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  چكيده
 اصلاح شده به منظور تعيين مقـدار سـاختارهاي   DFRC استفاده از روش تخريبي ساختار شيميايي ليگنين چوب صنوبر دلتوئيدس با     

براي اين منظور ليگنين چوب آسياب شده و آنزيمـي پـس از   . ي مختلف بررسي شدها روشي استخراج شده با    ها  ليگنينغيرمتراكم در   
در روش اصلاحي بـه كـار   . قرار گرفت ده اصلاح شDFRCكاهش بر اساس روش  - شيميايي تخريبي اكسايشآوري عملاستخراج تحت 

هاي  متيلاسيون، استيلاسيون و پروپيلاسيون قرار گرفت  تا به ترتيـب               آوري  عملبرده شده، محصولات تخريبي حاصل از ليگنين تحت         
تيك و ليگنـين   اتري غيرمتـراكم در ليگنـين سـلولي   β-O-4 غيرمتراكم و α-O-4  فنولي غير متراكم ،β-O-4ساختارهاي فنولي ناشي از 

جاد شده با استفاده از كرومـاتوگرافي نفـوذ ژلـي و گـازي              اي  ي  بررسي ساختارهاي تخريب  .  چوب آسياب شده به تفكيك نشان داده شود       
نشان داد كه ليگنين سلوليتيك نسبت به ليگنين چوب آسياب شده داراي ساختارهاي غيرمتـراكم بيـشتري اسـت كـه ناشـي از عـدم                          

 13Cي مربوط به تحليل مقداري بـه وسـيله   ها هنتايج مربوط به محاسبات مقدار تراكم با داد. آيند استخراج استتخريب ليگنين طي فر

NMRمورد مقايسه قرار گرفت .  
  
  .ي تخريبي، ساختارهاي متراكم، متيلاسيونها روشليگنين چوب آسياب شده، ليگنين آنزيمي، : ي كليديها هواژ
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  مقدمه
ترين پليمر طبيعي دنيـا پـس از          ليگنين به عنوان فراوان   

 دارد و هنوز بـه طـور        اي  ه پيچيد العاده  فوقسلولز، ساختار   
برگـان، مـورد بررسـي و         كامل، به خصوص در مـورد پهـن       

 Novaes et al. 2009; Sher et(ارزيابي قرار نگرفته است 

al. 2000( .   عليرغم مطالعات زيادي كه در مـورد سـاختار
ليگنين طي پنج دهه اخير صورت گرفتـه اسـت، سـاختار            

ي تندرشد  ها  هبرگان به خصوص گون     شيميايي ليگنين پهن  
ي تخريبي متعـددي    ها  روش. تا كنون مشخص نشده است    

يبـات  براي شناسايي ساختار ليگنين از طريق بررسي ترك       
به وسيله . )Pew, 1957( داردبا وزن مولكولي اندك وجود 
توان به تـصويري از ليگنـين         آناليز دقيق اين تركيبات مي    

مرهاي ليگنين كه حـاوي       مرها و تري    دي. دست پيدا كرد  
ي هـا   روشباشـند توسـط       اكثر اتصالات بين مولكولي مـي     
و  )Ikeda et al., 2002( مختلفـي همچـون تيواسـيدوليز   

ــا پرمنگنــات  Wu & Argyropolous( اكــسيداسيون ب

 بـسيار   هـا   روشن  اي ـ   همتاسـفان .  بررسي شده است   )2003
سـازي و زمـان       آمـاده گير بوده و به مراحل       پيچيده و وقت  

به علاوه، آنـاليز مقـداري آنهـا بـه          . آناليز زيادي نياز دارند   
پذير   دليل بازده كم محصولات تخريبي تشكيل شده امكان 

 كه آخرين روش ارائـه شـده بـراي          DFRC1روش  . نيست
ايـن  . ي گفته شده را نـدارد     ها  محدوديتاين منظور است،    

 از اسـتيل بروميـد و       روش بر پايه تيمار ليگنين با استفاده      
آريل اترها و تشكيل مشتقات آلفا بروميـددار        -تخريب آلفا 

 باشد  آريل اتري مي  -استيله و گسست كاهشي اتصالات بتا     
)Lu & Ralph, 1997( . ساختارهاي كانيفريل الكل استيله

 هستند DFRCشده بيشترين محصولات به دست آمده از      
  ).1 لشك (شوند مي  ناشي O-4  β-كه از واحدهاي

 ايـن نقـص را      DFRCهاي تخريبـي،      همانند ديگر روش  
گيري بايـستي بـر اسـاس بـازده اسـتخراج             دارد كه نتيجه  

در حقيقت اين روش بر اسـاس       . محصولات مونومري باشد  
آزاد شــدن ســاختارهاي حــاوي گــروه انتهــايي الكلــي از  

  . استβ-O-4ساختارهاي 
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  DFRC تشكيل شده در اثر تخريب ده هايفرآور -1شكل 
  

 گزيننـدگي  DFRCي تخريبي، ها روشاما برخلاف ديگر  
مناسبي در گسست اتـصالات دارد و ايـن عمـل را بـدون              

بنـابراين، بـه    . هيچ تغييري بر ساختارها انجـام مـي دهـد         
مرهـا و حتـي       تـوان دي    وسيله كروماتوگرافي سـتوني مـي     

 شناسـايي  GC-MSده از   مرهاي ليگنـين را بـا اسـتفا         تري
ــرد مــشكلي كــه در بررســي   . )Hu et al., 2006( ك

 وجــود DFRCســاختارهاي غيرمتــراكم بــه وســيله روش 
 عدم امكان تعيين منشاء ساختارهاي تخريـب شـده          ،دارد
در اين روش امكـان تـشخيص اينكـه سـاختارهاي            . است

تخريب شده متعلق به كدام بخش ليگنين اعم از اتـري و            
ندارد زيرا تمام ساختارها به طور جامع       فنولي است، وجود    

ي هـا   روشبـه وسـيله بـه كـار بـردن           . دار هـستند    استيل
آوري ديگر همچون متيلاسيون و پروپيلاسيون طـي          عمل

هـاي مختلـف را از       توان بخش  تخريب ساختار ليگنين مي   
ــشاء    ــه يــك تحليــل مناســب از من يكــديگر تفكيــك و ب

  . ساختارهاي غير متراكم دست يافت
 اين تحقيـق سـعي گرديـد سـاختارهاي غيرمتـراكم            در

ي چوب آسياب شده و آنزيمي پس از اسـتخراج          ها  ليگنين
 تعيين، مقايسه و منشاء آنها با       DFRCبا استفاده از روش     

  . اصلاح روش مشخص گردد
  

  ها روشمواد و 
  مواد

 براي جداسازي و تهيه ليگنين از چوب صنوبر دلتوئيدس
)Popolus deltoides(، )به دليل )  سال15ا سن تقريبي ب

ي صنوبر و اهميت آن در ها هتندرشد بودن در ميان گون
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فرآيندهاي كاغذسازي و مناسب بودن رشد اين گونه در 
هاي تجاري زير با توانايي   آنزيم. ايران استفاده شد

سازي ليگنين از   هيدروليز سلولز براي تفكيك و خالص
 زايلاناز :ده قرارگرفت خريداري و مورد استفا1شركت فلوكا

 از (EC: 3.2.1.8) زايلاناز -β- 1،4خالص به عنوان 
Thermomyces lanuginosus  واحد بر 2500با قدرت 

به عنوان  Aspergillus گرم، سلولاز حاصل از قارچ 
 واحد بر گرم، 1000با قدرت (EC: 3.2.1.4)  اندوسلولاز

لولاز  به عنوان آگزوسAspergillus Nigerسلولاز قارچ 
(EC: 3.2.1.91) واحد بر گرم، 250 با قدرت β- 

 با قدرت (EC: 3.2.1.21)گلوكوزيداز به عنوان گلوكوزيداز 
از Type III   Sabistilinپروتئاز قليايي  و واحد بر گرم40

Bacillus lichenifomis.  
 با 2ديگر مواد شيميايي مورد استفاده از شركت آلدريچ

 در تمام مراحل آزمايشات .شد خلوص آزمايشگاهي تهيه
  .شد زدايي شده استفاده  براي شستشو از آب يون

  
  چوب آسياب شده تهيه ليگنين

 بر اساس روش MWL(3(ليگنين چوب آسياب شده 
  و همكاران جداسازي شدLawtherارائه شده توسط 

)Lawther et al., 1997( . ابتدا چوب صنوبر به وسيله
 20آسياب معمولي خرد و به وسيله الك با اندازه منافذ

 مش سپس به وسيله استون 20ذرات . مش غربال گرديد
 ساعت آرد 48پس از .  ساعت استخراج شد48به مدت 

آوري    دقيقه عمل10چوب به وسيله آب سرد به مدت 
وسيله آرد چوب عاري از مواد استخراجي به . صوتي شد

 5آسياب توپي چرخشي به مدت يك هفته در يك مخزن 
. يي از جنس آلومينا آسياب شدها هليتري به همراه گلول

به منظور يكدست شدن ذرات، چوب آسياب شده به مدت 
 عددگلوله 40يك ساعت در آسياب گريز از مركز توسط 

چوب آسياب شده توسط . متري آسياب شد   ميلي3
 24 مرحله 3 طي (10ml/g ,96:4) آب :محلول ديوكسان

پس از تفكيك ليگنين . استخراج شد)  ساعت72( ساعتي
 دور بر 8000( خام از بخش محلول بوسيله سانتريفوژ

و تغليظ، ليگنين خام به وسيله خشك كن ) دقيقه

 

                                                            1 Fluka 
2 Aldrich 
3 Milled Wood Lignin 

سازي ليگنين   براي خالص. انجمادي جداسازي شد
MWLميلي ليتر اسيد استيك 10 مقدار ، ليگنين خام در 

. نشين شد   ميلي ليتر آب ته400 درصد حل و در 90
نشين شده پس از خشك كردن به وسيله   ليگنين ته

 ميلي ليتر حلال دي 20كن انجمادي، در مقدار   خشك
حل و در دي اتيل ) ، نسبت حجمي2:1(اتانول  :كلرو اتان

ليگنين . نشين شد تا ليگنين خالص به دست آيد  اتر ته
  .نجمادي خشك شدكن ا  خالص در خشك

  
  تهيه ليگنين آنزيمي 

 نشان 3در شكل ) EL(4مراحل تهيه ليگنين آنزيمي 
چوب ) EL(براي تهيه ليگنين آنزيمي . داده شده است

و )  ساعت48(آسياب شده پس از استخراج با استون 
تيمار صوتي در آب سرد به وسيله آسياب توپي چرخشي 

 خرد و MWLد و آسياب گريز از مركز همانن)  ساعت48(
  : آوري شد  هاي زير عمل  سپس به وسيله توالي آنزيم

  
  تيمار با زايلاناز

 ,ml, pH: 7 800) گرم چوب در بافر فسفات 40
50mM) با  (  گرم آنزيم زايلاناز4 معلق و سپس مقدار 
 40به آن اضافه شد و در دماي ) U/g 2500فعاليت 

 به مدت  دور در دقيقه300گراد و سرعت   درجه سانتي
پس از اتمام مدت . آوري شد   ساعت در انكوباتور عمل24

 مرتبه با استفاده از آب 3آوري، ذرات چوب   زمان عمل
  .شستشو شد

  
  تيمار با اندوسلولاز و اگزوسلولاز 

پس از سانتريفوژ كردن ماده محلول مرحله قبل، بخش 
 pH: 5.5, 50 mM(جامد باقيمانده در حضور بافر فتالات 

800 ml, (توسط مخلوط آنزيم اندوسلولاز )و ) ليتر   ميلي4
گراد و    درجه سانتي45در دماي ) ليتر   ميلي4(اگزوسلولاز 

 ساعت در انكوباتور 24 دور در دقيقه به مدت 300سرعت 
آوري، ذرات   پس از اتمام مدت زمان عمل. تيمار گرديد

  . مرتبه با استفاده از آب شستشو شد3چوب 
 وكوزيداز تيمار با گل

پس از سانتريفوژ كردن ماده محلول مرحله قبل، بخش 
 pH: 5 50 mM(جامد باقيمانده در حضور بافر استات 
 

4 Enzymatic Lignin 
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DMACLiCl/

دي اتيل اتر

(EL)  ليگنين سلوليتيك

DMAC چوب تيمار شده با

چوب تيمار شده

آرد چوب عاري از مواد استخراجي

آسياب گريز از مركز

اسيد استيك

چوب باقيمانده

ساعت 72

چوب باقيمانده

محلول  نامحلول
ديوكسان

نامحلول محلول

محلول

ته نشين در آب

استخراج با استون
تيمار صوتي در آب

ناخالص

 با آنزيم 

يك هفته

MWL

نامحلول

اتانول دي كلرو اتان:
دي اتيل اتر

ايلاناز

800 ml, (گلوكوزيداز -توسط آنزيم بتا)در )  واحد40
 دور در دقيقه 150گراد و سرعت    درجه سانتي37دماي 

پس از اتمام .  ساعت در انكوباتور تيمار گرديد24به مدت 
 از استفاده با مرتبه 3 چوب ذرات آوري،  عمل ت زمانمد
  .شد شستشو آب
  

 تيمار شيميايي
 خام به ELسازي ليگنين   تيمار شيميايي براي خالص

  : ي زير انجام شدها روشوسيله 
  تيمار با پروتئاز قليايي :مرحله اول

 37در دماي ) pH: 8.5( تيمار با پروتئاز و بافر كربنات
محلول .  ساعت انجام شد24 به مدت گراد  درجه سانتي

. حاصل سانتريفوژ شده و بخش نامحلول بازيابي شد

محلول به دست آمده پس از سانتريفوژ با استفاده از اسيد 
نشين    اسيدي شده و بخش جامد تهpH 2 :كلريدريك تا 

  . شده بازيابي شد
  

  تيمار شيميايي ملايم :مرحله دوم
بلي در دي متيل نمونه ليگنين حاصل از مرحله ق

.  ساعت تيمار گرديد1 به مدت C0˚استاميد در دماي 
سپس ليگنين از توده جامد باقيمانده توسط محلول 

 استخراج MWL همانند (10ml/g ,96:4) آب :ديوكسان
 2مراحل مختلف استخراج در شكل . و خشك گرديد

  .نشان داده شده است

  

ز

چوب
آرد چوب

آسياب گلوله اي

اندوسلولاز

گلوكوزيداز
پروتئاز

اگزوسلولاز

ديوكسان

(MWL)  ليگنين چوب آسياب شده

  
  

 تفادهي مورد اسها ليگنين فرايند تهيه -2شكل 

  
  
  

  
  



 ۳۳۱    ۳۳۸ تا ۳۲۷، از صفحه ۱۳۹۱، پاييز ۳، شماره ۶۵هاي چوب، مجله منابع طبيعي ايران، دوره  نشريه جنگل و فرآورده

                                                           

  DFRCتخريب 
وسيله دي آزو ه  بDFRC در روش ها همتيلاسيون نمون

دي آزومتان در آزمايشگاه با كمك ديازالد . متان انجام شد
ه ب. تهيه گرديد) تولوئن سولفوناميد-نيتروزو-ان- متيل-ان(

 گرم 5به % 95ليتر اتانول    ميلي10طور خلاصه 
ليتر آب اضافه  ميلي 8هيدروكسيد پتاسيم محلول در 

ن محلول، اي هب. گرديد تا محلول قليايي واكنش تهيه شود
 ميلي 45 گرم ديازالد در 5( ميلي ليتر محلول ديازالد 45

گاز دي .  دقيقه اضافه شد60در فاصله زماني ) ليتر اتانول
آزومتان ناشي از واكنش ديازالد با باز از طريق يك لوله و 

گرم    ميلي500. ل شدمبرد به يك ظرف حاوي اتر منتق
، 2:1(متانول / ميلي ليتر ديوكسان20ليگنين در مقدار 

 ميلي ليتر دي 5حل و سپس مقدار ) نسبت حجمي
اين مجموعه به . آزومتان محلول در اتر به آن اضافه شد

فاز اتري با .  ساعت در دماي محيط همزده شد3مدت 
. كمك خلاء تبخير و مجددا با دي آزومتان تيمار شد

 بار تكرار و پس از آخرين مرحله 3يمار با دي آزومتان ت
ها با كمك خلاء تبخير و ليگنين با استفاده از  حلال

 بر DFRCروش تخريبي . خشك كن انجمادي خشك شد
 و همكاران با اندكي Ralphاساس روش ارائه شده توسط 

 100مقدار . )Ralph & Lu, 1998(اصلاحات  انجام شد
استيل /گرم ليگنين متيله شده با اسيد استيك  ميلي

 5به همراه ) ، نسبت حجمي4:1 ميلي ليتر؛5(بروميد 
گرم تتراكوزان به عنوان استاندارد داخلي مخلوط و   ميلي

گراد تيمار    درجه سانتي50 ساعت در دماي 3به مدت 
واكنش به وسيله حذف حلال تحت خلاء خاتمه داده . شد
اسيد /ليتر مخلوط ديوكسان  ميلي5د و بلافاصله در ش

 250حل و به آن ) ،نسبت حجمي5:4:1(آب /استيك
 دقيقه در دماي 30گرم پودر روي اضافه و به مدت   ميلي

 دقيقه پودر روي به وسيله 30پس از . محيط همزده شد
 بار به وسيله دي 2كاغذ صافي جدا و محلول باقيمانده 

پس از . استخراج شد) ليتر   ميلي20( كلرو متان خالص
ليتر   ميلي2حذف حلال، توده جامد در 

  حل و ) ، نسبت حجمي1:1(پروپيونيك انيدريد /پيريدين
  

واكنش .  دقيقه در دماي محيط همزده شد40به مدت 
 .با حذف حلال متوقف شد

  
  ) GPC(كروماتوگرافي نفوذ ژلي 

ي تهيـه   هـا  ليگنينگيري توزيع وزن مولكولي       براي اندازه 
ــاتوگرافي DFRCو محــصولات تخريبــي  شــده   از كروم

ــي   ــراوش ژل ) Gel Permeation Chromatography(ت
ــدازه. اســتفاده شــد ــاتوگرافي    ان ــري در دســتگاه كروم گي

Viscotek GPC Tetradetectorسـتون  3از.  انجام گرديد 
 LALS1اسـتايرن و دتكتـور        صورت سري از جنس پلي    ه  ب

 1 سرعت جريان محلول در حـد   .  شد براي تحليل استفاده  
ي استيله شده   ها  ليگنين. ليتر بر دقيقه تنظيم گرديد      ميلي

گــرم بــر    ميلــي1در تتـرا هيــدروفوران حــل و بــا غلظــت  
ميكروليتـر از    100 مقدار. ليتر به دستگاه تزريق شد      ميلي
توزيـع وزن مولكـولي     .  به دستگاه تزريـق گرديـد      ها  هنمون

  .استايرن تعيين شد  ينسبت به استاندارد پل
  

اسپكتروسـكوپي جرمـي بـراي      -كرماتوگرافي گـازي  
 DFRCشناسايي محصولات تخريبي 
 در مقدار DFRC آوري عملتركيباب تخريب شده در اثر  

 ميكروليتـر   2مقدار  . ليتر دي كلرومتان حل شد       ميلي 5/0
 Agilent(از اين نمونه بـه دسـتگاه گرومـاتوگرفي گـازي     

سـيليكا  ) 30 m×0.25 ( DB-5مجهـز بـه سـتون    ) 5975
 . درجه اوليه انجام گرديد    270تزريق در دماي    . تزريق شد 

گراد بـر      درجه سانتي  8 درجه با نرخ     280 تا   100كوره از   
براي تعيين بازده مونومري محـصولات      . دقيقه گرم گرديد  

، ليگنين تخريب شـده در دي كلرومتـان         DFRCتخريبي  
تركيبات يـونيزه شـده بـه    . زريق گرديدحل و به دستگاه ت   

 الگوي گسست آنهـا بـه وسـيله          و سنج جرمي   وسيله طيف 
  . شناسايي شدندNIST و Wileyمقايسه با مرجع 

  
  13C NMRكمي  سنجيطيف

 ها با استفاده از دستگاه   ليگنين13C NMRتحليل كمي 

 MERCURY 400 MHz 5/0در هر مـورد  . انجام گرديد 
 

1 Low Angle Light Scattering
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وسيله  بهDFRCاشي از فرآيند محصولات تخريبي ن
اسپكتروسكوپي جرمي شناسايي -كروماتوگرافي گازي

همچنين توزيع وزن مولكولي تركيبات تخريب . شدند
 در هر دو ليگنين تهيه شده با DFRCشده به وسيله 

 4 و 3هاي شكل.  تعيين گرديدGPCاستفاده از 
ها را نشان كروماتوگرام توزيع وزن مولكولي ليگنين

.دنده مي

ليتر دي متيل سولفوكـسيد        ميلي 4 در   گرم نمونه ليگنين  
)DMSO-d6 ( عمليات اسـكن تحـت شـرايط       . حل گرديد

 درجـه، زمـان     90پهناي پـالس    : اي زير انجام گرفت     دوره
.  ثانيه11 ثانيه و دوره تاخير 4/1) جمع آوري داده(اسكن 

هــا انجــام   اســكن بــر روي نمونــه10000در كــل، تعــداد 
  .گرديد

  
  نتايج

   

  
  DFRC از پس EL نيگنيل يمولكول وزن عيتوز -3 شكل

 

 
  

  DFRC از پس MWL نيگنيل يمولكول وزن عيتوز -4 شكل
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هاي سلوليتيك  كروماتوگرام محصولات مربوط به ليگنين    
 نشان داده شـده     6 و   5هاي  و چوب آسياب شده در شكل     

سـنج جرمـي    محصولات يونيزه شده به وسيله طيف     . است

 ناشــي از تخريــب C و A ،Bتركيبــات . ي شــدندشناســاي
 به عنوان ساختار اصلي ليگنين شناسـايي        β-O-4ساختار  
  .گرديدند

  
 

  
  MWL نيگنيل DFRC بيتخر از شده مشتق يمونومر محصولات يگاز كروماتوگرام -5 شكل

 

  
 EL نيگنيل DFRC بيتخر از شده مشتق يمونومر محصولات يگاز كروماتوگرام -6 شكل

 
13C NMRكمي   

 در EL و MWLهاي   كمي ليگنين 13C NMRهايطيف
ها و تحليل داده. اند   نشان داده شده8 و7هاي شكل

هاي عاملي مختلف هاي ساختاري و گروهمحاسبه واحد

نتايج .  نشان داده شده است2ها نيز در جدول ليگنين
 تعداد ساختارها به ازاء هر صورت به2در جدولارائه شده 

در محاسبه كمي . بيان شده است) C9(د آروماتيكي واح
  انتگرال دامنه،هاي عاملي و ساختارهاي ليگنينگروه
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ppm 102-162گرفته شدعنوان ناحيه آروماتيكي و مبنا در نظر  به .  

  
  MWL كمي ليگنين 13C NMR طيف -7شكل 

  
  EL كمي ليگنين 13C NMR طيف -8شكل 

  
  گيري بحث و نتيجه

  DFRCآناليز 
دهد نشان مي) 4 و 3هاي شكل(مقايسه دو كروماتوگرام 

 DFRCآوري  به ميزان زيادي در اثر عملEL كه ليگنين
گيري نمود توان نتيجهاز اين جهت مي. تخريب شده است

 به منظور تخريب ساختار DFRCكه به كارگيري فرآيند 
مري و مونومري كاملا موثر واقع   ليگنين به محصولات دي

مري كاملا مجزا در   محصولات مونومري و دي. استشده 
در مورد .  به وضوح قابل مشاهده استELكروماتوگرام 

MWL بخشي از ليگنين در اثر تخريب، محصول 
 را تشكيل داده و بخش اعظم ) دالتون500زير (مونومري 
صورت پليمر با وزن مولكولي در حد ليگنين ليگنين به

كه هدف از از آنجا. تخريب نشده باقي مانده است
هاي  در واقع سنجش مقدار بخشDFRCآوري   عمل
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متراكم نشده در ليگنين است، بنابراين محصولات 
 β-O-4طور گزينشي از به (DFRCتخريبي بيشتر در اثر 

تواند دليلي براي وجود تراكم كمتر در مي) α-O-4و 
 كروماتوگرام 6 و 5هاي شكل .ساختار ليگنين باشد

 به كار برده DFRC تخريبي در اثر تخريب محصولات
ها محصولات  در اين كروماتوگرام. دهد  شده را نشان مي

. سنج جرمي شناسايي شدنديونيزه شده به وسيله طيف
 به β-O-4 ناشي از تخريب ساختار C و A ،Bتركيبات 

در ميان . عنوان ساختار اصلي ليگنين شناسايي گرديدند
 تركيبات مشتق شده از محصولات شناسايي شده فقط

هاي گواياسيل و هيدروكسي بنزيل الكل مشاهده ليگنين
تركيبات شناسايي شده مشتق از واحدهاي . گرديد

ساختارهاي )  درصد95بيش از (گواياسيل بخش عمده 
-را تشكيل مي) بدون احتساب تركيبات قندي(مونومري 

ها فقط محصولات بر اين اساس در بررسي طيف. دهند
  ).1جدول (از گواياسيل بررسي شدند ناشي 

 
  محصولات ييشناسا از شده استخراج DFRC بيتخر از يناش يمونومر بيترك و كل بازده به مربوط يها هداد. 1جدول 

  ). اتري متراكم نشدهβ-O-4 (C، ) متراكم نشدهα-O-4 (B، ) فنولي متراكم نشدهA) β-O-4 . يجرم يسنج  فيط لهيوسه ب 

 بازده كل (%)مونومري تركيب 
بازده  كل 

 ليگنين وزني

A B C µmol/g % 

MWL 2/39 1/7 7/53 303 7 

EL 4/16 2/3 80 413 11 

  
شود بازده مونومري ناشي از طور كه مشاهده مي همان

 فنولي متراكم β-O-4ناشي از  (Aهاي   مجموع تركيب
ي  اترβ-O-4 (Cو )  متراكم نشدهα-O-4(B ، )نشده

بيشتر از )  درصد11 (ELدر ليگنين ) متراكم نشده
MWL) 7دهد كه در مجموع اين نشان مي. است)  درصد

هاي متراكم كمتري دارد و در اثر  مقدار گروهELليگنين 
 محصولات مونومري بيشتري را تشكيل DFRCتخريب 

در اين ميان مقدار تركيب مونومري ). 1جدول (دهد مي
Cك  در ليگنين سلوليتي)EL ( درصد بيشترين 80با 

اين . مقدار شناسايي شده در بين محصولات بوده است
 اتري متراكم نشده β-O-4مقدار مربوط به ساختارهاي 

 C 13هاي محاسبه شده به وسيله  اين نتيجه با داده. است

NMR كه مقدار واحدهاي اتري متراكم نشده در ليگنين 
ELليگنين اي بيشتر از به ميزان قابل ملاحظه MWL 

 و Aبيشتر بودن مقدار واحدهاي . است، مطابقت دارد

ن اي  ه بMWL در ليگنين Cكمتر بودن مقدار واحدهاي 
دليل است كه واحدهاي اتري موجود در درشت مولكول 
ليگنين در اثر آسياب كردن شكسته شده و واحدهاي 

). Ikeda et al., 2002( اند  فنولي جديدي را ايجاد كرده
هاي هيدروكسيل فنولي ليگنين  بودن مقدار گروهبيشتر

MWLتواند دليلي براي اين مطلب باشد نيز مي .  
  

   كمي13C NMRتعيين درجه تراكم به وسيله 
دهد كـه ليگنـين آنزيمـي از لحـاظ          محاسبات نشان مي  
تـر از ليگنـين چـوب آسـياب شـده           ساختاري بسيار سالم  

كـه   /OH α β-O-4-هـاي  طور مثال، مقدار گروهبه. است
جزء اصلي تشكيل دهنده ليگنين است در ليگنين آنزيمي   

 باشــدمــي43/0  و در ليگنــين چــوب آســياب شــده56/0
  ).2جدول (
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 . EL و MWLي ها ليگنين  متراكمساختاري واحدهاي كمي محاسبه -2 جدول

 )C9(مقدار به ازاء واحد ساختاري 

EL  MWL 
  ساختار  محاسبات

02/0  03/0  (I 50-48)ac - III  β -1  
03/0 04/0 (I 144-141)na-III 5-5'  

56/0  43/0  (I 78-70)na- VI- IV – 3× 
carbohydrates  β-O-4/  α -OH (I) 

36/0  35/0  (I 106-100)ac : 2-Vs 
OMe-1+h  S 

60/0  60/0  (I 113-111)ac+VsG 
5:60:36  5:60:35  g=1-s-h  H:G:S(100%) 

10/0 23/0 [3g+2(s+2h)]- (I126-102)  درجه تراكم 
  

آريل اتر واحد عمده تشكيل -βگليسرول -ساختار آريل
تحليل . برگان استبرگان و پهندهنده ليگنين سوزني

هاي  نيز تفاوت13C NMRناحيه آروماتيك طيف 
ناحيه آروماتيك . دهد را نشان ميELو MWL ساختاري 

، )C Ar-O( دارتوان به كربن آروماتيك اكسيژنرا مي
هاي و كربن) C Ar-C(هاي آروماتيك متراكم شده  نكرب

بندي نمود تقسيم) ppm 103-127(دار آروماتيك پروتون
)Guerra et al., 2008 .(تواند بيانگر دو قسمت آخر مي

در ) C-Cاتصالات (يك نوع تخمين از مقدار تراكم 
ناحيه آروماتيك . ساختار درشت مولكول ليگنين باشد

 زنجير جانبي و C1 شامل موقعيت )CAr-C(كربن -كربن
 اتصالات آروماتيكي كندانس شده شامل C5موقعيت 

اما محاسبه . فنيل استكوماران يا بيساختارهاي فنيل
گيري اين ناحيه سبب بروز درجه تراكم به وسيله انتگرال

هاي وسيله كربنگردد، زيرا اين ناحيه بهخطا مي
-آلدهيد هم يل در سينامCβساختارهاي بنزآلدهيدي و 

انتگرال اين ناحيه ). Lapierre et al., 1985 (پوشاني دارد 
 60/2 و 47/2 ترتيب بهEL و MWLهاي براي ليگنين

هاي  با تفريق اين مقادير از مقدار حداكثر كربن. است
، درجه ) موقعيت3( حلقه فنولي در حالت غيرمتراكم

آيد به دست مي 1/0 و 23/0 ترتيبتراكم دو ليگنين به
برگان به دليل وجود توام در مورد پهن). 2جدول (

اين روش ) G(وگواياسيل) S(ساختارهاي سيرينجيل 
در اين مورد بايستي از نسبت واحدهاي . پذير نيست امكان

) H( و پارا كوماريل الكل) G(، گواياسيل )S(سيرينجيل 
 براي محاسبه H:G:Sدر اين روش از نسبت . استفاده كرد

سپس مقدار نظري و مقدار . شوداستفاده مي CAr-Hنظري 
-CAr-H ) ppm 103گيري شده در ناحيه واقعي انتگرال

  . شوداز يكديگر تفريق مي) 127
هاي مختلف نشان   نتايج به دست آمده ازتجزيه و تحليل

دار كردن متيلاسيون   ي عاملها روشداد كه به كارگيري 
ناسب محصولات تواند سبب تفكيك م  و پروپيلاسيون مي

همچنين . تخريبي با منشاء مختلف با بازده مناسب شود
مقدار ساختارهاي غيرمتراكم در ليگنين تهيه شده با 

كاهش زمان . باشد   بيشتر ميMWLروش آنزيمي از روش 
ي گزيننده ها روشآسياب كردن چوب و به كارگيري 

استخراج با آنزيم سبب بهبود قابل ملاحظه ساختار 
  MWLستخراج شده در مقايسه با روش متداولليگنين ا

  .شود مي
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Abstract 
Chemical structures of different isolated lignins were elucidated to determine the uncondensed 

structures through DFRC degradation method. Milled wood lignin and the so called enzymatic 
lignin were isolated and degraded via a modified chemical oxidative-reductive DFRC procedure. In 
the modified method, the degraded products were functionalized with methylation, acetylation and 
propylation modification processes to exclude the uncondensed phenolic β-O-4, uncondensed α-O-4 
and uncondensed etherified β-O-4 groups. The subsequent characterization of the products by gel 
permeation chromatography and gas chromatography showed that mnzymatic lignin had more 
uncondensed structures compared with milled wood preparation which could be a consequence of 
less degradation during the isolation process. The data were further evaluated by quantitative 13C 
NMR and the calculation of degree of condensity. 
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