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Influence of different polar solvents on contents of total phenols
in wood extracts
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Izviecek: V prispevku smo ovrednotili vpliv treh razlicno polarnih organskih topil na ekstrakcijo fenolnih snovi iz lesa. Les bu-
kve (Fagus sylvatica L.) in smreke (Picea abies) smo pod enakimi pogoji ekstrahiraliz 80 % metanolno, etanolno in acetonsko
vodno raztopino. Primernost topil smo ocenili s spektrofotometricno analizo vsebnosti celokupnih fenolov po Folin-Ciocal-
teu metodi. Rezultati analize kaZejo, da sta za ekstrakcijo fenolnih spojin iz bukovine in smrekovih gr¢ izmed uporabljenih
topil najbolj primerni vodni raztopini metanola in acetona, pri cemer pa je izbira topila za ekstrakcijo lesnih tkiv odvisna
predvsem od raziskovalnih ciljev.

Kljucne besede: ekstrakcija, celokupni fenoli, Folin-Ciocalteu reagent, metanol, etanol, aceton, les, bukev, smreka

Abstract: Effect of three variously polar solvents on extraction yield of phenolic compounds from wood was investigated.
Wood ofbeech (Fagus sylvatica) and Norway spruce (Picea abies) was extracted by 80 % solution of methanol, ethanol and
acetone in water and suitability of solvents assessed by spectrophotometric characterization of content of total phenols by
Folin-Ciocalteu method. Results show that water solution of methanol and acetone are in general more suitable for extrac-
tion of phenolic compounds from wood of beech and spruce than ethanol, whereas the choice of the extraction solvent
depend on the aim ofthe research.
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UVOD IN POSTAVITEV PROBLEMA

Lesni ekstraktivi

komponente, narave snovi in velikosti delcev materiala, ki
ga imamo namen ekstrahirati (Peklar, 2009). Kadar govori-

predstavljajo obsezno in heterogeno . .. T .
mo o ekstrakciji lesa, imamo vedinoma v mislih ekstrakcijo

skupino spojin, ki jih je mogoc¢e odstraniti iz lesa z organ-
skimi nepolarnimi in polarnimi topili ter vodo (Fengel in
Wegener, 1984; Kai, 1991; Willfor in sod., 2006). Ekstrakcija
je postopek, s katerim z ustreznim topilom odstranjuje-
mo topne komponente iz trdnih ali tekocih snovi oziro-
ma zmesi. Sestoji iz dveh zaporednih operacij, pri cemer
s prvo zagotovimo stik topila s snovjo, v drugi pa obe fazi
lo¢imo. Izbira nacina ekstrakcije ter pogojev, pri katerih
bo potekala, je odvisna od deleza in porazdelitve topne

trdno-tekoce, torej komponente ekstrahiramo iz trdnega
homogeniziranega vzorca. Za ekstrakcijo se danes upora-
bljajo Stevilna topila v razli¢nih kombinacijah (kloroform/
etil acetat, etanol/kloroform/etil acetat, kloroform/etil
acetat/metanol ali etanol/vodal/etil acetat/butanol), kar
je kljuénega pomena za nadaljnje analize (Willfér in sod.,
2003b; Xue in sod., 2004; Yang in sod., 2005a; Yang in sod.,
2005b; Zule, 2008). Ekstrakt, pridobljen z dolo€enim topi-
lom, po svoji kvalitativni sestavi ni primerljiv z ekstraktom,

*

mladi raziskovalec, univ. dipl. inz. les., Univerza v Ljubljani, Biotehnidka fakulteta,
Oddelek za lesarstvo, Jamnikarjeva 101, SI-1000 Ljubljana,

e-posta: viljem.ve k@bf.uni-Ij .si

**izr. prof. dr., Univerza v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Oddelek za lesarstvo,

Jamnikarjeva 101, SI-1000 Ljubljana, e-posta: primoz.oven@bf.uni-Ij.si

les 63(2011) &. 5

pridobljenim z drugimi topili.

Ker so lahko ekstraktivi bolj ali manj polarni, jih lahko na
osnovi topnosti v razliénih topilih razdelimo na dve skupini,
hidrofilne in lipofilne. Hidrofilni ekstraktivi so topni v vodi
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in ostalih polarnih topilih, lipofilni pa so topni v nepolarnih
organskih topilih, kot so npr. cikloheksan, toluen, pentan,
petroleter ali diklorometan (Willfér in sod., 2006). Lipofilni
ekstraktivi, ki se v lesu najpogosteje pojavljajo kot alifatske
spojine, so npr. voski, mas¢obe, mas¢obni alkoholi, mascob-
ne kisline ali terpeni in pigmenti. Te snovi lahko negativho
vplivajo na sam postopek analize (zamasitev kolon) spojin
polifenolnega znacaja (Slanina in Glatz, 2004). Znano je,
da se npr. pri ekstrakciji lesa z acetonom, poleg dolo¢enih
fenolov in fenilnih glikozidov, odstranijo tudi smolne kom-
ponente lesa ter nekateri ogljikovi hidrati (Holmbom, 1999;
Willfér in sod., 2006). Posledica omenjenih interakcij je lah-
ko formacija kompleksov, ki so lahko netopni v izbranem
topilu. Zaradi tega je priporoéljivo, da se vse nezazelene
"ne-fenolne" komponente odstrani s predhodno oziroma
nadaljnjo ekstrakcijo z nepolarnim topilom (Fengel in We-
gener, 1984; Naczk in Shahidi, 2007; Willfor in sod., 2006).

Fenolni ekstrakti, pridobljeni iz rastlinskih tkiv, predstavlja-
jo raznoliko meSanico fenolnih spojin, topnih v izbranem
topilu. Topila, ki se najpogosteje uporabljajo za ekstrakci-
jo fenolov iz rastlinskih tkiv, torej tudi iz lesa, so metanol,
aceton, etanol, propanol, etil acetat ter razlicne zmesi topil.
Omenjenim topilom se pogosto doda tudi dolo¢en delez
vode. Ta izboljSa penetracijo samega topila ter omogo¢i ek-
strakcijo bolj polarnih komponent, kot so npr. fenolni gliko-
zidi (Willfoér in sod., 2006). Tako se npr. za ekstrakcijo taninov,
najpogosteje uporablja voda, 50 % metanol (aq) in 50 %
- 70 % aceton (ag) (Hagerman, 1988; Mueller-Harvey, 2001).

Z namenom povecanja ekstrakcijske uc¢inkovitosti se po-
larnim topilom pogosto dodaja 0,1 % - 3 % kisline (HCI,
HCOOH ali CH3;COOH, v/v). Nakisana polarna topila se
uporablja predvsem za ucinkovito ekstrakcijo taninov
in antocianinov (Hagerman, 1988). Pri ekstrakciji slednjih
topilo s kislinskim dodatkom unici celicno membrano ter
isto¢asno raztopi antocianine in jih stabilizira (Naczk in
Shahidi, 2007; Vermerris in Nicholson, 2006).

Ker se fenolne snovi med ekstrakcijo iz lesnega matriksa
ne smejo kemijsko spremeniti, so nacin vzoréenja, shra-
njevanja in predhodne obdelave kljuénega pomena (Na-
czk in Shahidi, 2007; Willfér in sod., 2006; Zule, 2008; Zule
in sod., 2003). Na donos ekstrakcije seveda vpliva tudi ¢as
le-te, pri ¢emer lahko ekstrakcija poteka od 1 minute do
24 ur. Pri ¢asovno daljSih ekstrakcijah se pove¢a moznost
oksidacije fenolnih spojin, ¢emur pa se lahko izognemo
z uporabo antioksidativnih reagentov, kot je npr. BHT
(2,6-Di-tert-butil-4-metilfenol). Na koli¢ino ekstrahiranih
snovi mo¢no vpliva tudi razmerje vzorec/topilo (R), torej
razmerje med zatehto in topilom (Naczk in Shahidi, 2007).
Naczk je s sodelavci (1992) dokazal, da npr. sprememba
razmerja R iz 1:;5 na 1:10 izboljSa ekstrakcijo kondenziranih
taninov iz oljne ogrséice (Brassica napus L.).

S pri¢ujocim prispevkom smo Zeleli preveriti, katero od to-
pil, ki se najpogosteje uporabljajo za ekstrakcijo rastlinskih
tkiv, torej metanola, etanola in acetona, je najprimernej$e
za ekstrakcijo polifenolov iz lesa debla in gré. Primernost
topil smo ocenili na podlagi rezultatov spektrofotometric-
ne analize deleza celokupnih fenolov [mg/L] po Folin-Ci-
ocalteu metodi.

MATERIAL IN METODA

V preliminarno raziskavo smo vkljucili material, ki smo ga
pridobili pri poseku mehansko poskodovane bukve (Fa-
gussylvatica L.) v primestnem gozdu Roznik v Ljubljani. 1z
debla posekanega drevesa smo izzagali kolut, ga prenesli
v delavnico Oddelka za lesarstvo in ga shranili v zamrzo-
valni skrinji do nadaljnje obdelave.

Na osnovi rastnih posebnosti smo oznacili bodoce vzorce
na kolutu in jih izzagali. Iz koluta smo odvzeli po en vzo-
rec zdrave beljave (B), reakcijske cone (RC), rdecega srca
(RS) in poranitvenega lesa (PL). Dimenzije vzorcev so bile
40 mm X 40 mm x 50 mm, pri éemer je bila velikost vzor-
cev RC in PL prilagojena velikosti in obliki tkiv. V analizo
smo vkljuéili tudi eno smrekovo gréo (Gr¢a), saj je dokaza-
no, da imajo grée velik polifenolni potencial (Ekman, 1976;
Willfér in sod., 2003a; Willfor in sod., 2004a; Willfér in sod.,
2004b). Centralni del gr¢ iglavcev oziroma smrekovih gré
naj bi namre¢ vseboval 10-100 krat vecjo koncentracijo
fenolov kot jedrovina (Zule, 2008). Se veé, delez lignanov
naj bi bil v smrekovi gréi (Picea abies) kar 6 % - 24 % (w/w)
(Willfor in sod., 2003a; Willfér in sod., 2004a). Dimenzije
oziroma premer grce je znaSal 32 mm.

Tako pripravljene vzorce smo s pomocjo traéne zage in
dleta predelali v iveri, te pa smo nato postavili v lo€ene in
ustrezno oznacéene petrijevke terjih posusili do zraéno su-
hega stanja. lveri posameznih kategorij lesa debla in grée
smo homogenizirali na rotacijskem mlinu Retsch ZM200,
za kar smo uporabili 0,5 mm sito.

Sledila je ekstrakcija fenolnih spojin z 80 % metanolom
(aq), 80 % etanolom (aq) in 80 % acetonom (aq), pri Cemer
je bilo razmerje vzorec/topilo (R) 110 (w/v). Ob stalnem
mes$anju na veEmestnem magnetnem mesSalu (slika 1)
smo vzorce pri sobni temperaturi ekstrahirali 6 ur (Albert
in sod., 2003). Ekstrakte smo prefiltrirali (Whatman GF/C)
in jih do pri€etka analiz hranili pri 4 °C. Vsa tri topila so bila
kupljena pri Sigma-Aldrich.

Ekstraktom smo nato spektrofotometricno dologili delez
celokupnih fenolov po Folin-Ciocalteu metodi (Scalbert
in sod., 1989; Singleton in Rossi, 1965), ki smo jo natanc-
neje opisali v Vek in sod. (2010). Metanolnim, etanolnim in
acetonskim ekstraktom smo dodali Folin-Ciocalteu barv-
ni reagent (aq) ter po 30 sekundah Se vodno raztopino
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Slika 1. Hladna ekstrakcija lesa z ve€mestnim mag-
netnim mesalom (foto: V. Vek)

natrijevega karbonata. Sledila je 2-urna inkubacija vzorcev
pri 22 °C (Scalbert in sod., 1989; Singleton in Rossi, 1965).

Absorbance vzorcev smo pomerili pri 765 nm z UV-VIS
spektrofotometrom Perkin-Elmer Lambda 2 (slika 2).

Delez celokupnih fenolov v metanolnih, etanolnih oziroma
acetonskih ekstraktih lesa bukve ter smrekove grée smo do-
lo€ili na osnovi absorbanc Azs s pomoc¢jo enacbe regresij-
ske premice umeritvene krivulje za galno kislino. Vsebnost
celokupnih fenolov v ekstraktih smo torej predstavili v ekvi-
valentih masnih koncentracij galne kisline [mg/L].

REZULTATI IN RAZPRAVA

Delezi celokupnih fenolov v metanolnih, etanolnih in
acetonskih ekstraktih razli¢nih tipov lesnih tkiv bukve ter

Slika 2. Vstavljanje vzorca v merilno celico UV-VIS
spektrofotometra (foto: V. Vek).
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smrekove grée so predstavljeni na sliki 3.

Primerjava delezev celokupnih fenolov [mg/L] med ek-
strakti, pridobljenih z razliénimi topili, torej metanolom,
etanolom oziroma acetonom kaze, da so bili ti v metanol-
nih in acetonskih ekstraktih visji kot v etanolnih ekstraktih.
Aceton se je izkazal kot najuginkovitejSe topilo fenolnih
komponent v primeru beljave, rde€ega srca in poranitve-
nega lesa, medtem ko pa seje z njim iz reakcijske cone in
grce izpralo najmanj fenolov. Kot ucinkovito topilo se je iz-
kazal tudi metanol, pri ¢emer je bila metanolna ekstrakci-
ja najucinkovitejSa pri vzorcih reakcijske cone in smrekove
grée, dokaj visoke deleze celokupnih fenolov pa smo do-
logili tudi v metanolnih ekstraktih beljave, rdecega srca in
poranitvenega lesa. Kot najmanj ucinkovito topilo je bil v
nasem primeru etanol, saj smo v etanolnih ekstraktih be-
ljave, rdeCega srca in poranitvenega lesa dolocili najnizjo
koncentracijo celokupnih fenolov. Kljub temu pa smo z
etanolom iz reakcijske cone odstranili vecji delez fenolnih
spojin kot smo jih z acetonom.

Rezultati preliminarne analize kazejo, da sta za ekstrakcijo
fenolnih spojin iz bukovine in smrekovih gré¢ izmed upo-
rabljenih topil najbolj primerni vodni raztopini metanola
in acetona. Metanol se najpogosteje uporablja za ekstrak-
cijo fenolnih snovi iz razliénih rastlinskih tkiv, tudi iz lesa
(Hafizoglu in Holmbom, 1995; Mammela, 2001; Naczk in
Shahidi, 2007; Smith, 1997; Vermerris in Nicholson, 2006).
Za ekstrakcijo lesnih tkiv se seveda uporablja tudi etanol
(Ahajji in sod., 2009; Shortle, 1990; Smith, 1997; Zule, 2008)
in vzadnjem Casu vse pogosteje aceton (Holmbom, 1999;
Thurbide in Hughes, 2000; Willfér in sod., 2005a; Willfor in
sod., 2007; Willfér in sod., 2004b; Willfér in sod., 2006; Will-
for in sod., 2005b). Scalbert na primer navaja, da je vodna
raztopina acetona najprimernej$e topilo za ekstrakcijo ta-

80 % metanol {aq) = 80% etanol (aq) ® 80 % aceton (aq)

Masna koncentracija y [mg/L)
w N w oA @0 3 3
c 888888

RC
RS
PL '

Vzorec
Slika 3. Koncentracije celokupnih fenolov v ekstrak-
tih lesa bukve (B = beljava, RC = reakcijska cona, RS
= rdece srce, PL = poranitveni les) oziroma smre-
kove grée (Grca).
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ninov, medtem ko lahko pri ekstrakciji z metanolom pride
do cepitve galoil etrskih vezi v galotaninih, kar lahko mo¢-
no zaplete nadaljnjo analizo ekstraktov (Scalbert, 1992).

Za konec zelimo poudariti, da je izbira topila za ekstrakcijo
lesnih tkiv odvisna predvsem od raziskovalnih ciljev, torej
katero skupino nestrukturnih snovi lesa Zelimo raziskovati
(lipofilnih, hidrofilnih), kateri razred (npr. fenolnih) snovi
nas zanima in tudi kak$ni bodo nadaljnji analitski in sepa-
racijski postopki v raziskavi.

V prihodnje nameravamo primerjati ucinkovitost ekstrak-
cije pri razliénih ekstrakcijskih pogojih kot so razliéna hi-
trost cirkuliranja topila, trajanje, temperatura ekstrakcije in
razlicne koncentracije topil.
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