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ODREDIVANJE UKUPNIH POLIFENOLA U PLODU CRNOG
ORAHA (JUGLANS NIGRA L.)

Katarina Rajkovic¢', Marijana Stojanovic®, Brankica Pokic®

Apstrakt

Cilj ovog rada bio je odredivanje ukupnog ekstrakta i sadrzaja ukupnih
polifenola u petroletarskim i etanolnim ekstraktima od zelene ljuske i ploda
crnog oraha. Petroletarski ekstrakti dobijeni su ultrazvucnom ekstrakcijom,
dok su etanolni ektrakti dobijeni refluks ekstrakcijom. Prinos ukupnog
ekstrakta bio je u opsegu od 1,36 do 1,72%. U petroletarskim ekstraktima
nije detektovano prisustvo polifenola. Sadrzaj ukupnih polifenola u
etanolnim ekstraktima zelene ljuske ploda crnog oraha bio je u opsegu od
2,46 do 2,21 mgHK/ml. Odredivanje ukupnog sadrzaja polifenola pokazuje
da je plod crnog oraha bogat izvor polifenolnih jedinjenja i moze se koristiti
kao prirodni izvor antiokisidanata.

Kljucne reci: crni orah, ekstrakt, antioksidans.
Uvod

Orah pripada familiji Juglandaceae, a rodu Juglans L. Rod Juglans L.
obuhvata sedam wvrsta oraha i to: domaci orah (Juglans regia L.)-
najrasprostranjenija vrsta oraha; crni ili americ¢ki orah (Juglans nigra L.) i
putar orah (Juglans cinerea L.) poreklom su iz Amerike; japanski orah
(Juglans sieboldiana Maxim.) poreklom je iz Japana, mandzurijski orah
(Juglans mandshurica Maxim.) gaji se u Moskvi i Lenjingradu; kalifornijski
orah (Juglans Californica Watson) i Juglans rupestris Eugelnaian koji su
poreklom iz jugozapadnog dela Severne Amerike (Kora¢ i sar., 1998;
Stancevi¢ i Bugar¢i¢, 2001).

Crni orah ili isto¢no americki orah (Juglans nigra L.) je vrsta oraha iz
porodice Juglandaceae. Crni orah je poreklom iz istocnog dela Amerike,
gde se i danas ¢esto gaji i najbolje raste na dubokim, plodnim, dobro
dreniranim, gotovo neutralnim zemljistima (Sorokopudov i sar., 2015). Crni
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orah (Juglans nigra L.) je jednodomno listopadno drvo visine do 50m.
Krosnja je jajasta do okrugla. Listovi su aromatiéni i perasto rasporedeni.
Cvetovi su jednopolni, muski u pazusnim resama, a zenski dva do pet na
vrhu ovogodisnjih izdanaka. Plod je lazna kostunica (orah) okruzena
mesnatim perigonom. Plodovi crnog oraha nisu jestivi. Crni orah se ¢esto
koristi u industriji, medutim, pored svoje ekonomske vrednosti, crni orah se
koristi i u narodnoj medicini (Sorokopudov i sar., 2015).

Mnoge komponente crnog oraha pokazuju antioksidativni potencijal,
ukljucujuci stablo, list, ljusku, plod i koru. Za razliku od jezgra, ljuske oraha
retko se komercijalno koriste i ¢esto odbacuju. Zbog visokog sadrzaja
fenolnih jedinjenja, ljuske obecavaju antioksidativni potencijal i moguénost
valorizacije. Zato je predmet ovog istrazivanja bio odredivanje ukupnog
ekstrakta i sadrzaja ukupnih polifenola zelene ljuske i ploda crnog oraha u
petroletarskim i etanolnim ekstraktima.

Eksperimentalni deo
Uzorak ploda crnog oraha

Plod crnog oraha sa zelenom ljuskom (Juglans nigra L.) prikupljeni su
tokom jeseni na lokalitetu Aleksinac (geografske koordinate 43° 32°'11"N/,
21° 42" 11'B), u jugoistocnom delu Srbije. Zelena ljuska ploda i orasasti
plodovi su osuseni i samleveni neposredno pre ekstrakcije. Samlevene
Cestice imale su prose¢nu veli¢inu oko 0,75 mm.

Petroletarski ekstrakti

Ultrazvucna ekstrakcija izvrSena je pomocu ultrazvucéne kade (Sonic, Nis,
Srbija). Temperatura u ultrazvuénoj kadi odrzavana je konstantnom pomocu
termostata. U ultrazvuénoj kadi nalazio se erlenmejer sa samlevenim
uzorcima crnog oraha pomesanim sa petrolterom u odnosu 1:1.

Ekstrakcija potpomognuta ultrazvukom trajala je 80 min na 40 °C. Nakon
80 min, suspenzija biljnih cestica i rastvaraca ohladena je do sobne
temperature, zatim filtrirana pod vakuumom da bi se odvojio te¢ni ekstrakt
od ¢vrstog ostatka.

Etanolni ekstrakti

Ultrazvucna ekstrakcija izvsena je pomocu refluks aparature. U
ekstrakcionom balonu samleveni su uzorci crnog oraha pomesanim sa 70%
etanolom u odnosu 1:4. Ekstrakcija je izvsena na temperaturi kljucanja
rastvaraca U toku 4h.

Nakon 4h, suspenzija biljnih Cestica i rastvaraca je ohladena do sobne
temperature, zatim filtrirana pod vakuumom da bi se odvojio te¢ni ekstrakt
od ¢vrstog ostatka. Na slici 8. prikazani su etanolni ekstrakti zelene ljuske i
ploda crnog oraha.
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Odredivanje ukupnog ekstrakta

Petroletarski i alkoholni ekstrakti upareni su pod vakuumom dok nije
dobijen polucvrst ostatak, koji je zatim susen do konstantne mase na 60°C.
Suvi ostatak predstavlja ukupan ekstrakt (rezinoid).

U prethodno osusen i izmeren metalni sud sa staklenim $tapi¢em i 10g do
15g izarenog peska, izmereno je 2ml ekstrakta sa tacnos¢u od 0,001g.
Ekstrakt je susen dva ¢asa U susnici na temperaturi od 60°C. Posle toga, sud
se poklopi, izvadi iz suSnice, ohladi u eksikatoru i izmeri. On se ponovo
unosi u susnicu i susi jedan ¢as, a zatim se na isti nacin izvadi, ohladi u
eksikatoru i izmeri. SuSenje se ponavlja, dok se razlika rezultata dva
uzastopna merenja ne menja.

Koli¢ina ukupnog ekstrakta u procentima (m) izra¢unava se prema sledec¢oj
jednacini:
m
m(%) =100x—
m

2

gde je m; ostatak posle susenja u gramima, m, odmerena koli¢ina ekstrakta
u gramima.

Odredivanje sadrzaja ukupnih polifenola

Za kolorimetrijsko odredivanje ukupnog sadrzaja polifenola primenjena je
metoda sa Folin Ciocalteu reagensom (Simi¢ i sar., 2016).

Kalibraciona kriva za odredivanje polifenola

Napravljene su smese serije standardnih rastvora hlorogene kiseline, Folin
Ciocalteu reagensa (1 x 10° dm™®) i vodenog rastvora Na,CO; (0.8 x 107
dm?, 7,5 %). U smesama standardnih rastvora izmerena je absorbanca na
kolorimetru, koristeéi zuti filter, radi konstruisanja kalibracione krive.

Slika 1. Kalibraciona kriva standardnih rastvora hlorogene kiseline.
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Na osnovu konstruisane kalibracione krive (slika 1), dobijena je jednacina
prave koja povezuje izmerenu absorbanciju i koncentraciju hlorogene
kiseline u standardnim rastvorima:

Absorbanca =0,493-C + 0,064

hlor .kis

gde je Cgane ruseine KONcentracija galne kiseline izrazena u mg hlorogene
kiseline u 1 ml.

Odredivanje sadrzaja ukupnih polifenola u ekstraktima

Napravljena je sme$a analiziranih ekstrakata (20 x 10° dm®), Folin
Ciocalteu reagensa (1 x 10 dm™®), vodenog rastvora Na,CO3 (0.8 x 10 dm’
% 7.5%) i 10 x 10 dm™ destilovane vode. Smese su inkubirane na sobnoj
temperaturi na tamnom mestu. Nakon inkubacije od 30 minuta, absorbanca
reakcionih smesa merena je na kolorimetru koriste¢i zuti filter. Sva merenja
ponovljena su paralelno po dva puta.

Rezultati i diskusija

Ekstrakti od ljuske i ploda crnog oraha dobijeni su primenom razli¢itih
tehnika ekstrakcije i razli¢itih rastvaraca. Petroletarski ekstrakti dobijeni su
ultrazvuénom ekstrakcijom pri odnosu biljnog materijala i rastvaraca u
odnosu 1:1 (tabela 1). Etanolni ekstrakti dobijeni su refluks ekstrakcijom pri
odnosu biljnog materijala i rastvarac¢a u odnosu 1:4 (tabela 1).

Tabela 1. Ekstrakti crnog oraha i uslovi ekstrakcije.

Odnos biljnog

Ekstrakt B'Ijr.].' Rastvarac materijala Tehn'kf"‘.
materijal y ekstrakcije
rastvaraca
Petroletar 1:1 Ultrazvucéna
Zelene Zelene 70%
ljuske ljuske 1:4 Refluks
etanola
. . Petroletar 1:1 Ultrazvucéna
Plod Orasasti 70%
deo ploda 1:4 Refluks
etanola
lzvor: Autori

Rezultati odredivanja ukupnog ekstrakta u ekstraktima crnog oraha
prikazani su na slici 2. Dobijeni rezultati pokazuju da etanolni ekstrakti
dobijeni refluks ekstrakcijom imaju znatno veéi ukupan ekstrakt od
petroletarskih ekstrakata dobijenih ultrazvu¢no ekstrakcijom. To znaci da se
ve¢i prinos ekstrakcije postize etanolnim rastvaraem nego petroletrom.
Razlika u ukupnoj koli¢ini ekstrakta posledica je razli¢ite rastvorljivosti
ekstrahovanih materija u razli¢itim rastvara¢ima. Vrsta i polarnost
ekstrakcionog rastvaraa znacajni su parametri koji uticu na izolovanje
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ukupnog ekstrakta iz biljnog materijala (Simi¢ i sar., 2016; Cosmulescu i
sar., 2011).

Slika 2. Ukupni ekstrakt u ekstraktima ljuske i ploda crnog oraha.
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Biljni materijali sadraze znatno vise materija koje se rastvaraju u polarnim
ratsvaraima nego U nepolarnim rastvaradima. Zato se polarnim
rastvaratem, kao Sto je etanol, ekstrahuje znatno vise ekstrakata nego
nepolarnim rastvaratem, kao S$to je petroletar. Takode, na$i rezultati
pokazuju da su oba ekstrakta zelene ljuske crnog oraha bogatiji ukupnim
ekstraktom u odnosu na ekstrakte ploda.

Slika 3. Sadrzaj ukupnih polifenola u ekstraktima ljuske i ploda crnog oraha.
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Rezultati odredivanja sadrzaja ukupnih polifenola u ekstraktima crnog oraha
prikazani su na slici 3. Dobijeni rezultati pokazuju da petroletarski ekstrakti,
dobijeni ultrazvu¢nom ekstrakcijom, ne sadrze polifenolna jedinjenja.

66



Polifenolna jedinjenja rastvaraju se u polarnim rastvara¢ima i zato ih nije
moguce ekstrahovati nepolarnim rastvaracem kao sto je petroletar. Takode,
dobijeni dijagram (slika 3) pokazuje da ekstrakt zelene ljuske sadrzi vise
ukupnih polifenola u odnosu na ekstrakt ploda. Dobijeni veéi prinos
polifenola u ekstraktu zelene ljuske, posledica je veceg sadrzaja fenolnih
jedinjenja u zelenoj ljusci ploda nego u samom plodu.

Rezultati ovog istrazivanja, kao i predhodna istrazivanja, istiCu znacaj
smeSe vode i etanola (50-70%) kao pogodnog rastvaraca za ekstrakciju
polifenola iz biljnog materijala (Nour i sar., 2016; Vieira i sar., 2017).
Prinos ukupnih polifenola iz ljuske i ploda crnog oraha pokazuje da je plod
sa zelenom ljuskom crnog oraha bogat izvor polifenolnih supstanci koje
predstavljaju jedinjenja koja imaju antiokisdatovni potencijal. U ovom radu
pokazano je da su plod i ljuska crnog oraha bogati izvori polifenolnih
jedinjenjenja i mogu se koristiti kao prirodni izvor antioksidanata.

Polifenolna jedinjenja predstavljaju najvecu grupu supstanci koje se nalaze
u biljnim ekstraktima. Bioloska aktivnost polifenola izrazena je
antioksidativnim svojstvima koja su povezana sa njihovom sposobnoscu da
eliminisu slobodne radikale.

Zakljucak

Ekstrakti ljuske i ploda crnog oraha dobijeni su razlic¢itim tehnikama
ekstrakcije i primenom razli¢itih rastvara¢a. U pripremljenim ekstraktima
od zelene ljuske i ploda crnog oraha odreden je ukupan ekstrakt i ukupan
sadrzaj polifenola.

Koli¢ina ukupnog ekstrakta odredena je metodom susenja i prinos ekstrakta
bio je u opsegu od 1,36 do 1,72%. Koli¢ina ukupnih polifenola u
ekstraktima crnog oraha odredena je metodom Folin-Ciocalteuovim
fenolnim reagensom. Sadrzaj ukupnih polifenola u etanolnom ekstraktu
zelene ljuske iznosio je 2,46 mgHK/ml, a u etanolnom ekstraktu ploda
iznosio je 2,21 mgHK/ml.

Ovim eksperimentom utvrdeno je da 70% vol. ekstrakt zelene ljuske crnog
oraha sadrzi vise ukupnih polifenola u odnosu na ostale ekstrakte. Sadrzaj
ukupnih polifenola u ekstraktima znacajno se razlikuje zavisno od vrste
rastvaraca. U petroletarskim ekstraktima nije pronadeno prisustvo
polifenola zbog njihove nerastorljivost u nepolarni rastvaracima.
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DETERMINING TOTAL AMOUNT OF POLYPHENOLS IN
BLACK WALNUT FRUIT (JUGLANS NIGRAL.)

Katarina Rajkovi¢', Marijana Stojanovié?, Brankica Pokic®

Abstract

The aim of this paper was to determine a total amount of extract and
polyphenols in the petroleum and ethanol extracts of black walnut green
shells and fruit. Petroleum extracts were obtained by ultrasonic extraction,
while ethanolic extracts were obtained by reflux extraction. The yield of the
total extract was in range from 1.36 to 1.72%. The presence of polyphenol
was not detected in the petroleum extracts. The content of total polyphenols
in the ethanol extracts of black walnut fruit ranged from 2.46 to 2.21
mgHC/ml. Determining the total polyphenol content shows that the black
walnut fruit is a rich source of polyphenolic compounds and can be used as
a natural source of antioxidants.

Keywords: black walnut, extract, antioxidant
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