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Izvod: Tehnikom visokoefikasne te¢ne hromatografije odredivan je sadrzaj juglona
(5-hidroxi-1,4-naftohinona) u uzorcima mladog oraha razliitih sorti i razliite zrelosti berbi
2005. i 2006. godine. Pored toga odredena je anatioksidativna aktivnost metanolnih ekstrakata
uzoraka plodova. Koncentracije juglona se nalaze u opsegu 0,03-0,24 % za berbu 2005. 1 0,03-
0,08 % za berbu 2006. Svi uzorci su pokazali znacajnu antioksidativnu aktivnost.

Kljucne redi: Antioksidativna aktivnost, Juglans regia, juglon, vreme berbe.

Uvod

Fenolna jedinjenja su velika, heterogena grupa sekundarnih metabolita koja
je Siroko rasprostranjena u biljnom carstvu, Strube i sar., 1993. Biljni fenoli
pokazuju raznovrsnost struktura i dele se u vise grupa: flavonoidi, antocijanini, tanini,
hinoni, fenolne kiseline, itd. U obi¢nom orahu (Juglans regia), naftohinoni i
flavonoidi predstavljaju glavna fenolna jedinjenja, Jay-Allemand i Drouet, 1989.
Najznacajniji predstavnik grupe naftohinona je juglon (5-hidroxi-1,4-naftohinon) koji
je u dosadasnjim ispitivanjima izolovan iz svezih listova, Girzu i sar., 1998, Wichtl i
Anton, 1999, Amaral i sar., 2004, ljuski, Lee i Campbel, 1969, Borazjani i sar.,
1985, Binder i sar., 1989, Mahoney i sar., 2004, Stampar i sar., 2006, 1 unutra$nje

J. Sci. Agric. Research/Arh. poljopr. nauke 68, 241 (2007/1), 59-68 59



Milovan Velickovic i sar. Optimalno vreme berbe zelenog oraha na osnovu sadrzaja juglona

kore korena oraha, Hedin i sar., 1979. 1z svezih listova oraha su takode izolovane
razlicite hidroksicimetne kiseline (3-kafeoilkininska, 3-p- i 4-p- koumaroil kininska),
flavonoidi (kvercetin 3-galaktozid, kvercetin 3-arabinozid, kvercetin 3-ksilozid,
kvercetin 3-ramnozid), kao i hlorogenska kiselina, Claudot i sar., 1997. U zelenim
ljuskama, pored juglona izolovane su takode hidroksicimetne kiseline (hlorogenska,
kafeiCna, ferulinska i sinapinska), hidroksibenzoeve kiseline (galna, elagna,
protokatehi¢na, vanilinska 1 siringinska kiselina), i flavonoidi (katehin, epikatehin i
miricetin), Stampar i sar., 20006, i glukozida juglona (hidrojuglon 3-D-glukopiranozid),
Claudot i sar., 1997.

Fenolna jedinjenja iz plodova oraha pokazuju pozitivan efekat na ¢ovekovo
zdravlje umanjujuéi rizik koronarnih bolesti, deluju¢i preventivno na neke vrsta
kancera, a takode pokazuju antiinflamatornu i antimutagenu aktivnost, Anderson i
sar., 2001. Pored toga, neka ispitivanja su pokazala da je orah jedan od najbogatijih
izvora antioksidanata, Halvorsen i sar., 2002. Pored antimikrobnog delovanja za
juglon je pokazana i antikancerogena aktivnost, Sugie i sar., 1998. Plodovi mladog
oraha se u tradicionalnoj narodnoj medicini koriste za proizvodnju zdravog
alkoholnog pica - likera, koji je veoma bogat fenolnim jedinjenjima i vitaminima.

Sadrzaj juglona u mladim plodovima oraha pokazuje sezonsku varijabilnost
pa su neka ispitivanja pokazala da je najveca koncentracija juglona u junu (2200
mg/100 g suve tezine sorta Franquette), kao i da je sadrzaj juglona zavisi od sorte
oraha (1404 mg/100 g suve tezine sorta Elit takode junska berba), Stampar i sar.,
2006. Ispitivanja, Prasad i Giilz, 1990, su pokazala da je juglon koncentrisan u
epikutikularnom vosku mladog oraha sa u¢es¢em od 29,8%.

Cilj ovog rada je bio da se odredi optimalno vreme berbe zelenog oraha na
osnovu kvantitativnog sadrzaj juglona u mladim plodovima za potrebe
oplemenjivanja voénih rakija. Takode je namera bila da se odredi antioksidativna
aktivnost ukupnog metanolnog ekstrakta mladih oraha.

Materijal i metode

Ekstrakcija. - Uzorci mladih oraha su usitnjeni nozevima u mlinu i zatim
ekstrahovani sa po 10 ml metanola. Ekstrakcija je vrSena u toku jednog sata
ozvuCivanjem na ultrazvuénom kupatilu. Nakon cedenja metanolni ekstrakti su
upareni do suva. Koli¢ina ekstrakta u pojedinim uzorcima data je u Tabeli 1.

Analiticke metode. - [zolovanje i preciscavanje juglona. - Izolovanje
juglona iz uzorka mladih oraha je vrSeno ekstrakcijom sa metilen hloridom uz
ozvuCivanje na ultrazvu¢nom kupatilu. Nakon ekstrakcije, ekstrakt je uparen i
ispitivan NMR tehnikom. Dobijeni ekstrakt je dalje preciS¢en na koloni od silika
gela uz eluiranje smeSom metilen hlorida i metanola u odnosu 95 :5. Ovako dobijen
juglon je koris¢en kao standard za kvantitativana odredivanja. Juglon je okarakterisan
tehnikom 'H i "C NMR tehnikom, a odgovarajuéi spektri (‘"H i °C NMR) su
prikazani na Slikama 11 2.
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Slika 1. "H NMR spektar juglona - 'H NMR spectrumof juglon

Slika 2. C NMR spektar juglona - >C NMR spectrumof juglon
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Sadrzaj juglona je odredivan na te¢nom hromatografu Agilent 1100 uz
detekciju DAD detektorom na tri talasne duzine (A;,3= 251, 346,427 nm). Eluiranje
je vrSeno sa smeSom acetonitril i 0,5% fosforne kiseline. Sadrzaj mobilne faze je
vremenski programiran (Tabela 1).

Tabela 1. Sadzaj mobilne faze u toku hromatografije
The Content of the Mobile Phase during Chromatography

t (min) 0,5% H;PO, MeCN
0 80 20
20 80 20
40 60 40
41 40 60
51 40 60
60 0 100

Razdvajanje je vrSeno na koloni LiChrospher 100 RP-18 (250 x 4mm, 511
uz protok mobilne faze od 1ml/min. Kvantifikacija je vrSena eksternom kalibracijom.
Kalibraciona kriva je konstruisana na osnovu odnosa povrsina i razlicitih
koncentaracija juglona: 0,2; 0.4; 0,6; 0,8 i 1,0 mg/ml (Slika 3).
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Slika 3. Kalibraciona kriva standardne serije juglona -
Calbiration curve of the junglone standard series

Juglon je identifikovan na osnovu retencionog vremena (39,4 min) i UV
spektra (Slika 4).

Rezultati sadrzaja juglona u uzorcima mladih oraha iz berbe 2005. dati su u
Tabeli 2, a primer te¢nog hromatograma za uzorak G139/3 prikazan je na Slici 6.
Sadrzaj vitamina C je odreden na aparatu Merck RQFLEX, a rezultati su takode dati
u u Ttabeli 2.
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DAD1 A, Sig=251,4 Ref=600,100 (C:\DOCUME~1\USERIMY DOCU~1\IVAN\POSAO\ORAH\HPLCIJ02MGML.D)
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Slika 4. HPLC hromatogram standardnog rastvora juglona 0,2 mg/ml
HPLC chromatogram of juglone standard solution (0.2 mg mi’")
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Slika 5. UV spektar juglona - UV spectrum of juglone

DAD1 A, Sig=251,4 Ref=600, 100 (C:\DOCUME~1\USER\MY DOCU~1\IVAN\POSAO\ORAH\HPLC\G1393.D)
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Slika 6. Primer tecnog hromatograma uzorka G139/3
Model of liquid chromatogram of the sample G139/3

U plodovima oraha sadrzaj jugona je najveci, kada je masa tih plodova
izmedu 4,5 16,5 grama. Zato bi bilo neracionalno brati zeleni orah za oplemenjivanje
vo¢nih rakija pre kraja maja i pocetka juna, osim sorte Sejnovo, €iji plodovi visok
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sadrZaj juglona iskazuju i pri masi od 3,0 grama (berba 20.05).

Odredivanje antioksidativne aktivnosti ekstrakata putem ABTS®". - U
200u] metanolnog rastvora uzorka je dodato 1800 ul metanolnog rastvora radikal
katjona 2,2-azino-bis(3-etilbenztiazolin-6-sulfatne kiseline), (ABTS*"). Na UV
spektrofotometru je praceno smanjenje apsorbance na A=734 nm tokom 5 min.
Negativna kontrola (bez smanjenja apsorbance) je sadrzavala Cist metanol umesto
rastvora uzorka. Procenat inhibicije je raCunat pomoc¢u formule:

I=[(Ac-As)/Ac]x100

gde je Ac absorbanca kontrole, a As absorbanca uzorka nakon 5 min nakon pocetka
reakcije. Na osnovu grafika zavisnosti procenta inhibicije od koncetracije (Slika 6),
nakon linearne regresione analize izracunate su ECS50 vrednosti (koncentracija
uzorka koja 50% inhibira ABTS®").
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Slika 6. Linearna regresiona analiza - Linear regression analysis

Tabela 3. Antioksidativna aktivnost (EC50 ug/ml) - Antioxidant Activity (EC50 ug ml”)

Uzorak - Sample Datum berbe - Harvesting date EC50, pg/ml
Sejnovo 10.05 4,76
Sejnovo 20.05 947
Sejnovo 01.06. 12,64

G139 10.05. 4,84
G139 20.05. 7,18
G139 01.06. 9,67
G251 10.05. 452
G251 20.05. 5,89
G251 01.06. 6,45
Vitamin C / 2,19
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Rezultati ovih analiza prikazani su u Tabeli 3.
Na osnovu dobijenih retultata, primetno je da sa porastom plodova oraha
raste 1 njihova antioksidativna vrednost.

Zakljucak

Za potrebe oplemenjivanja vocnih rakija optimalno vreme berbe mladog
(zelenog) oraha je kraj maja - pocetak juna, kada masa plodova iznosi izmedu 4,5 i
6,5 grama. U ovo fazi zeleni orah sadrZi najvece koli¢ine juglona i pokazuje najvecu
antioksidativnu aktivnost.
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Summary

Fruits from three walnut cultivars were picked in three terms with the aim to
determine the optimal harvesting time of green walnut fruits for the improvement
fruit brandies. Quantity of juglone and its antioxidant activity was determined in the
picked fruits.

Juglone quantity was the highest in fruits weighing between 4.5 g and 6.5 g
(harvesting time around June 1), and varied from 209.60 mg up to 735.00 mg in the
cultivar Sheinovo, from 388.50 mg up to 418.60 mg in the cultivar Geisenheim 139
and from 325.50 mg up to 499.40 mg in the cultivar Geisenheim 251, in a sample of
100 fruits. In this phase, walnut fruits had the highest antioxidant activity, too.
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