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Izvod 
Cilj ovog rada bio je da se uporede tri različite metode određivanja i tri vrste reagenasa za
ekstrakciju L-askorbinske kiseline. Voće (kivi, limun, narandža i grejpfrut) kupljeno je na lo-
kalnom tržištu. Askorbinska kiselina u ova četiri uzorka određena je trima različitim meto-
dama, AOAC, HPLC metod sa tri različite vrste reagenasa za ekstrakciju i kolorimetrijska
metoda uz upotrebu askorbat-oksidaze. Rezultati su statistički obrađeni. Statistička analiza 
pokazala je da postoji značajna razika između rezultata za sve tri metode ekstrakcije kod
svih uzoraka. Diskriminativna i analiza HPLC određivanja pokazala je da postoji jasna razlika
i definisane granice između rezultata u odnosu na metod ekstrakcije. 
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Askorbinska kiselina (vitamin C) prirodni je antiok-
sidans prisutan u voću i povrću. Koristi se kao aditiv u 
industriji voćnih sokova, džemova, mlečnih i mesnih 
proizvoda itd., i odobren je od strane Evropske komi-
sije. Vitamin C je naširoko poznat po svojoj važnoj ulozi 
u biohemijskim procesima, kao što su sinteza kolagena, 
apsorpcija gvožđa, kao i njegovo učešće u transmisiji 
neurona i u imunom odgovoru organizma. Biološki ak-
tivan izomer askorbinske kiseline (vitamin C, AA) jeste 
L-askorbinska kiselina, a vodi se diskusija oko aktivnosti 
L-dehidroaskorbinske kiseline [1,2]. D-askorbinska kise-
lina (izoaskorbinska kiselina, eritorbinska kiselina, iso-
AA) legalno je korišćen antioksidativni prehrambeni 
aditiv, ali on sadrži svega 5% od antiskorbutnog dejstva 
L-askorbinske kiseline (AA) [3]. AA brzo oksiduje u de-
hidroaskorbinski kiselinu (DHA), oblik sa dodatne dve 
hidroksilne grupe u svojoj strukturi. Reakcija oksidacije 
može biti ubrzana izloženošću višim temperaturama, 
visokoj pH vrednosti, svetlosti, zatim u prisustvu kiseo-
nika ili metala i dejstvom enzima. Ova reakcija se odvija 
reverzibilno i prvi je korak tokom antioksidativne aktiv-
nosti AA. Daljom oksidacijom nastaje diketoglukulonska 
kiselina (DKG) koja više nema biološku funkciju i reak-
cija je nepovratna [2,4]. Askorbinska kiselina je svepri-
sutna komponenta u zelenim delovima biljaka, izuzev u 
semenkama, i lako je ishranom postići dovoljan unos 
ovog vitamina na dnevnom nivou. Relativno visoke 
vrednosti askorbinske kiseline su nađene u jagodama, 
citrusima, raznom povrću, ali dostupnost vitamina u 
ovim namirnicama zavisi od mnogih faktora [5]. S ob-
zirom na to da ljudi ne mogu da sintetišu askorbat, 
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njihovi osnovni izvori vitamina C su voće i povrće. 
Tačno određivanje nutrijenata u voću i povrću je od izu-
zetne važnosti za razumevanje odnosa između dnevnog 
unosa hrane i ljudskog zdravlja. Nekoliko tehnika se 
koristi za analizu askorbinske kiseline u hrani uključu-
jući spektrofotometriju, potenciometriju, spektrofluori-
metriju i hromatografiju − kojoj se daje prednost zbog 
jednostavnosti, brzine izvođenja i osetljivosti [6]. U od-
ređivanju askorbinske kiseline koriste se i metode titri-
metrije [7,8], spektrofotometrije [9] i elektrohemijske 
metode. Mnoge od ovih metoda mogu dati veće rezul-
tate u prisustvu oksidujućih komponenata koje nisu as-
korbinska kiselina ili je isključena mogućnost merenja 
dehidroaskorbinske kiseline tokom metode. Tako npr. 
AOAC procedura gde se titiriše sa 2,6-dihlorfenolindo-
fenolom u kiseloj sredini nije adekvatna metoda za sve 
matrikse. Supstance prirodno prisutne u voću kao što 
su tanini, sulfhidrilna jedinjenja i metali bakar, gvožđe, i 
kobalt mogu biti oksidovani tokom određivanja [10]. 
Neki autori potvrđuju dobro slaganje HPLC rezultata i 
enzimatskih određivanja sadržaja vitamina C [11,12]. 
Enzimatska procedura koja koristi askorbat oksidazu je 
visoko specifična metoda za askorbinsku kiselinu. Tako, 
određivanje vitamina C pre i nakon askorbat oksidaze 
uz korišćenje formazan metode obezbeđuje odgovara-
juće rezultate sadržaja vitamina C [11]. 

Uopšteno govoreći, najpoželjnije metode analize su 
one koje se zasnivaju na primeni HPLC analize, jer 
obezbeđuju veću slektivnost nego spektrofotometrija, 
titracija ili enzimatski metod. Osim toga, pri HPLC ana-
lizi nije neophodna derivatizacija [13]. Da bi se obezbe-
dila efektivnost HPLC analize, vrlo je važno odabrati 
adekvatan način ekstrakcije pošto AA veoma lako oksi-
duje u baznim uslovima. Metafosforna kiselina omogu-
ćava efikasniju ekstrakciju AA time što sprečava njenu 
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oksidaciju [14,15] u odnosu na druge kiseline za eks-
trakciju [16]. 

U ovom radu je prikazano poređenje tri metode od-
ređivanja L-askorbinske kiseline u 4 uzorka voća. To su 
metode AOAC, zatim kolorimetrijska metoda i HPLC 
analiza sa tri različite metode ekstrakcije. Uzorci su 
ekstrahovani 3% metafosfornom kiselinom u 8% sirćet-
noj kiselini, destilovanom vodom, i kalijum-hidrogen-fo-
sfatnim puferom. Rastvor metafosforne kiseline u sir-
ćetnoj je standardni reagens za ekstrakciju kod AOAC 
metode. Drugi reagens za ekstrakciju je destilovana 
voda takođe korišćena tokom HPLC analiza [11,17,18]. 
Kalijum hidrogen fosfatni pufer je korišćenu ovom radu 
kao reagens za ektrakciju za HPLC određivanje zbog 
analogije sa kolorimetrijskim određivanjem [19]. 

EKSPERIMENTALNI DEO 

L(+)-Askorbinska kiselina za pripremu standarda je 
nabavljena od proizvođača J.T. Baker (Holandija). Amo-
nijum-acetat je od proizvođača Kemika, Zagreb, meta-
fosforna kiselina od proizvođača Riedel-deltaen (Ger-
many), glacijalna sićetna od proizvođača Zorka (Šabac, 
Srbija), 2,6 dihlorfenolindofenol od proizvođača Merck 
(Germany). Voće (kivi, limun, narandža i grejpfrut) po-
tiče sa lokalnog tržišta. Voće je oljušteno i jestivi deo je 
usitnjen u blenderu. Od toga je po 10 g usitnjenog voća 
preneto u sud od 100 ml i svaki sud je dopunjen do crte 
sa po jednim od tri rastvora za ekstrakciju, i to destilo-
vanom vodom (E1), kalijum-dihidrogen-fosfatom (E2) i 
3% metafosfornom u 8% sirćetnoj kiselini (E3). Nakon 
filtriranja uzorci su dalje analizirani. Merenja su kod ko-
lorimetrijske metode i HPLC određivanja ponavljana 3 
puta zbog pretpostavke da ove metode imaju dobru 
selektivnost i preciznost, nasuprot titrimetriji u AOAC 
metodi gde je rađeno 5 ponavljanja zbog subjektivnosti 
same metode. 

Hromatografsko određivanje 

Analiza se odvija izokratski sa UV-vidljivom detek-
cijom na sistemu Agilent 1100, USA sa Diode Array de-
tektorom (DAD) i injektorom od 20 µl. Razdvajanje se 
izvodi na koloni GROM_SIL 120 ODS-5 ST (5 µm, 150×4 
mm) sa 100 mM amonijum-acetatom kao mobilnom fa-
zom uz protok od 0,4 ml/min. Temperatura kolone je 
37 °C, a talasna dužina detekcije je 254 nm [20]. Ras-
trvori standarda kao i ekstrakti si filtrirani kroz 0,45 µm 
membranski filter pre injektiovanja. Dobijeni pikovi AA 
su poređeni sa komercijalnim standardima i njihovim 
retencionim vremenima. Hromatografska merenja su 
ponavljana tri puta. 

AOAC methoda 

Sadržaj L-askorbinske kiseline u četiri uzorka voća 
određivan je i AOAC metodom [7]. Odmeren uzorak je 
rastvoren u 3% metafosfornoj u 8% sirćetnoj kiselini, 

zatim profiltriran i alikvot filtrata je titrisan 2,6 dihlorfe-
nolindofenolom do postizanja ružičaste boje postojane 
najmanje 5 s. Indofenolni rastvor je standardizovan 
rastvorom L-askorbinske kiseline poznate koncentracije 
neposredno pre određivanja. Sva merenja su ponav-
ljana pet puta. 

Kolorimetrijska metoda 

Sadržaj askorbinske kiseline je određivan i kolori-
metrijskom metodom (Myozime, Germany) [19]. L-As-
korbinska kiselina redukuje tetrazolijum so MTT (3-(4,5- 
-dimethilthiazolil)-2,2-difeniltetrazolijum-bromid) u pri-
sustvu nosača elektrona PMS (5-methilfenazinijum-me-
tasulfat) na pH 3,5 u formazan (MTT-formazan). U prvoj 
reakciji i AA i druge redukujuće supstance su merene. 
Te druge redukujuće supstance se mere kasnije dodat-
kom enzima askorbat oksidaze čime se dobija slepa 
proba. Količina MTT-formazana se određuje spektrofo-
tometrijski na 578 nm. Razlika između absorbance 
uzorka i slepe probe steihijometrijski odgovara količini 
L-askorbinske kiseline u uzorku. Granica detekcije je 
0,175 mg/l.  

REZULTATI I DISKUSIJA 

Rezultati određivanja sadržaja L-askorbinske kiseline 
u voću dobijeni trima metodama su statistički obrađeni 
i podeljeni u tri celine. Celinu C1 čine HPLC rezultati, 
celina C2 su rezultati dobijeni AOAC metodom, a celinu 
C3 predstavljaju rezultati dobijeni kolorimetrijskom 
metodom. Statističkom evaluacijom dobijeni su sledeći 
parametri: srednja vrednost, standardna devijacija, ko-
eficijenti varijacije, intervali poverenja i mere asimetrije 
(Skjunis). Urađena je i diskriminativna analiza. 

U tabeli 1 prikazani su rezultati određivanja sadržaja 
L-askorbinske kiseline i statistički parametri za uzorak 
kivi. 

Koeficijent varijacije (KV) ukazuje na homogenost 
uzorka kivi. Kod kolorimetrijske metode za kivi homo-
genost uzorka je najveća, tj. koeficijent varijacije je naj-
niži (KV) i iznosi 0,57, a najmanje je homogen uzorak 
kivija ekstrahovan metafosfornom u sirćetnoj kiselini 
KV = 5,37. Povećane vrednosti Skjunisa (sk) ukazuju da 
je raspodela negativno asimetrična. Na osnovu toga 
može se zaključiti da kriva raspodele rezultata naginje 
ka višim vrednostima, odnosno da ima više viših vred-
nosti u odnosu na normalnu raspodelu, kod rezultata 
određenih kolorimetrijskom metodom (0,29), i meto-
dom HPLC E1 (0,14). Snižene vrednosti Skjunisa (sk) 
ukazuju da je raspodela pozitivno asimetrična. Na os-
novu toga može se zaključiti da kriva raspodele rezul-
tata naginje ka nižim vrednostima, odnosno da ima više 
nižih vrednosti u odnosu na normalnu raspodelu, kod 
rezultata određenih metodama HPLC E2 (–0,29) i HPLC 
E3 (–0,25).  
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Povećana vrednost Skjunisa za uzorak narandže (sk, 
tabela 2) nađena je kod HPLC E3 (0,57). Na osnovu toga 
može se zaključiti da kriva raspodele rezultata naginje 
ka višim vrednostima, odnosno da ima više viših vred-
nosti u odnosu na normalnu raspodelu, Snižene vred-
nosti Skjunisa (sk) jesu kod HPLC E2, AOAC, i rezultata 
kolorimetrijske metode, odnosno ima više nižih vred-
nosti u odnosu na normalnu raspodelu kod ovih odre-
đivanja. Homogenost uzorka je najveća kod rezultata 
dobijenih AOAC metodom, tj. koeficijent varijacije je 
najniži (0,47), a najmanje homogen je uzorak narandže 
ekstrahovan u destilovanoj vodi (KV = 1,83).  

Koeficijent varijacije je najviši, odnosno homoge-
nost uzorka najmanja kod rezultata za uzorak limuna 
dobijenih kolorimetrijskom metodom (2,19, tabela 3). 
Najveću homogenost pokazuje uzorak limuna određen 
HPLC metodom, ekstrahovan u puferu KH2PO4 (1,54). 
Povišene vrednosti Skjunisa (sk) ukazuju da je raspo-
dela rezultata negativno asimetrična. Na osnovu toga 
može se zaključiti da kriva raspodele rezultata sadržaja 
L-askorbinske kiseline u limunu naginje ka višim vred-

nostima, odnosno da ima više viših vrednosti u odnosu 
na normalnu raspodelu, kod rezultata određenih meto-
dama HPLC E1, HPLC E3 i AOAC. Snižene vrednosti Skju-
nisa (sk) ukazuju da je raspodela pozitivno asimetrična. 
Na osnovu toga može se zaključiti da kriva raspodele 
rezultata određenih metodom HPLC E2 naginje ka nižim 
vrednostima, odnosno da ima više nižih vrednosti u od-
nosu na normalnu raspodelu.  

Povišene vrednosti Skjunisa (sk) ukazuju da je kod 
rezultata sadržaja L-askorbinske kiseline u grejpfrutu 
dobijenih svim metodama osim AOAC metode, raspo-
dela negativno asimetrična (tabela 4). Na osnovu toga 
može se zaključiti da kriva raspodele rezultata naginje 
ka višim vrednostima, odnosno da ima više viših vred-
nosti u odnosu na normalnu raspodelu. Koeficijent vari-
jacije je najviši kod uzorka grejpfruta analiziranog HPLC 
metodom, ekstrahovanog metafosfornom kiselinom u 
sirćetnoj kiselini (12,45), tj. homogenost uzorka je naj-
manja. Najveću homogenost uzorka grejpfruta poka-
zuju rezultati dobijeni kolorimetrijskom metodom (0,32). 

 

Tabela 1. Sadržaj L-askorbinske kiseline (mg/100 g) i statistički parametri za uzorak kivi
Table 1. Average values of L-ascorbic content (mg/100 g) and statistical parameters for kiwi 

Metoda 
Srednja 

vrednost 
Standardna 
devijacija 

Koeficijent 
varijacije 

Interval poverenja Skjunis 

HPLC ekstrakcija destilovanom vodom 53,31 1,69 3,16 52,01 54,61 0,14 

HPLC ekstrakcija sa KH2PO4 56,09 1,53 2,72 54,92 57,27 –0,29 

HPLC ekstrakcija 3% metafosfornom kiselinom 
u 8% sirćetnoj kiselini 

82,41 4,43 5,37 79,00 85,81 –0,25 

AOAC 45,03 1,19 2,63 43,56 46,50 0,00 

Kolorimetrijska metoda 39,49 0,57 1,43 38,10 40,89 0,29 

       

Tabela 2. Sadržaj L-askorbinske kiseline (mg/100 g) i statistički parametri za uzorak narandža
Table 2. Average values of L-ascorbic content (mg/100 g) and statistical parameters for orange 

Metoda 
Srednja 

vrednost 
Standardna 
devijacija 

Koeficijent 
varijacije 

Interval 
poverenja 

Skjunis 

HPLC ekstrakcija destilovanom vodom 53,20 1,83 3,44 51,79 54,61 0,01 

HPLC ekstrakcija sa KH2PO4 55,97 1,52 2,71 54,81 57,14 –0,06 

HPLC ekstrakcija 3% metafosfornom kiselinom 
u 8% sirćetnoj kiselini 

92,51 1,82 1,97 91,11 93,91 0,57 

AOAC 66,01 0,47 0,72 65,42 66,60 –0,40 

Kolorimetrijska metoda 64,80 0,63 0,97 63,26 66,34 –0,29 

Tabela 3. Sadržaj L-askorbinske kiseline (mg/100 g) i statistički parametri za uzorak  limun 
Table 3. Average values of L-ascorbic content (mg/100 g) and statistical parameters for lemon 

Metoda 
Srednja 

vrednost 
Standardna 
devijacija 

Koeficijent 
varijacije 

Interval 
poverenja 

Skjunis 

HPLC ekstrakcija destilovanom vodom 61,28 1,30 2,12 60,28 62,28 0,58 

HPLC ekstrakcija sa KH2PO4 67,12 1,03 1,54 66,32 67,91 –0,09 

HPLC ekstrakcija 3% metafosfornom kiselinom 
u 8% sirćetnoj kiselini 

76,43 1,56 2,04 75,23 77,62 0,44 

AOAC 55,39 1,19 2,16 53,90 56,87 1,28 

Kolorimetrijska metoda 51,55 1,13 2,19 48,76 54,34 0,09 
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Kod svih uzoraka voća, sadržaj L-askorbinske kise-
line je najviši određen metodom HPLC nakon ekstrak-
cije u rastvoru metafosforne kiseline u sirćetnoj kiselini, 
u odnosu na druge reagense za ekstrakciju, te se može 
zaključiti da je vitamin C dobro očuvan u rastvoru me-
tafosforne kiseline što je u skladu sa navodima drugih 
autora [14–16]. 

Kolorimetrijskom metodom sa enzimom dobijene 
su niže vrednosti sadržaja L-askorbinske kiseline nego 
kod HPLC metode kod svih uzoraka što je u skladu sa 
literaturnim podacima da enzimatska metoda daje u 
proseku 63% od vrednosti rezultata HPLC metode 
[12,21]. Metodom AOAC dobijeni su nešto niži rezultati 
sadržaja L-askorbinske kiseline od rezultata dobijenih 
HPLC metodom.  

Na slikama 1 i 2 prikazani su hromatogrami za stan-
dard L-askorbinske kiseline i za uzorak limuna ekstraho-
vanog u kalijum-dihidrogen-fosfatnom puferu, KH2PO4. 

Uticaj načina ekstrakcije na dobijene rezultate sadr-
žaja L-askorbinske kiseline metodom HPLC i značajnost 
razlike rezultata po uzorku prikazan je u tabeli 5. 

Tabela 5. Koeficijent diskriminacije između uzoraka u odnosu 
na metod ekstrakcije tokom HPLC određivanja L-askorbinske 
kiseline 
Table 5. The coefficient of discrimination between samples in 
relation to the method of extraction during the HPLC 
determination of L-ascorbic acid 

HPLC ekstrakcija Koeficijent diskriminacije 

KH2PO4 puferskim rastvorom 304,789 

3% rastvorom metafosforne 
kiseline u 8% sirćetnoj kiselini 

109,396 

Destilovanom vodom 61,573 

Diskriminativna analiza HPLC određivanja pokazuje 
da postoji razlika i jasno definisana granica između re-

Tabela 4. Sadržaj L-askorbinske kiseline (mg/100 g) i statistički parametri za uzorak grejpfrut
Table 4. Average values of L-ascorbic content (mg/100 g) and statistical parameters for grapefruit 

Metoda 
Srednja 

vrednost 
Standardna 
devijacija 

Koeficijent 
varijacije 

Interval poverenja Skjunis 

HPLC ekstrakcija destilovanom vodom 42,68 0,46 1,09 42,33 43,04 0,39 

HPLC ekstrakcija sa KH2PO4 43,69 1,51 3,46 42,53 44,85 0,32 

HPLC ekstrakcija 3% metafosfornom kiselinom 
u 8% sirćetnoj kiselini 

47,30 5,89 12,45 42,77 51,82 0,70 

AOAC 44,56 1,53 3,44 42,65 46,46 –0,26 

Kolorimetrijska metoda 35,99 0,32 0,89 35,20 36,77 0,46 

       

 

Slika 1. Hromatogram standardnog rastvora L-askorbinske kiseline c = 100 μg/ml. 
Figure 1. Chromatogram of L-ascorbic acid standard solution100 μg/ml.
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zultata sadržaja L-askorbinske kiseline u uzorcima. U ta-
beli 5 prikazani su koeficijenti diskriminacije. Rezultati 
pokazuju da je najveći doprinos diskriminaciji između 
različitih uzoraka (odnosno da je razlika najveća) kod 
rezultata određenih HPLC E2 metodom dobijenih nakon 
ekstrakcije fosfatnim puferom (304,789). 

ZAKLJUČAK 

Rezultati sadržaja L-askorbinske kiseline u četiri vrste 
voća određeni HPLC metodom sa tri načina ekstrakcije 
se statistički značajno razlikuju. Diskriminativna analiza 
pokazuje da najveći doprinos diskriminaciji daju rezul-
tati HPLC određivanja nakon ekstrakcije fosfatnim pufe-
rom (304,789), zatim nakon ekstrakcije metafosforne 
kiseline u sirćetnoj (109,573) i vodene ekstrakcije 
(61,573). 

Kolorimetrijskom metodom sa enzimom dobijaju se 
niže vrednosti sadržaja L-askorbinske kiseline nego kod 
HPLC metode kod svih uzoraka voća. 

Kod svih uzoraka voća sadržaj L-askorbinske kiseline 
je najveći dobijen metodom HPLC nakon ekstrakcije u 
metafosfornoj u sirćetnoj kiselini, u odnosu na druge 
reagense za ekstrakciju, te se može zaključiti da je vita-
min C dobro očuvan u rastvoru metafosforne kiseline u 
sirćetnoj kiselini. 
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SUMMARY 

THE COMPARISON OF TECHNIQUES AND METHODS FOR L-ASCORBIC ACID DETERMINATION IN THE FRUITS 

Biljana R. Cvetković1, Radomir V. Malbaša2, Eva S. Lončar2, Zvonko B. Nježić1, Olivera Šimurina, Bojana Filipčev, 
Aleksandra Tepić2 

1University of Novi Sad, Institute of Food Technology, Novi Sad, Serbia 
2University of Novi Sad, Faculty of Technology, Novi Sad, Serbia 

(Professional paper) 

Vitamin C is an essential vitamin for human nutrition; with the L-ascorbic acid 
(AA) being the active form of vitamin C. Hence, determination of the L-ascorbic 
acid in the natural and processed foods is very important. In the past plenty of
methods based on the reversible redox reaction of AA oxidation/DHA reduction
were developed. Because of L-ascorbic acid instability in aqueous solutions, it is
useful to analyze various types of extraction. The aim of this study is to compare
three different methods and three different extractants for the L-ascorbic acid 
determination. Fruits (kiwi, lemon, orange, and grapefruit) were purchased from a
local market. The L-ascorbic acid in these four samples was determined by the
three different methods: the AOAC, the HPLC method with three different types
of extractions, and the colorimetric method using ascorbate-oxidase. For the HPLC 
measurements, one part of the fruits was extracted with distilled water, the se-
cond with potassium hydrogen phosphate, and the third with 3% meta-phospho-
ric acid (MPA) in 8% acetic acid. The HPLC measurements of each sample were
repeated three times, the AOAC titration was repeated five times, and in the colo-
rimetric method three measurements were performed. The results were statis-
tically evaluated related to sample basis. Statistical analysis shows that there is a
significant difference between the results for all three methods of extraction for
all samples, except for the grapefruit sample where no significant difference was
observed between the results obtained after the buffer extraction (E2) and the
metaphosphoric acid in acetic acid extraction (E3). Discriminative analysis for the
HPLC determinations proves that there is a clear difference and defined border
between the samples in relation to the methods of extraction during the HPLC
determination. 

  Keywords: L-Ascorbic acid • Determina-
tion methods • Fruits 
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