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DOLOČITEV VSEBNOSTI 
FLAVONOIDOV V BUKOVINI S 
K O L O R I M E T R I Č N O METODO 
Determination of flavonoid content in beechwood 
by colorimetric method 

Izvleček: Vsebnost flavonoidov v metanolnih ekstraktih lesnih tkiv mehansko poškodovane bukve (Fagus sylvatica L.) ter v 
bukovi in smrekovi grči smo proučevali kolorimetrično. Po dodatku reagenta AlCl3 smo ekstraktom izmerili absorbanco pri 
415 nm z UV-Vis spektrofotometrom. Rezultati spektrofotometrične raziskave so pokazali, da se deleži celokupnih flavonoi-
dov v metanolnih ekstraktih različnih delov lesa bukve in grč med seboj razlikujejo. Visoka koncentracija celokupnih flavo-
noidovje bila značilna za ekstrakt reakcijske cone in bukove grče, relativno visok delež flavonoidov pa smo določili tudi v 
diskoloriranem lesu. Vporanitvenem lesu, beljavi in smrekovi grči je bil delež celokupnih flavonoidov manjši. Kolorimetrična 
analiza, ki temelji na uporabi AlCl3 kot barvnega reagenta, predstavlja primerno metodo za določevanje deleža celokupnih 
flavonoidov v različnih tipih lesa in grčah. 

Ključne besede: bukev, smreka, metanolni ekstrakt, flavonoidi, UV-Vis spektrofotometrija, aluminijev klorid AlCl3, 
kvercetin, reakcijska cona, beljava, diskoloriran les, poranitveni les, grča. 

Abstract: Content of flavonoids was determined colorimetrically in methanol extracts of different types of beechwood tis-
sues (Fagus sylvatica L.) and knots. After addition of AlCl3 reagent, absorbances of extracts were measured at 415 nm by 
UV-Vis spectrophotometer. Results of spectrophotometric research revealed variability in total flavonoid contents among 
different categories of beechwood tissues, including beech and spruce knots. High amounts of total flavonoids were char-
acteristic for reaction zone and beech knot extracts, while in the sapwood, wound-wood and spruce knot contents of flavo-
noids were lower. Furthermore, relative high concentration of total flavonoids was also determined for the red heart extract. 
Calorimetrical analysis based on the aluminum chloride reagent represents a suitable method for determination of total 
flavonoid contents in wood and knots extracts. 

Key words: beech, spruce, methanol extract, flavonoids, UV-Vis spectrophotometry, aluminum chloride AlCl, querce-
tin, reaction zone, sapwood, discolored wood, wound-wood, knot. 

U V O D 

Rastline sintetizirajo na tisoče aromatskih spojin, ki vse-
bujejo po eno ali več fenolnih skupin in jih imenujemo 
fenolne spojine, rastlinski fenoli, polifenoli ali polifenolne 
spojine (Abram in Simčič, 1997). Flavonoidi so fenolne 
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snovi, ki imajo v molekuli 15 ogljikovih atomov urejenih v 
difenilpropansko ogrodje (C6 - C3 - C6). Osnovno ogrodje 
flavonoidov je 2-fenilbenzopiron (Slika 1). Obroče v 2-fe-
nilkromen-4-onski enoti označujemo z oznakami A, C in B. 

V naravi se flavonoidi lahko pojavljajo kot samostojne 
spojine, pogosteje pa nastopajo kot 3-O-glikozidi. Slad-
korne enote se lahko vežejo na C3 atom obroča C, na C5 
ali C7 atom obroča A in redkeje tudi na obroč B (Abram 
in Simčič, 1997; Vermerris in Nicholson, 2006). Glikonsko 
enoto lahko predstavlja npr. glukoza, galaktoza, arabino-
za, ramnoza, ksiloza, manoza in tudi kompleksnejši oligo-
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Slika 1. Osnovno strukturno formulo flavonoidov 
predstavlja 2-fenilkromen-4-on 

saharidi, aglikonski del pa je lahko povezan tudi z amino 
skupinami, lipidi in terpenoidi (Fengel in Wegener, 1984; 
Kure, 2006; Vermerris in Nicholson, 2006). 

Flavonoide lahko klasificiramo glede na stopnjo oksida-
cije C3 enote na 12 razredov, torej na flavone, flavonole, 
katehine (flavan-3-ole), flavanone, dihidroflavonole, pro-
antocianidine ali levkoantocianidine (flavan-3,4-diole), an-
tocianidine, izoflavonoide (3-fenilbenzopiran), neoflavo-
ne (4-fenilbenzopiran), halkone, dihidrokalkone in avrone 
(Abram in Simčič, 1997). 

Flavonoidi predstavljajo zelo razširjeno skupino v polarnih 
topilih topnih spojin. Nekateri viri navajajo, da je identifi-
ciranih več kot 5000 flavonoidov (Abram in Simčič, 1997; 
Kai, 1991). Ker na antioksidacijsko sposobnost spojin vpliva 
položaj in razporeditev -OH skupin, predvsem tistih na B 
obroču, so vsi flavonoidi s 3',4'-dihidroksi ali 3',4',5'-tr ihidro-
ksi skupinami dobri antioksidanti (Abram in Simčič, 1997), 
vključno s katehinom, ki je redna sestavina ekstraktivov 
številnih lesnih vrst (Choi in sod., 2001; Mantani in sod., 
2001). V lesu zavirajo kolonizacijo tkiva z glivami in odvra-
čajo ksilofagne insekte, vplivajo na naravno odpornost in 
trajnost lesa ter so pogosto tiste fenolne spojine, ki dolo-

Slika 2. (+)-katehin 

čajo barvo lesa (Fengel in Wegener, 1984; Kai, 1991; Koch 
in sod., 2003; Malterud in sod., 1985; Mantani in sod., 2001; 
Pietarinen in sod., 2006; Pohjamo in sod., 2003). 

Pri kemijski analizi lesa se zaradi različnih raziskovalnih ci-
ljev pogosto srečamo s problemom določitve vsebnosti 
določene snovi ali skupine spojin v preiskovanem vzorcu, 
kar se v primeru heterogene skupine molekul, kakršni so 
fenolni ekstraktivi, izkaže za resen problem. Za potrebe 
sumarne analize lesa (ang.: summative analysis), pogosto 
zadostuje že informacija o vsebnosti celokupnih fenolnih 
ekstraktivov v lesu, kar je mogoče določiti spektrofotome-
trično (Scalbert in sod., 1989; Umezawa, 2000; Vek in sod., 
2010). Pogosto pa želimo dobiti tudi podatek o zastopa-
nosti posameznih razredov fenolov v ekstrakcijski zmesi. 
Tudi za določitev vsebnosti celokupnih flavonoidov v ra-
stlinskih tkivih je na voljo spektrofotometrična metoda, ki 
pa je bila v raziskavah lesa dokaj redko uporabljena (Bri-
ghente in sod., 2007; Diouf in sod., 2009; Quettier-Deleu 
in sod., 2000). 

V pričujoči raziskavi smo določili vsebnost celokupnih 
flavonoidov v različnih kategorijah lesnih tkiv debla nava-
dne bukve ter v smrekovi in bukovi grči z AlCl3 kolorime-
trično metodo. 

M A T E R I A L I N M E T O D A 

V spektrofotometrično analizo smo vključili vzorčni kolut 
debla mehansko poškodovane bukve (Fagus sylvatica L.). 
Bukev z nekaj metrov dolgo mehansko poškodbo je bila 
posekana na jugozahodnem pobočju primestnega goz-
da Rožnik v Ljubljani. 

Na kolutu smo na osnovi rastnih posebnosti označili me-
sta vzorčenja ter izžagali vzorce zdrave beljave (B), reakcij-
ske cone (RC), rdečega srca (RS) in poranitvenega lesa (PL) 
tako, kot je opisano v Vek in sod. (2010). V raziskavo smo 
vključili tudi bazo žive veje bukve in smreke, kar bomo 
v nadaljevanju navajali kot bukovo (Grča-B) in smrekovo 
grčo (Grča-S). Homogenizacijo vzorcev različnih tipov le-
snega tkiva in grč smo izvedli na rotacijskem mlinu Retsch 
ZM200, s čimer smo pridobili 0,5 mm lesno frakcijo. 

Za ekstrakcijo in spektrofotometrično analizo smo upora-
bili kemikalije proizvajalcev Sigma-Aldrich oziroma Fluka. 

Sledila je ekstrakcija flavonoidov s 70 % metanolom (aq) 
(Sigma, HPLC grade), pri čemer je razmerje vzorec/topilo 
(R) znašalo 1:10 (slika 3). Vzorce smo ob stalnem mešanju 
pri sobni temperaturi na večmestnem magnetnem me-
šalu ekstrahirali 6 ur (Albert in sod., 2003). Ekstrakte smo 
nato prefiltrirali z uporabo presesalne buče in Büchnerje-
vega lija (Whatman GF/C) in jih do pričetka spektrofoto-
metrične analize hranili pri temperaturi 4 °C. 
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Slika 3. Ekstrakcija s 70 % metanolom (aq) na 
večmestnem magnetnem mešalu 

Vsebnost celokupnih flavonoidov v ekstraktih mehansko 
poškodovane bukve ter ekstraktih grč bukve in smreke 
smo določili spektrofotometrično po AlCl3 metodi, ki jo 
opisuje Diouf s sodelavci (2009) ter temelji na uporabi 
aluminijevega klorida kot barvnega reagenta (Lamaison 
in Carnat, 1990; Quettier-Deleu in sod., 2000). Predhodno 
smo pripravili 2 % metanolno raztopino aluminijevega 
klorida (Fluka, AlCl3x6H2O, purum p.a.) ter standardne raz-
topine kvercetina (Sigma, anhydrous) z masnimi koncen-
tracijami 12,50; 6,250; 3,125; 1,562; 0,7812; 0,3906; 0,1953 
mg/L. Slednje so služile za formiranje 7-točkovne umeri-
tvene krivulje. 

Pred spektrofotometričnimi meritvami smo k 2 mL me-
tanolnega ekstrakta tkiv in v raztopine kvercetina dodali 
po 2 mL AlCl3 barvnega reagenta. Hkrati smo pripravili 
tudi slepi vzorec (ang.: method blank), pri čemer smo 70 
% metanolu (aq) dodali enak alikvot 2 % metanolne razto-
pine AlCl3. Tako pripravljene vzorce smo dobro premešali, 
nakar je sledila 1-urna inkubacija pri sobni temperaturi 
(slika 4) (Diouf in sod., 2009). 

Po inkubaciji smo z UV-Vis spektrofotometrom Perkin-El-
mer Lambda 2 pomerili absorbance vzorcev in standar-
dnih raztopin kvercetina proti referenci, torej 70 % me-
tanolu (aq), pri 415 nm, kot navaja Brighente s sodelavci 
(2007) 

slika 5. umeritvena krivulja za kvercetin z enačbo 
premice in vrednostjo koeficienta determinacije R2. 
Absorbanca je bila merjena pri valovni dolžini 415 nm. 

Delež celokupnih flavonoidov v lesnih tkivih smo izraču-
nali na osnovi absorbanc A415 z rešitvijo premice regresij-
skega modela umeritvene krivulje za kvercetin (slika 5). 
Končne rezultate smo izrazili v ekvivalentih masnih kon-
centracij kvercetina [mg/L]. 

REZULTATI IN RAZPRAVA 

Reagent AlCl3 se pri kolorimetrični metodi za določanje 
flavonoidov uporablja zato, ker aluminijev klorid tvori ki-
slinsko stabilen kompleks s C4 keto skupino ter C3 ali C5 
hidroksilno skupino flavonoidov (Bohm, 1998). Poleg tega 
aluminijev klorid tvori kislinsko labilne komplekse z orto-
hidroksilno skupino na A ali B-obroču flavonoidov (Bohm, 
1998). Dodatek vodne raztopine HCl zato povzroči razpad 
aluminijevih kompleksov na orto položajih obroča A in B. 
Nastanek in razpad aluminijevih kompleksov je povezan 
s premikom spektralnih pasov, kar je mogoče zabeležiti 
z UV-Vis spektrofotometrom. Ker v našem poskusu kisli-
ne nismo dodali, lahko domnevamo, da smo z meritvami 
pridobili vpogled v vsebnost celokupnih flavonoidov v 

slika 4. Metanolni ekstrakti lesa bukve in grč po 
dodatku Alcl3 barvnega reagenta 

slika 6. Koncentracija celokupnih flavonoidov v 
ekstraktih lesa bukve (B = zdrava beljava, RC = reak-
cijska cona, RS = rdeče srce, PL = poranitveni les) ter 
bukovi (Grča-B) in smrekovi (Grča-S) grči 
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ekstraktih lesa. Vsebnost celokupnih flavonoidov v me-
tanolnih ekstraktih različnih lesnih tkiv mehansko poško-
dovane bukve ter v ekstraktih bukove in smrekove grče 
prikazuje slika 6. 

Koncentracija celokupnih flavonoidov je bila najvišja v 
metanolnih ekstraktih reakcijske cone in bukove grče (4,5 
in 4,3 mg/mL). Relativno visoko koncentracijo flavonoidov 
smo izmerili tudi v ekstraktu rdečega srca (3,5 mg/L). Nas-
protno, nižje koncentracije flavonoidov smo določili v ek-
straktih beljave in poranitvenega lesa ter smrekove grče 
(0,86, 1,5 oz. 1,1 mg/L). 

Delež flavonoidov je bil najvišji v ekstraktu reakcijske 
cone, kar sovpada s kompartmentalizacijsko funkcijo teh 
tkiv, v katerih se očitno kopičijo bioaktivni flavonoidi, kot 
sta npr. taksifolin in (+)-katehin (slika 2). Slednje je mogoče 
pojasniti z odzivom živih parenhimskih celic na delova-
nje biotskih in abiotskih dejavnikov v poškodovanih tkivih 
(Schwarze in Baum, 2000; Shain, 1967). 

Visok delež flavonoidov v diskoloriranem lesu prouče-
vane bukve lahko pripišemo sodelovanju teh spojin pri 
formiranju barvnih substanc oziroma barve v centralnem 
delu debla (Albert in sod., 2003; Torelli, 2001). Dokazano je, 
da imata pri formiranju barve jedrovine in diskoloriranega 
lesa pri določenih drevesnih vrstah pomembno vlogo di-
hidrokvercetin in (+)-katehin (Dellus in sod., 1997; Mayer 
in sod., 2006). Flavan-3-oli oziroma katehini imajo namreč 
pomembno funkcijo tudi pri obrambnih odzivih rastlin 
na oksidativni stres in pri bukvi nastopajo v fazi formacije 
diskoloracije (Hofmann in sod., 2004). 

Najnižjo koncentracijo flavonoidov smo določili v eks-
traktu beljave. Nekoliko višji delež flavonoidov kot vzorec 
beljave je vseboval ekstrakt poranitvenega lesa, kar doka-
zuje, da se flavonoidi sintetizirajo že v beljavi. Prav pojava 
flavonoidov v beljavi bukve bi bil lahko razlog za relativno 
dober kompartmentalizacijski potencial te drevesne vrste. 

Izredno visoka koncentracija flavonoidov je značilna tudi 
za bukovo grčo. Očitno je, da se že na bazi zdravih vej 
sintetizira visoka koncentracija snovi, ki imajo v drevesu 
zaščitno funkcijo. Pri listavcih in iglavcih se odziv ksilem-
skih tkiv na bazi veje po odlomu ali odmrtju veje nekoliko 
razlikuje. Pri listavcih se razvije zaščitna cona, ki zatesni 
eksponirano mesto, pri iglavcih pa se baza veje (grča) 
prepoji z oleinsko smolo, zaščitna cona pa izostane. Meni-
mo, da ima povečana vsebnost flavonoidov v bukovi grči 
pasivno zaščitno vlogo, ki je v tkivu verjetno prisotna od 
določenega leta dalje. Nasprotno smo ugotovili za eks-
trakt smrekove grče, saj je ta vseboval znatno manjši de-
lež flavonoidov, ki je primerljiv koncentraciji flavonoidov v 
beljavi. Kljub temu, da grče iglavcev predstavljajo bogat 
vir bioaktivnih polifenolov, (Willför in sod., 2004a; Willför 

in sod., 2004b), pa so spojine flavonoidnega značaja v teh 
tkivih manj pogoste. 

Rezultati preliminarne raziskave potrjujejo primernost ko-
lorimetrične analize, ki temelji na uporabi AlCl3 barvnega 
reagenta, za spektrofotometrično določevanje deleža ce-
lokupnih flavonoidov v lesnih tkivih. Rezultati analize ka-
žejo, da je vsebnost flavonoidov večja v tkivih, ki imajo v 
drevesu bodisi pasivno zaščitno funkcijo (baza zdravih vej 
- grče) in v tkivih (reakcijske cone), ki nastanejo kot aktiven 
obrambni odziv živih parenhimskih celic na neugodne 
posledice poškodovanja. 
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