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IZVLECEK

Raziskali smo vsebnost in sestavo ekstraktivov v lesnih tkivih in skorji robinije (Robinia pseudoacacia L.). Vzorce njenega lesa
in skorje smo ekstrahirali v aparatu Soxhlet z acetonom. Acetonske ekstrakte smo preiskali gravimetri¢no in s tem izmerili
vsebnost celokupnih hidrofilnih ekstraktivov. Z UV-Vis spektrofotometrom smo kolorimetri¢no izmerili vsebnost celokupnih
fenolov. Ekstrakte lesa in skorje robinije smo nato detajlno preiskali s sistemom za tekocinsko kromatografijo visoke locljivosti
(HPLC). S to tehniko smo v ekstraktih identificirali in kvantitativno ovrednotili dihidrorobinetin. Najvecje vsebnosti celoku-
pnih hidrofilnih ekstraktivov, totalnih fenolov in dihidrorobinetina smo izmerili v vzorcih jedrovine. Znacilno manj ekstrak-
tivov je bilo v vzorcih beljave in skorje. Aksialne variabilnosti v vsebnosti topnih komponent za les in skorjo robinije nismo
dognali. Ugotovili smo, da je jedrovina robinije bogat vir fenolnih ekstraktivov.

Kljuéne besede: robinija, ekstraktivi, HPLC, dragocene spojine, biorafinarije

ABSTRACT

The content and composition of extractives in the wood and bark tissue of black locust (Robinia pseudoacacia L.) were inves-
tigated. Wood and bark samples were extracted using a Soxhlet apparatus with acetone. The extracts were gravimetrically
examined to measure total hydrophilic extractive content. Total phenolic content was measured colorimetrically with a UV-Vis
spectrophotometer. The wood and bark extracts were further investigated using high-pressure liquid chromatography (HPLC)
to identify and quantify dihydrorobinetin in the extracts. The contents of total hydrophilic extractives, total phenols and dihy-
drorobinetin were higher in heartwood than in the sapwood and bark. No relationship was found between the height at which
the samples were taken from the stem and the content of soluble components in the wood and bark. The heartwood of black
locust represents a rich potential source of phenolic extractives.
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1 UVOD

1 INTRODUCTION

Les in skorja sta tkivna polimerna kompozita, ki ju
v vecji meri sestavljajo celuloza, lignin in hemiceluloze.
Redna sestavina skorje je tudi suberin, ki pa se v lesu
pojavlja samo v travmatskih tkivih (Oven, 1998). Delez
strukturnih gradnikov je v lesu od 95 % do 98 % (Hol-
mbom, 2011). Poleg strukturnih gradnikov les in skor-
ja vsebujeta tudi nestrukturne komponente (Fengel in
Wegener, 1989; Holmbom, 2011), ki jih je moZno iz ra-
stlinskih tkiv pridobiti na razmeroma enostaven nacin,
s postopkom ekstrakcije, zato jih mnogokrat imenuje-
mo kar ekstraktivi. Ekstraktive lahko delimo na osnovi
topnosti v razli¢no polarnih topilih. Tako lo¢imo hidro-
filne ekstraktive, torej spojine, topne v polarnih topilih,

kot sta npr. voda ali aceton, ter na lipofilne ekstraktive,
ki so topni v nepolarnih organskih topilih, npr. v to-
luenu in n-heksanu (Willfér in sod., 2006; Jansson in
Nilvebrant, 2009; Vek in sod., 2017). Predstavniki lipo-
filnih ekstraktivov v ksilemskih in floemskih tkivih so
npr. nasicene in nenasicene mascobne kisline, triacil-
gliceroli, voski, steroli in terpenoidi (Holmbom, 1999;
Zule in Moze, 2003; Vek in sod., 2014). Hidrofilni eks-
traktivi pa so npr. lesni sladkorji (mono- in oligosaha-
ridi), fenolne kisline, flavonoidi, stilbeni, kinoni, lignani
in tanini (Willfoér in sod., 2004). Za ekstrakcijo lesa in
skorje lahko uporabljamo razli¢na topila, pri cemer pa
je izbira topila odvisna od ciljnih spojin, ki jih Zelimo
pridobiti z ekstrakcijo. V preteklosti se je za ekstrakci-
jo lesnih tkiv najvec uporabljal aceton, ki velja za izre-
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dno ucinkovito ekstrakcijsko topilo in zaradi tega tudi
za referenc¢no topilo (Holmbom, 1999; Willfér in sod.,
2006).

Vsebnost, sestava in deleZ ekstraktivov so v dreve-
su izredno variabilni in praviloma kaZejo na fiziolosSko
funkcijo drevesnih tkiv. Za vecino iglavcev in listavcev
je najvecji delez ekstraktivov znacilen za grce, sledi je-
drovina, najmanj pa jih je v beljavi (Kai, 1991; Yanchuk
in sod., 1988; Vek, 2013; Vek in sod., 2014). Vsebnost
ekstraktivov je nadalje odvisna od drevesne vrste, ge-
ografske lege, rasti$ca, klimatskih razmer, starosti dre-
vesa oziroma tkiv, letnega ¢asa ter stanja drevesa (Pan-
shin in De Zeeuw, 1980; Fengel in Wegener, 1989; Kai,
1991; Holl, 2000; Vek in sod., 2014). Izredno zanimiva
skupina ekstraktivov so polifenoli, ki imajo v lesu in
skorji predvsem zascitno in obrabno funkcijo (Oven in
sod., 2010; Vek in sod., 2013a), v izolirani obliki pa iz-
kazujejo Sirok spekter bioaktivnosti, saj delujejo fungi-
cidno in antibakterijsko, antioksidativno, protivnetno,
za nekatere spojine pa je dokazano, da zavirajo rast
tumornih celic (Dixon in sod., 2005; Valimaa in sod.,
2007; Plumed-Ferrer in sod., 2013; Tavéar Benkovi¢ in
sod., 2014). Ekstraktivi lesa in skorje pomembno vpli-
vajo na Stevilne lastnosti lesa, med drugim tudi na bar-
vo, higroskopnost, dimenzijsko stabilnost in naravno
odpornost (Rowe, 1989; Torelli in sod., 2006).

Drevesnih vrst z zelo odpornim oziroma naravno
obstojnim lesom je v Evropi relativno malo (Diinisch in
sod., 2010), mednje pa zagotovo sodi robinija (Robinia
pseudoacacia L.) (Magel in sod., 1991; Rademacher in
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sod., 2016). Po standardu EN 350-2 (1994) les robini-
tujerodna drevesna vrsta, ki dobro uspeva predvsem
na Madzarskem, Nemciji ter na Slovaskem in Poljskem
(Rademacher in sod., 2016; Vitkova in sod., 2017), pri
nas pa je najpogostejsa v sredozemskem in panonskem
svetu ter toplih predelih dinarskega sveta (Brus, 2005).

Visoko naravno odpornost lesa robinije literatura
pojasnjuje z vsebnostjo in bioaktivno funkcijo fenol-
nih ekstraktivov (Sergent in sod., 2014; Rademacher
in sod., 2016). Kot porocajo Magel in sod. (1994), so
glavne spojine v ekstraktih lesa robinije flavanonol
dihidrorobinetin, flavonol robinetin ter derivati hidro-
ksicimetne kisline (slika 1). V lesu robinije se flavo-
noidi pojavljajo vec¢inoma v prosti obliki, kot aglikoni.
Porocila stevilnih raziskovalnih skupin, tudi rezultati
naSih preliminarnih raziskav, kaZejo, da je dominantna
spojina ekstraktov lesa robinije dihidrorobinetin (Ma-
gelin sod., 1994; Vek in sod., 2019b). Les robinije poleg
omenjenih fenolov vsebuje tudi resveratrol in piceata-
nol (slika 1) (Sergent in sod., 2014), ki delujeta anti-
mikrobno (Piotrowska in sod., 2012; Plumed-Ferrer in
sod., 2013). Adultna jedrovina naj bi vsebovala ve¢ pi-
ceatanola, kot ga vsebujejo tkiva japonskega dresnika,
ki na splosno velja kot bogat vir stilbenov (Sergent in
sod., 2014).

Vsebnost in sestava ekstraktivov v lesu robinije iz
slovenskih rastis¢ doslej Se ni bila preiskovana, zato
smo v tej Studiji podrobno preucevali kemijsko sesta-
vo ekstraktov skorje in lesa robinije (Robinia pseudo-
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Slika 1: Kemijske strukture dihidrorobinetina (DHR), resve-
ratrola (Res), robinetina (Rob) in piceatanola (PT)

Fig. 1: Chemical structures of dihydrorobinetin (DHR), res-
veratrol (Res), robinetin (Rob) and piceatannol (PT)
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Slika 2: Shematski prikaz vzorcenja dreves robinije (Robinia
pseudoacacia L.) in priprave materiala za ekstrakcijo

Fig. 2: Schematic presentation of the sampling of black lo-
cust trees (Robinia pseudoacacia L.) and preparation of the
material for extraction

acacia L.) iz primestnega gozda Nove Gorice. Cilji nase
Studije so bili: (a) ekstrahirati les in skorjo robinije z
napravo Soxhlet, (b) gravimetricno ovrednotiti delez
celokupnih ekstraktivov, (c) izmeriti vsebnost celoku-
pnih fenolov ter (d) izmeriti vsebnost dihidrorobineti-
na v skorji in lesu.

2 MATERIAL IN METODE

2 MATERIAL AND METHODS

2.1 Material

2.1 Material

Raziskavo smo zasnovali na treh adultnih drevesih
robinije (Robinia pseudoacacia L.), ki smo jih pridobi-

Slika 3: Shema vzorcenja na kolutu debla navadne robinije
(Robinia pseudoacacia L.). Koluti so bili odvzeti na 3,3 m in
6,4 m. sw, beljava; hw, jedrovina, b, skorja.

Fig. 3: Scheme of sampling on a stem disc of black locust (Ro-
binia pseudoacacia L.). Discs were taken at 3.3 m and 6.4 m.
sw, sapwood; hw, heartwood; b, bark.
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li v primestnem gozdu Panovec pri Novi Gorici (Vek,
2017). Iz vsakega drevesa smo izzagali dva vzorc¢na
koluta, enega na viSinah 3,30 m, drugega pa na 6,40
m (slika 2). Kolute smo prepeljali na Oddelek za lesar-
stvo, presteli Stevilo branik in s tem ocenili starost ko-
lutov in jih nato zrac¢no posusili (slika 3).

Potem smo na vseh kolutih oznacili mesta odvzema
vzorcev. Iz vsakega koluta smo odvzeli en vzorec skor-
je (b), en vzorec beljave (sw) in ve¢ vzorcev jedrovine
(hw) v radialnem nizu v centripetalni smeri proti str-
Zenu. Vzorce lesa, ki smo jih dobili z razrezom kolutov,
smo susili prek no¢i pri 50 °C in jih nato dezintegrirali
z laboratorijskim rezalnim mlinom Retsch SM 2000. Pri
tem smo uporabili sito z odprtinami s premerom 1 mm.
Pomlete vzorce lesa smo nato hranili v zaprtih polipro-
pilenskih prahovkah v temnem in hladnem prostoru.

2.2 Ekstrakcija

2.2 Extraction

Prah lesa in skorje smo pred ekstrakcijo liofilizacij-
sko susili pri 0,045 mbar in -85 °C v liofilizatorju Christ

MT Vodni hladilnik
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Alpha 1-4 LD. Ekstrakcija vzorcev lesa je potekala v
aparatu Soxhlet (slika 4). Za ekstrakcijo skorje in lesa
robinije smo uporabili polarno topilo, meSanico aceto-
na in vode v volumskem razmerju 9:1 (v/v). V celulo-
zne tulce smo natehtali 2,5 g absolutno suhega vzorca
(dw). Ekstrakcija je potekala 6 ur pri temperaturi 110
°C. En masni delez vzorca smo ekstrahirali s stotimi
volumskimi deleZi topila, torej je bilo razmerje vzorec-
topilo 1:100 (w/v) (Vek in sod., 2019b).

2.3 Gravimetri¢na analiza celokupnih hidrofil-
nih ekstraktivov
Gravimetric analysis of total hydrophilic
extractives

2.3

Vsebnost oziroma delez celokupnih hidrofilnih ek-
straktov v ekstraktih navadne robinije (R. pseudoaca-
cia) smo dolocili gravimetri¢no. Topilo smo evaporirali
oziroma ekstrakt posusili do suhega ostanka. Vsebnost
celokupnih hidrofilnih ekstraktivov v vzorcih robinije
smo izrazili v deleZih in v miligramih glede na gram su-
hega lesa (%, mg/g dw) (Vek in sod., 2014).

Liofilizacijsko
posusen
ekstrakt

Slika 4: Shematski prikaz procesa ekstrakcije vzorcev robi-
nije (Robinia pseudoacacia L.) z aparatom Soxhlet

Fig. 4: Schematic presentation of the extraction process of
black locust samples (Robinia pseudoacacia L.) with a Soxhlet
apparatus

16



2.4 Spektrofotometri¢na analiza celokupnih
fenolov

2.4 Spectrophotometric analysis of total phenols

Vsebnost celokupnih fenolov v skorji in lesu robi-
nije (R. pseudoacacia) smo izmerili kolorimetri¢no s
Perkin Elmer spektrofotometrom Lambda (UV-Vis)
po metodologiji, ki je opisana v Vek in sod. (2013b).
Referenc¢na spojina je bila galna kislina. Ekstraktom
in raztopinam galne kisline smo dodali z vodo redce-
ni Folin-Ciocaltau fenolni reagent in vodno raztopino
natrijevega karbonata (7,5 g/1). Reakcijske zmesi smo
inkubirali 120 min ter jim nato izmerili absorbanco pri
valovni dolZini 765 nm. Semi-kvantitativno vrednote-
nje je potekalo z enac¢bo premice umeritvene krivulje,
ki smo jo definirali z merjenjem absorbanc vodnih raz-
topin galne kisline (GA) s koncentracijami od 1 mg/1 do
500 mg/l1. Linearnost modela za napovedovanje vseb-
nosti celokupnih fenolov smo potrdili s koeficientom
determinacije (R?), ki je bil > 0,99. Vsebnost celokupnih
fenolov v skorji in lesu smo izrazili kot miligramske ek-
vivalente galne kisline (GAE) na gram suhega lesa (mg
GAE/g dw) (Vek in sod., 2013b).

2.5 Kromatografska analiza vsebnosti dihidro-
robinetina
2.5 Chromatographic analysis of dihydrorobine-
tin
Natanc¢no kvalitativno in kvantitativno vrednotenje
ekstraktov skorje in lesa robinije (R. pseudoacacia) je
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potekalo na modularnem sistemu za tekocinsko Kkro-
matografijo visoke locljivosti (Accela HPLC, Thermo
Fischer Scientific) (slika 5). Topilo ekstraktov smo
uparili v vakuumski komori pri 10 kPa, suhe ekstrak-
te pa smo nato redcili z metanolom analitske Cistosti.
Ekstrakte skorje in lesa smo prefiltrirali skozi polia-
midne filtre (Chromafil, 0,22 um) v temne 1,5 ml vi-
ale. Kromatografska locba ekstraktivov je potekala na
Thermo Accucore oktadecilsilil (ODS) koloni, kolona
je bila termostatirana na 30 °C. Za mobilno fazo smo
uporabili metanol (topilo A) in vodo (topilo B), topili
sta vsebovali 0,1 % mravljin¢ne Kisline. Za lo¢bo dihi-
drorobinetina (DHR) smo uporabili 20-minutni gradi-
entod 5 do 95 % topila A, pri ¢emer je pretok mobilne
faze znaSal 1 ml/min. Dihidrorobinetin v ekstraktih
smo ugotavljali s fotodiodnim detektorjem (PDA) pri
280 nm, snemali smo tudi spekter v obmocju od 200
nm do 400 nm.

Identifikacijo vrhov smo opravili na osnovi primer-
jave retencijskih ¢asov in UV spektrov lo¢enih kom-
ponent s Casi in spektri raztopin kromatografskega
standarda, torej dihidrorobinetina v »HPLC« €istosti (=
95 %) (slika 1). Za kvalitativno vrednotenje ekstrak-
tov skorje in lesa smo uporabili tudi HPLC standard
za robinetin in piceatanol (Sigma Aldrich) (slika 1). Za
DHR smo napravili kalibracijo. Kvantitativna analiza je
temeljila na primerjavi povrsin vrhov locenega DHR v
ekstraktu s povrsinami vrhov razli¢no koncentrirane-
ga standarda DHR. Za dolo¢itev kalibracijske premice

Slika 5: Sistem Accela za tekoCinsko kromatografijo visoke
lo¢ljivosti (HPLC, Thermo Fischer Scientific) na Oddelku za
lesarstvo Biotehniske fakultete

Fig. 5: Accela system for high performance liquid chromatog-
raphy (HPLC, Thermo Fischer Scientific) at the Department
of Wood Science and Technology of the Biotechnical Faculty
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smo pripravili deset razlicno koncentriranih raztopin
DHR (hplc standard, 1-500 mg/g) in jih injicirali na
zanko sistema HPLC. Linearnost metode HPLC potrjuje
koeficient determinacije linearnega regresijskega mo-
dela, ki je vecji od 0,99 (R? = 0,99) (De Angelis in sod.,
2018; Poljansek in sod., 2019; Vek in sod., 2019b).

3 REZULTATI IN RAZPRAVA

3 RESULTS AND DISCUSSION

Z ekstrakcijo skorje in lesa navadne robinije (R. pse-
udoacacia) smo pridobili rjavo do temnorjavo obarva-
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ni ekstrakt (slika 4). Kolicine acetonskega ekstrakta
so bile relativno velike, saj smo iz 1 grama lesa (hw) v
povprecju pridobili 69,79 mg hidrofilnih ekstraktivov.
Ucinkovitost opravljene ekstrakcije nekako potrjujejo
tudi rezultati raziskave, s katero smo ugotovili, da je
vsaj 4-urna ekstrakcija (vsaj 18 ekstrakcijskih ciklov)
z acetonom v aparatu Soxhlet najprimernejsa konven-
cionalna metoda za ekstrakcijo lesa robinije (Vek in
sod., 2018; Vek in sod., 2019b). Rezultati kemijske raz-
iskave so pokazali, da smo z ekstrakcijo v aparatu Sox-
hlet iz lesa in skorje v povprecju pridobili 63,95 mg/g
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Slika 6: Vsebnost celokupnih ekstraktivov, celokupnih fe-
nolov in dihidrorobinetina v skorji, beljavi in jedrovini treh
vzor¢nih dreves navadne robinije (Robinia pseudoacacia L.)
iz primestnega gozda Panovec pri Novi Gorici. Rezultati so
prikazani za vzorce diskov, ki so bili odvzeti na dveh viSinah;
h=3,3min6,4m.

Fig. 6: Content of total extractives, total phenols and dihy-
drorobinetin in the bark, sapwood and heartwood of three
sampled black locust trees (Robinia pseudoacacia L.) from
the Panovec suburban forest near Nova Gorica. Results are
presented for the samples of discs which were taken at two
heights: 3.3 m and 6.4 m.
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Preglednica 1: Povprecne vsebnosti ekstraktivov v vzorcih
skorje, beljave in jedrovine proucevanih dreves navadne ro-
binije (Robinia pseudoacacia L.)

Table 1: The average contents of extractives in the samples
of bark, sapwood and heartwood of the investigated trees of
black locust (Robinia pseudoacacia L.)

Vzorec Celokupni ekstraktivi Celokupni fenoli Dihidrorobinetin
debla (%, wiw) (mg GAE/g dw) (mg/g dw)
avg SD avg SD avg SD
skorja / bark 544 a 1,78 895a 5,15 0,09a 0,08
beljava / sapwood 7,57 a 0,20 9,64 a 5,53 317a 2,46
jedrovina / heartwood 6,39 a 2,16 36,64 b 11,13 17,98 b 715

a - b; razli¢ne ¢rke na stolpcih opisujejo statisticno znacilne razlike pri 95% intervalu zaupanja (LSD test).

a - b; different letters within the same column indicate statistically significant differences at a 95% confidence level (LSD test).

(SD, 20,26 mg/g) celokupnih hidrofilnih ekstraktivov,
28,82 mg/g (SD, 15,84 mg/g) celokupnih fenolov in
13,97 mg/g (SD, 9,422 mg/g) dihidrorobinetina.

3.1 Vsebnost celokupnih hidrofilnih ekstrakti-
vov v skorji in lesu robinije
3.1 Content of total hydrophilic extractives in
the bark and wood of black locust

Kot je razvidno iz slika 6, je bilo hidrofilnih ekstrak-
tivov v beljavi in jedrovini preiskovanih dreves vec kot
v skorji. Najvec ekstraktivov smo pridobili iz vzorcev

Recqwlg AL FiGre

exedry -y

DHR

00 |
Ekstrakt pedrowine,
1 R, psewdoocacia

PT 10,03 min
Rob 1087 min

3

jedrovine iz koluta prvega drevesa, in sicer smo v pov-
precju iz teh ekstrahirali 77,4 mg/g dw totalnih eks-
traktivov. Najmanj ekstraktivov smo pridobili iz vzor-
cev skorje in beljave diska, ki je bil odvzet iz tretjega
drevesa na visini 6,4 m (slika 6).

Nadaljnja statisticna analiza ni pokazala znacilne
razlike v vsebnosti celokupnih hidrofilnih ekstrakti-
vov med skorjo in lesom (preglednica 1) (ANOVA, p =
0,2269). 0 podobnem ekstrakcijskem donosu porocajo
tudi Sablik in sod. (2016), ki za jedrovino robinije po-
rocajo 7,41% celokupnih ekstraktivov. Ve¢ ekstraktivov
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Slika 7: Kromatograma HPLC-PDA ekstrakta robinije (Robi-
nia pseudoacacia L.) in referencne spojine, posneta pri 280
nm. (a) Acetonski ekstrakt jedrovine robinije. (b) Raztopina
referencne spojine (HPLC standard) za identifikacijo in kvan-
titativno kromatografsko analizo dihidrorobinetina (DHR).

Fig. 7: HPLC-PDA chromatograms of black locust extract (Ro-
binia pseudoacacia L.) and a reference compound, monitored
at 280 nm. (a) Acetone extract of black locust heartwood. (b)
The reference compound (HPLC standard) for identification
and quantitative chromatographic analysis of dihydrorobine-
tin (DHR).
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so z meSanico metanola in vode (1:1, v/v) pridobili iz
skorje (9,56 %) (Sablik in sod. 2016). Vzorci beljave
drevesa st. 2 in vzorci beljave spodnjega koluta dreve-
sa $t. 3 so vsebovali celo nekoliko ve¢ hidrofilnih eks-
traktivov kot vzorci jedrovine. Slednje lahko pripiSemo
topnim sladkorjem (npr. saharoza, glukoza in fruktoza),
ki so uskladis¢eni v beljavi, deloma pa tudi proteinom
in drugim nedetektiranim spojinam, ki se poleg fenolov
ekstrahirajo iz lesa robinije (De Filippis in Magel, 2012).

3.2 Vsebnost celokupnih fenolov v skorji in lesu
robinije
3.2 Content of total phenols in the bark and

wood of black locust

Semi-kvantitativna kolorimetri¢na analiza z UV-Vis
spektrofotometrom je potrdila, da jedrovina robinije
(R. pseudoacacia) vsebuje vec fenolnih ekstraktivov
kot beljava in skorja (ANOVA, p < 0,050). Delez fenol-
nih ekstraktivov v lesu robinije lahko dosega vec¢ kot
4 % posusSene lesne mase (slika 6). Ugotovili smo, da
jedrovina vsebuje znacilno vec¢ fenolnih ekstraktivov
kot beljava in skorja, pri cemer je vsebnost fenolov v
jedrovini Stirikrat viSja (preglednica 1) (LSD test).

ek PO I e

3.3 Vsebnost dihidrorobinetina v skorji in lesu
robinije
3.3 Content of dihydrorobinetin in the bark and

wood of black locust

Z natancno Kkvalitativno in kvantitativno analizo
HPLC smo preucili pojav dihidrorobinetina v ekstrak-
tih skorje ter beljave in jedrovine robinije (R. pseudo-
acacia). Dihidrorobinetin (DHR) je Kkarakteristicna
spojina lesnih ekstraktov robinije (Smith in sod., 1989;
Magel in sod., 1994), kar potrjujejo tudi rezultati nase
analize HPLC, saj so za kromatografske vrhove za DHR
znaCilni najmocCnejsi odzivi detektorja (slika 7). Poleg
DHR smo v ekstraktih potrdili tudi robinetin in picea-
tanol, vendar pa te spojine niso bile predmet pricujoce
raziskave (slika 7 in slika 8). V hidrofilnih ekstraktih
lesa robinije (R. pseudoacacia) so poleg dihidrorobine-
tina Se galna kislina, elagna kislina, tetrahidroksi in tri-
hidroksimetoksi dihidroflavonol, robinetin, likviritige-
nin, izolikviritigenin, levkorobinetinidin, fustin, fisetin,
dihidrofisetin, robtein, butein, robtin, butin, robinin,
dihidromiricetin, miricetin, piceatanol, resveratrol, si-
ringenin in dimerni prorobinetinidini (Scheidemann
in Wetzel, 1997; Meszaros in sod., 2007; Sanz in sod.,
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Slika 8: Kromatograma HPLC-PDA ekstraktov robinije (Ro-
bina pseudoacacia L.), posneta pri 280 nm. (a) Acetonski
ekstrakt skorje robinije. (b) Acetonski ekstrakt skorje robi-
nije. DHR, dihidrorobinetin; PT, piceatanol; Rob, robinetin.

Fig. 8: HPLC-PDA chromatograms of black locust extracts
(Robinia pseudoacacia L.) monitored at 280 nm. (a) Acetone
extract of black locust bark. (b) Acetone extract of black lo-
cust sapwood. DHR, dihidrorobinetin; PT, piceatannol; Rob,
robinetin.
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Slika 9: Vsebnost celokupnih hidrofilnih ekstraktivov v
skorji, beljavi in jedrovini robinije (Robinia pseudoacacia
L.). Vzorci so bili odvzeti na dveh viSinah: 3,3 m in 6,4 m.

Fig. 9: The content of total hydrophilic extractives in the
bark, sapwood and heartwood of black locust (Robinia pseu-
doacacia L.). Samples were taken at two heights: 3.3 m and
6.4 m.

2011; Hosseinihashemi in sod., 2013; Sergent in sod.,
2014; Destandau in sod., 2016).

DHR Kot je razvidno iz slika 6 in preglednica 1, smo
iz jedrovine ekstrahirali znacilno ve¢ DHR kot iz belja-
ve in skorje (LSD test). Vsebnost DHR v jedrovini je bila
skoraj 6-krat vecja kot v beljavi (preglednica 1). O sko-
raj identi¢nih rezultatih porocajo tudi Bostyn S. in sod.
(2018), ki so v jedrovini robinije z metodo HPLC izme-
rili 16 mg/g DHR, Sanz in sod. (2011); (2012b) pasov
jedrovini izmerili bistveno vec¢jo vsebnost DHR (32,27

mg/g). Analiza variance je pokazala znacilne razlike v
vsebnosti DHR med preucevanimi tkivi (ANOVA, p <
0,050). Nasa raziskava je pokazala, da je bil DHR tudi
v skorji robinije (slika 10). Zdi se, da fenolov skorje z
uporabljeno ekstrakcijsko metodo oziroma topilom ni-
smo mogli zadovoljivo ekstrahirati. Literatura poroca,
da so v skorji predvsem polifenoli z viSjo molekulsko
maso, torej kondenzirani tanini, ki naj bi bili inkrusti-
rani v celi¢no steno in zato teZje ekstraktibilni (Smith
in sod., 1989; Holmbom, 2011). Kondenzirani tanini
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Slika 10: Vsebnost celokupnih fenolov v skorji, beljavi in je-
drovini robinije (Robinia pseudoacacia L.). Vzorci so bili od-
vzeti na dveh viSinah: 3,3 min 6,4 m.

Fig. 10: The content of phenols in the bark, sapwood and
heartwood of black locust (Robinia pseudoacacia L.). Sam-
ples were taken at two heights: 3.3 m and 6.4 m.
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prorobinetinidinskega tipa naj bi bili tudi v ksilemskih
tkivih robinije (Reinprecht in sod., 2010; Sanz in sod.,
2012a).

3.4 Variabilnost v vsebnosti ekstraktivov v de-

blu robinije

3.4 Variability in the content of extractives in

the stem of black locust

Splosno znano je, da je za les zivih dreves poleg bolj
izrazite radialne variabilnosti znacilna tudi longitudi-
nalna/aksialna variabilnost v vsebnosti in sestavi fe-
nolnih ekstraktivov (Yanchuk in sod., 1988; Kai, 1991;
Vek in sod., 2013b). Kot je razvidno iz spodnjih grafov
(slika 9, slika 10 in slika 11), nam te trditve ni uspelo
potrditi (LSD test). To bi lahko pojasnili s premajhno
razdaljo med vzor¢nimi koluti oziroma premajhnim
Stevilom vzorcenih diskov na drevo.

Porazdelitev celokupnih fenolnih ekstraktivov in
DHR je bila za preucevana tkiva identi¢na, to potrjuje
tudi relativno moc¢na soodvisnost med rezultati meri-
tev. S statisticno analizo smo ugotovili znacilno kore-
lacijo med spektrofotometricno doloCeno vsebnostjo
celokupnih fenolov in kromatografsko dolo¢eno vseb-
nostjo dihidrorobinetina v lesu robinije (linearna re-
gresija, p < 0,0050). Na osnovi podatkov, ki smo jih do-
bili z relativno hitro in enostavno spektrofotometri¢no
ter dolgotrajno in drago analizo HPLC, lahko v beljavi
oziroma jedrovini z vsebnostjo celokupnih fenolov po-
jasnimo vec kot 90 % variabilnosti v vsebnosti DHR v
lesu robinije (R?>> 90%). O podobnih ugotovitvah ob-
stajajo porocila tudi za lesna tkiva drugih drevesnih
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vrst (Karppanen in sod., 2007; Vek in sod., 2018). Ome-
njeno statisti¢no relacijo med rezultati spektrofotome-
tricnih in kromatografskih analiz je po naSem mnenju
mozno uporabiti v bolj prakti¢nih primerih, npr. za hi-
tro in robustno vrednotenje kemijskih lastnosti lesa in
lesenih konstrukcijskih elementov.

PriCujoca analiza ekstraktivov v debelnih tkivih ro-
binije (R. pseudoacacia) je pokazala, da je jedrovina,
ki dejansko sestavlja najvecji volumski/masni delez
debla, bogat vir fenolnih ekstraktivov. Dokazano je, da
so ekstraktivi lesa robinije bioaktivne spojine, ki izka-
zujejo antimikrobne, fungistati¢ne in antioksidativne
lastnosti (Katiki in sod., 2013; Marinas in sod., 2014;
Sablik in sod., 2016), kar dokazujejo tudi naSe raziska-
ve (Vek, 2017; Vek in sod., 2019a). Uporaba bioaktivnih
ekstraktivov iz lesne biomase v, na primer, zascitnih
pripravkih za les bi lahko zmanjsala negativno breme
na okolje, ki ga imajo pripravki s sinteti¢nimi biocidi po
koncu zivljenjskega cikla (Singh in Singh, 2012).

4 ZAKLJUCKI

4 CONCLUSIONS

Preiskali smo kemijsko sestavo hidrofilnih ekstrak-
tov lesa in skorje robinije (Robinia pseudoacacia L.).
Potrdili smo, da je opisana ekstrakcijska metoda z apa-
ratom Soxhlet in acetonom ustrezna za pridobivanje
hidrofilnih ekstraktivov iz lesa in skorje robinije. Jedro-
vina robinije se je izkazala kot potencialen surovinski
vir za ekstrakcijo zelenih »low volume /high value« ke-
mikalij. Fenolne spojne robinije imajo namre¢ dokaza-
ne antimikrobne, fungistaticne oziroma antioksidante

dihidrorobinetin b b

17.7

h=64m h=33m h=64m

beljava | jedrovina  jedrovina

Slika 11: Vsebnost dihidrorobinetina v skorji, beljavi in je-
drovini robinije (Robinia pseudoacacia L.). Vzorci so bili od-
vzeti na dveh visinah: 3,3 m in 6,4 m.

Fig. 11: The content of dihydrorobinetin in the bark, sap-
wood and heartwood of black locust (Robinia pseudoacacia
L.). Samples were taken at two heights: 3.3 m and 6.4 m.
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lastnosti, zato izkazujejo velik aplikativni potencial
(Katiki in sod., 2013; Marinas in sod., 2014; Sablik in
sod., 2016). Ekstrakcija in pridobivanje dragocenih po-
lifenolov iz lesa in skorje robinije bi lahko bila nov, ino-
vativni nacin rabe robinije, ki jo sicer v najvecji meri Se
vedno uporabljamo kot podporne kole v sadovnjakih
in vinogradih (Torelli, 2003; Vitkova in sod., 2017).

5 POVZETEK

5 SUMMARY

Extractives, which are frequently defined as the
non-structural components of wood and bark, are kno-
wn to have very important physiological functions in
various tissues of living trees. Moreover, these compo-
unds have proven antioxidant, antimicrobial and fungi-
static properties and therefore have large potential for
practical application in numerous products, e.g. from
preservative solutions to food supplements. The goal
of the present study was to investigate the contents of
extractives in the bark and wood of black locust (Ro-
binia pseudoacacia L.), which is listed as an alien and
invasive tree species by the UIA (Urban Innovative Ac-
tions, Applause project).

The aim of the present study was to investigate the
content of extractives and the content of dihydrorobi-
netin in the bark and wood tissue of black locust (R.
pseudoacacia). Black locust trees were harvested in the
Panovec suburban forest near the city of Nova Gorica,
Slovenia. Two stem discs were taken from each harve-
sted tree, one at a height of 3.3 m and the other at 6.4
m. Wood and bark samples were sawn from the discs,
dried and prepared for extraction. Samples of bark, sa-
pwood and heartwood of black locust were prepared
for the chemical analyses. Samples were extracted in a
Soxhlet apparatus with an acetone /water mixture (9:1,
v/v). First, acetone extracts were gravimetrically exa-
mined to measure the total hydrophilic extractive con-
tent. Afterwards, total phenolic content in the wood
and bark extracts was measured colorimetrically with
a UV-Vis spectrophotometer (Perkin Elmer lambda UV-
Vis) according to the Folin-Ciocalteu method. Detailed
qualitative and quantitative analysis of dihydrorobine-
tin (DHR) was done with a high-pressure liquid chro-
matography system (Accela HPLC system, Thermo Sci-
entific). Compounds of extract were separated on an
ODS column filled with 2.6 um solid core particles and
detected with a photodiode array (PDA) at 280 nm.
The chromatographic method was linear in the selec-
ted concentration range (1 mg/1 - 100 mg/1) for DHR.
Standards of robinetin and piceatannol were used for
identification. DHR was identified and quantified in
the extracts of all the black locust samples taken.

Acta Silvae et Ligni 119 (2019), 13-25

Soxhlet extraction of black locust bark and wood
yielded an average of 54.4 mg/g and 69.8 mg/g of non-
structural components, respectively, which were so-
luble in acetone. Higher amounts of total hydrophilic
extractives in sapwood samples can be explained by
the presence of soluble sugars and other undetected
compounds which were extracted from samples with
acetone. However, the chemical analysis revealed the
highest contents of total hydrophilic extractives, total
phenols and dihydrorobinetin in the samples of hear-
twood. Lower amounts of phenolic extractives were
extracted from sapwood and bark samples. Bark is
generally characterized by the presence of condensed
tannins which are not able to be extracted. Correlated
to the results of gravimetry and spectrophotometry,
the highest yield of DHR was obtained by extracting
the heartwood samples with acetone. A gram of dried
black locust heartwood yielded an average of 18 mg of
DHR. The amount of DHR in heartwood is six times hi-
gher than that in sapwood. Samples taken at different
heights on the stem did not vary with respect to the
content of the soluble components in the wood and
bark.

The results of our investigation clearly show that
black locust heartwood, which actually represents the
largest volume/mass share in the tree stem, is a rich
source of phenolic extractives. Finally, extraction of
bark and woody biomass represents an important part
of the biorefinery concept.
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