratkom vremenskom intervalu

Standard koncentracije 1g/L Visina pika (mAU)

1.mjerenje 125,178

2.mjerenje 124,327

3.mjerenje 126,241

4.mjerenje 127,51
5.mjerenje 126,2

Srednja vrijednost visine pika (X) 125,89
Standardna devijacija (SD) 1,2035
Relativna standardna devijacija (RSD/%) 0,956
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Na jednak nacin izraunate su relativne standardne devijacije za preostale standarde

limunske kiseline (tablica 5).

Tablica 5. Rezultati ponovljivosti dobiveni ispitivanjem standardnih otopina limunske kiseline
koncentracija 0,1 g/L, 0,125 g/L, 0,25 g/L, 0,5 g/L, 0,75 g/L

Koncentracija standarda limunske kiseline

(g/L) RSD (%)
0,1 0,980
0,125 0,529
0,25 0,520
0,5 2,012
0,75 1,679

Sve dobivene RSD vrijednosti su manje od 2,5%, stoga se moze zakljuciti da je ova

metoda za odredivanje koncentracije limunske kiseline precizna.

U svrhu validacije metode ispitana je i srednja preciznost odnosno ponovljivost unutar
duljeg vremenskog intervala, tako da je izmjeren odaziv detektora na tri razliite
koncentracije standardnih otopina unutar tri razliCita dana. Svaka otopina je mjerena vise puta

te je izraunata srednja vrijednost kao i RSD (tablica 6).

Tablica 6. Srednja preciznost dobivena ponovljenim mjerenjem standardnih otopina limunske

kiseline na tri koncentracijske razine (0,125 g/L, 0,5 g/L, 0,75 g/L) u tri uzastopna dana

Koncentracija standarda limunske kiseline

(9/L) RSD(%)

0,125 2,609
0,5 1,656
0,75 1,574

Iz dobivenih RSD vrijednosti uo¢eno je da nijedna vrijednost nije ve¢a od 3%, pa se
moze zakljuciti da je ispitivana metoda prikladna za odredivanje koncentracije limunske

kiseline u uzorku.
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4.2.3. Granica dokazivanja i odredivanja

LOD odnosno granica dokazivanja, je najniza koncentracija analita u uzorku koja se
moze dokazati, ali ne 1 odrediti, dok je LOQ ili granica odredivanja najmanja koncentracija

analita koja se moze dokazati s odgovaraju¢om preciznoséu i to¢noscéu (Nigovié i sur., 2014).

LOD i LOQ su izracunati iz nagiba kalibracijskog pravca. Granica dokazivanja iznosi
0,01 g/L, a granica odredivanja 0,03 g/L. Dobiveni podatci nam ukazuju da je metoda
dovoljno osjetljiva te da se u nepoznatom uzorku moze pouzdano odrediti koncentracija

limunske kiseline od 0,03g/L.

4.3.Primjena validirane metode HPLC s UV/Vis detektorom za odredivanje
koncentracije limunske kiseline u uzorcima voénih sokova

Uzorci voénih sokova pripremljeni su kao $to je opisano u poglavlju Materijali i
metode, nakon ¢ega su injektirani u kolonu te analizirani HPLC-om. Detekcija je provedena s
UV/Vis detektorom.

U vecini analiziranih uzoraka doSlo je do pojave viSe analitickih signala koji
odgovaraju drugim sastavnicama uzorka (slika 6). Vrijeme zadrzavanja standardne otopine
limunske kiseline iznosi oko 3 minute pa je usporedbom vremena zadrzavanja standarda
limunske kiseline 1 vremena zadrzavanja sastavnica uzorka soka utvrdeno koji pik u uzorku

voc¢nog soka odgovara piku standarda limunske kiseline.
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Slika 6. Kromatogram dobiven analizom komercijalnog soka od narance (uzorak 4)

Mjerenje svakog uzorka provedeno je viSestruko te je izracunata srednja vrijednost
visine pika za svaki uzorak. Koncentracija limunske kiseline u uzorcima je izraCunata iz
dobivene srednje vrijednosti uvrStene u jednadzbu kalibracijskog pravca, a rezultati su

prikazani u tablici 7 i 8.
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Tablica 7. Visina pikova i koncentracija limunske kiseline u uzorcima prirodnih voénih

sokova

Uzorci prirodnih voénih

sokova

Uzorak 1, sok od jabuke
Uzorak 2, sok od visnje
Uzorak 3, sok od limuna s
marakujom

Uzorak 4, sok od jabuke
Uzorak 5, sok od jabuke
Uzorak 6, sok od narance
Uzorak 7, sok od

mijeSanog voc¢a s mrkvom

Uzorak 8, sok od narance,

limuna i mrkve

Uzorak 9, sok od narance,

limuna i mrkve

Visina pika
(mAU)

52,33

95,83

39,02

59,09

68,67

Koncentracija limunske
kiseline u analiziranim

razrijedenim uzorcima

(9/L)

0,421

0,7657

0,3151

0,4742

0,5503

Koncentracija

limunske kiseline

u voénim

sokovima (g/L)

4,21

7,657

3,151

4,742

5,503
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Tablica 8. Visina pikova i koncentracija limunske kiseline u uzorcima komercijalnih voénih

sokova
Uzorci Visina pika Koncentracija limunske Koncentracija
komercijalnih (mAU) kiseline u analiziranim limunske kiseline u
vo¢nih sokova razrijedenim uzorcima voénim sokovima
(9/L) (g/L)
Uzorak 1, sok od 17,18 0,1419 1,419
mijesanog voca
Uzorak 2, sok od 35,14 0,2843 2,843
jabuke
Uzorak 3, sok od 48,21 0,388 3,88
viSnje
Uzorak 4, sok od 55,03 0,4421 4,421
narance
Uzorak 5, sok od 30,80 0,2499 2,499
jabuke
Uzorak 6, sok od 29,77 0,2417 2,417
jabuke

U svih Sest ispitanih uzoraka komercijalno pribavljenih voénih sokova te u pet
prirodnih voénih sokova potvrdeno je prisustvo i odreden sadrzaj limunske kiseline u
koncentracijskom rasponu od 1,42 g/L do 7,66 g/L. Limunska kiselina nije detektirana u Cetiri
uzorka prirodnog soka (sok od jabuke i visnje) (slika 7). U ostalim prirodnim voénim
sokovima na deklaraciji nije naznacen dodatak limunske kiseline pa se moze zakljuciti da

sadrzaj limunske kiseline odreden u voénom soku potjece samo od agruma.
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Slika 7. Kromatogram dobiven analizom prirodnog soka od jabuke (uzorak 1)

Budu¢i da deklaracije ispitivanih komercijalnih voénih sokova ne navode koli¢inu
sadrzane limunske kiseline, dobivene koncentracije ne mogu se usporediti s deklariranima.
Medutim, postoje propisi koji reguliraju podrucje prehrambenih aditiva u Republici Hrvatskoj
poput pravilnika o prehrambenim aditivima NN62/2010, s izmjenama i dopunama pravilnika
NN 62/2011, 135/2011 1 79/2012. Navedeni propisi su u potpunosti uskladeni s propisima
Europske unije koji reguliraju podrucje prehrambenih aditiva (Uredba komisije EU br.
1129/2011). Tako je u ovim pravilnicima propisana najveca dopusStena koncentracija

limunske kiseline u voénim sokovima te ona iznosi 3,0 g/L.

Sest uzoraka u kojima je odredena veéa koncentracija limunske kiseline od dozvoljene
su sokovi koji sadrze narancu ili limun (uzorci 3, 6, 7, 8 i 9 prirodnog soka te uzorak 4
komercijalnog soka). Penniston i suradnici su u svojoj studiji odredili koncentraciju limunske
kiseline u svjeZe cijedenom soku limuna i limete i ona iznosi ¢ak 46 — 48 g/L, a u koncentratu
34 — 39 g/L (Penniston i sur., 2008). Samo komercijalni sok od viSnje (uzorak 3) sadrzi

prekomjernu koli¢inu limunske kiseline iako u njemu nema agruma (slika 8).
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Slika 8. Koncentracija limunske Kiseline u uzorcima komercijalnih i prirodnih

vo¢nih sokova

Usporedbom rezultata analize prirodnih i komercijalnih voénih sokova dobivenih
primjenom HPLC metode s vrijednostima koje propisuju pravilnici o prehrambenim
aditivima, moZe se zakljuciti kako je koncentracija limunske kiseline ve¢a od dozvoljene u pet
sokova deklariranih kao prirodni vo¢ni sokovi i u dva komercijalna voé¢na soka. Stoga je
potrebno pratiti koncentraciju limunske kiseline u voénim sokovima, neovisno o njihovom

porijeklu, posebice ako ih ljudi svakodnevno koriste u svojoj prehrani.

HPLC metoda se pokazala primjenjivom za pouzdano i precizno odredivanje koncentracije

limunske kiseline u voénim sokovima.
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5. ZAKLJUCCI
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Na temelju provedenog istrazivanja i dobivenih rezultata utvrdeno je da je
primijenjena HPLC metoda s UV/Vis detektorom prikladna za brzo, pouzdano i precizno

odredivanje koncentracije limunske kiseline u vo¢nim sokovima.

U sedam od petnaest analiziranih uzoraka prirodnih i komercijalnih voénih sokova,
koncentracija limunske kiseline je ve¢a od dozvoljenih vrijednosti koje propisuje EU (3 g/L).

U cetiri prirodna voéna soka (jabuka i vi$nja) nije dokazana limunska kiselina.

Visoke koncentracije limunske kiseline u vo¢nim sokovima mogu imati Stetan u¢inak na
ljudsko zdravlje pa je vazno pratiti koncentraciju limunske kiseline u svim voénim sokovima

dostupnim na trzistu.
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Limunska Kkiselina se u farmaceutskoj i prehrambenoj industriji koristi kao
antioksidans i regulator kiselosti, a u ve¢im koncentracijama moze biti Stetna za ljudsko
zdravlje. U ovom diplomskom radu odredena je koncentracija limunske kiseline u uzorcima
prirodnih i komercijalo dostupnih voénih sokova. Za odredivanje limunske kiseline koristena
je tekucinska kromatografija visoke djelotvornosti (HPLC, Knauer, Berlin, Njemacka) S
UV/Vis detektorom, uz kolonu obrnute faze ( LiChrospher RP-18, 125 x 4,6 mm, 5 pm
Merck, Darmstadt, Njemacka). Mobilna faza je bila 50 mM fosfatni pufer (pH = 2,8) s
protokom 0,5 mL/min, a valna duljina detektora bila je podeSena na 214 nm. Metoda je
ispitana standardnim otopinama limunske kiseline u koncentracijskom rasponu od 0,1 do 1,0
g/L. U ispitivanom podruéju metoda je bila linearna (koeficijent korelacije, R? = 0,9999).
Ponovljivost metode, izrazena kao relativna standardna devijacija (RSD) bila je ispod 2,5%, a
srednja preciznost izrazena kao relativna standardna devijacija (RSD) iznosila je manje od
3%. Granica dokazivanja bila je 0,01 g/L, a granica odredivanja 0,03 g/L $§to pokazuje da je
metoda osjetljiva za odredivanje koncentracije limunske kiseline u vo¢nim sokovima.
Koncentracija limunske kiseline u Sest komercijalno pribavljenih vo¢nih sokova bila je u
rasponu od 1,42 g/L (uzorak 1) do 4,42 g/L (uzorak 4). Izmjerene koncentracije u devet
uzoraka prirodnih voénih sokova iznosile su od 0 g/L (uzorak 1, 2, 4 i5) do 7,66 g/L (uzorak
6). Iz dobivenih rezultata moze se zakljuciti da je HPLC metoda brza, pouzdana i precizna za
odredivanje koncentracije limunske kiseline u uzorcima voénih sokova. Budu¢i da je u sedam
uzoraka, koncentracija limunske kiseline prelazila propisima dozvoljenu vrijednost, vazno je

pratiti njenu koncentraciju u svim prehrambenim proizvodima.
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Citric acid is used in the pharmaceutical and food industries as an antioxidant and acid
regulator, but at the higher concentrations can be harmful to human health. The concentration
of citric acid in samples of natural and commercially available fruit juices is determined in
this thesis. High performance liquid chromatography (HPLC, Knauer, Berlin, Germany) with
UV / Vis detector together with a reversed phase column (LiChrospher RP-18, 125 x 4.6 mm,
5 um Merck, Darmstadt, Germany) was used for the determination of citric acid. The mobile
phase was 50 mM phosphate buffer (pH = 2.8) with a flow rate of 0.5 mL/min, and the
detector wavelength was adjusted to 214 nm. The method was tested with standard citric acid
solutions in a concentration range of 0.1 to 1.0 g/L. In the study area, the method was linear
(correlation coefficient, R? = 0.9999). The repeatability of the method, expressed as relative
standard deviation (RSD) was below 2.5%, and the intermediate precision expressed as
relative standard deviation (RSD) was less than 3%.The limit of detection was 0.01 g/L and
the limit of quantification was 0.03 g/L indicating that the method is sensitive to the
determination of citric acid concentration in fruit juices. The citric acid concentration in the
six commercially obtained fruit juices ranged from 1.42 g/L (sample 1) to 4.42 g/L (sample
4). The measured concentrations in nine samples of natural fruit juices ranged from 0 g/L
(sample 1, 2, 4 and 5) to 7.66 g/L (sample 6). From the obtained results, it can be concluded
that the HPLC method is fast, reliable and accurate for the determination of citric acid
concentration in fruit juice samples. Considering that the concentration of citric acid in seven
samples exceeded the regulatory limit, it is important to monitor its concentration in all food

products.
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