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  چكيده

ليگنين آنزيمي . در اين مطالعه از يك روش جديد براي جداسازي و تخليص ليگنين چوب صنوبر بوسيله آنزيم استفاده شد
 .از لحاظ ساختار شيميايي مورد مقايسه قرار گرفت )MWL(نين يعني روش يوركمنبدست آمده با روش متداول جداسازي ليگ

كمي به همراه آناليز اوليه مولكولي و توزيع وزن  NMRو  FT-IRها با استفاده از فنون طيف سنجي  مطالعه شيميايي ليگنين
در . دارد MWLتري نسبت به ليگنين  يار سالمها نشان داد كه ليگنين آنزيمي بدست آمده ساختار بس بررسي .مولكولي انجام گرفت

مقايسه با روشهاي متداول آنزيمي استخراج ليگنين استفاده از توالي آنزيمي به همراه كاهش زمان آسياب كردن سبب جداسازي 
  .  ليگنين بطور ملايم با تغييرات ساختاري اندك مي شود

  
  ين آنزيمي، استخراج، توالي آنزيميليگنين، ليگنين چوب آسياب شده، ليگن: هاي كليدي واژه

  
  مقدمه

ليگنين به عنوان فراوانترين پليمر طبيعي دنيا پس از 
سلولز، ساختار فوق العاده پيچيده اي دارد و هنوز به طور 

 Puls and)كامل مورد بررسي و ارزيابي قرار نگرفته است 

Schuseil 1993; Ikeda et al. 2002). 
سلولز و  از قبيلطبيعي، پليمرهاي  بعضي ازبرخلاف 

 پيوندهاي بين مونومريسازنده و  هاينشاسته، كه از واحد
يكساني تشكيل شده اند، ليگنين پليمري شبكه اي است 

هيدروكسي  -4كه از جفت شدن اكسايشي واحدهاي 
ليگنين چوب  .تشكيل شده است )سيناميل( فنيل پروپان

شكيل ت) g(از واحدهاي گواياسيل  سوزني برگان عمتاً
از  "شده است در حاليكه ليگنين پهن برگان عمدا

شكل ( مي باشد) g(و گواياسيل ) s(واحدهاي سيرينجيل 
اتصال فيزيكي و شيميايي بين ليگنين و پلي ). 1

ساكاريدهاي ديواره سلول، جداسازي آن را بطور سالم 
اين مساله، استفاده از . عملاً غير ممكن مي سازد

 جداسازي و را براي ر تخريبيهاي تخريبي يا غي روش
در . هاي ساختاري ليگنين بسيار مشكل كرده است بررسي

نتيجه، داشته هاي ما در مورد ساختار ليگنين به اطلاعات 
بدست آمده از مطالعات ساختاري شامل ارزيابي 

 Sederoff and Chang(ليگنين  هاي بيوسنتز مكانيسم

جدا سازي  و داده هاي مربوط به تحليل ليگنين )1991
 ;Adler and Hernestam 1955).شده محدود مي شود 

Lapierre et al.1985; Furuno et al. 2004)  
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مشكل اصلي در ارزيابي ساختار ليگنين، عدم توانايي 
جدا سازي آن بدون تغيير يا تخريب شيميايي آن در 
اولين تلاش براي تفكيك ليگنين بدون تغيير . است

انجام گرفت  1954ر سال دشيميايي توسط يوركمن 
كه در طي آن ليگنين از چوب به شدت آسياب شده 

اين ليگنين كه به . به كمك ديوكسان استخراج گرديد
 )MWL(ليگنين چوب آسياب شده نام آن 

(Milled Wood Lignin) اننده شد، به عنوان نماي داده
  .ليگنين واقعي چوب معروف شد
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 .ساختارهاي مختلف بررسي شده در ليگنين هاي تهيه شده. 1شكل 

  
نشان مي دهد كه  MWLمطالعات مفصل در مورد 

زمان به ميزان زيادي تحت تاثير   بازده استخراج ليگنين
 .Ikeda et al. 2002; Fujimoto et al(آسياب كردن است 

مطالعات نشان مي دهد كه آسياب از سوي ديگر، . )2005
سبب كاهش درجه پليمريزاسيون و تشكيل كردن 

گروههاي هيدروكسيل فنولي آزاد، از طريق گسست 
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كربونيل  - αآريل اتر و افزايش گروههاي  -βواحدهاي 
 .Ikeda et al)از طريق اكسيداسيون زنجير جانبي مي شود 

درصد با افزايش  50اگر چه بازده استخراج تا . (2002
 Lai and)است زمان آسياب كردن قابل دستيابي 

Sarkanen 1971) اما ،MWL  بدست آمده تا حدود زيادي
تخريب شده است و نمي تواند نماياننده ليگنين واقعي 

 .Gellerstedt and Northey 1989; Chang et al).باشد
1975; Hon and Glasser 1979; Holtman et al. 2004)  

افزايش مقدار گروههاي كربونيل  ،در حقيقت
(Bjorkman 1954, Chang et al.1975)  و گروه هاي

 Chang)هيدروكسيل فنولي به همراه كاهش وزن مولكولي 

et al.1975)  و گسست واحد هايβ-  آريل اتر
(Gellerstedt and Northey 1989) آسياب كردن  براثر

تلاشهاي ديگر براي بهبود . شديد چوب حاصل مي شوند
تار آن، به تخريب فرايند جداسازي ليگنين بدون تغيير ساخ

گزيننده پلي ساكاريدها بوسيله آنزيم هاي سلولاز  و تهيه 
. منجر گرديد(Cellulytic Lignin) (CEL)ليگنين سلوليتيك 

اما اين ليگنين حاوي مقدار قابل ملاحظه اي كربوهيدارت 
سلولز، . (Chang et al. 1975)بصورت ناخالصي است 

ش هاي تركيب عمده پلي ساكاريدي چوب، از بخ
كريستالي و آمورف تشكيل شده و تا حدودي در برابر 

مقاوم است ) بخصوص بخش كريستالي(تخريب آنزيمي 
(Walker and Wilson 1991) . آنزيمهاي مخرب سلولز يا

مجموعه اي پيچيده از پروتئين هايي  داراي سلولازها،
هستند كه توانايي تخريب بخش خاصي از پيوندهاي 

سلولاز هابه سه دسته عمده . هستند گليكوزيدي را دارا
 :تقسيم مي شوند

 :EC)گلوكاناز - β -1،4اندوگلوكانازها يا اندو

 - βو  (EC: 3.2.1.91)، سلوبيوهيدرولازها (3.2.1.4
اندوگلوكانازها سبب . (EC: 3.2.1.21)گلوكوزيدازها 

تخريب بخش آمورف زنجير سلولزي مي شوند و 

لولز را هيدروليز سلوبيوهيدرولازها بخش كريستالي س
 ;Esterbauer et al. 1991; Goyal et al. 1991)كنند  مي

Rabinovich et al. 2002a ) . نمودار فعاليت آنزيم هاي
  .نشان داده شده است 2مختلف در شكل 

بوسيله آنزيمهاي تجاري  CELدر حال حاضر ليگنين 
 .Ikeda et al).تهيه مي گردد  (EC: 3.2.1.4)اندوسلولاز 

2002; Wu and Argyropoulos 2003; Holtman et al. 
2004; Hu et al. 2006)  

بخش آمورف سلولز  در فعاليت عمده اندوسلولاز
مي  ، و بخش كريستالي تا حدودي در برابر آن پايداراست
بنابراين مي توان انتظار داشت كه  .(Wood 1991)باشد

 ليگنين تهيه شده با اين آنزيم داراي ناخالصي از نوع
به نظر مي ). Holtman et al. 2004(كربوهيدارت باشد 

رسد كه كاهش زمان آسياب كردن و استفاده از يك توالي 
آنزيمي با عملكرد تجزيه تدريجي بخشهاي مختلف زنجير 
 ،پلي ساكاريدي، مي تواند ضمن افزايش بازده استخراج

خلوص ليگنين را بالا ببرد و سبب تهيه يك ليگنين عاري 
بكارگيري چنين شيوه اي مي تواند . هيدارت گردداز كربو

ضامن آزاد سازي ليگنيني شود كه ازنظر ساختاري، بيشتر 
اما اين خطر وجود . شبيه ليگنين موجود در چوب است

به . دارد كه ليگنين بدست آمده به پروتئين آلوده گردد
همين منظور استفاده از يك روش تخليص آنزيمي به 

يي ملايم مي تواند آلودگي حاصل همراه يك روش شيميا
  . را به حداقل برساند

بهينه سازي  و MWLهدف از اين مطالعه تهيه ليگنين 
يك روش آنزيمي براي جداسازي ليگنين با بازده و 
خلوص بالا از چوب صنوبر با تغييرات ساختاري اندك 

 .هاي شيميايي است براي ارزيابي
 مقايسه وآناليز ساختاري ليگنين هاي بدست آمده 

و  MWLروشهاي متداول تهيه نتايج آن با نتايج حاصل از 
CEL بطور مفصل انجام خواهد شد .  



  105   2، شمارة 23دوفصلنامة تحقيقات علوم چوب و كاغذ ايران، جلد 

O

OHHO
O

OOH

O

OHOH

OH

O

O

OH

HO

O

O

O

OHHO
O

OHO

O

OHOH

HO

O

O

OH

OH

O

OH

n

n

O

OH

OH

OH

O

O

OH

OH

OH

O

O

OH

OH

OH

O

n
Endocellulase

O

OH

OH
OH

OH

O

O

OH

OH

OH

OH

Exocellulase

Cellulose

Cellubiose

O

OH

OH
OH

OH

OH

beta-glucosidase

Glucose

Cellulose

H

OH

H

O

OH

O

H

H

OH

O

H
H

H

OH
OH

H OH

H

H

O

LIG
NIN Xylanase

  
  فعاليت اختصاصي آنزيم هاي سلولاز مورد استفاده در تحقيق. 2شكل 

  
  مواد و روشها

  مواد
  ماده اوليه چوبي

ليگنين از چوب  و تهيه براي جداسازي
به دليل ) سال 15-10با سن ( )Popolus nigra(وبرصن

اهميت آن در فرايندهاي كاغذسازي و غالب بودن اين 
  .گونه در ايران استفاده مي شود

  آنزيم ها  -1-2

آنزيمهاي تجاري با توانايي هيدروليز سلولز براي 
تفكيك و خالص سازي ليگنين مورد استفاده قرار مي 

  Esterbauer).گيرد
et al. 1991; Higuchi et al. 1985; Chang et al. 1975; 

Ibarra et al. 2004) 
  :براي اين منظور از آنزيم هاي زير استفاده مي گردد

 :EC)زايلاناز  -β-1،4زايلاناز خالص بعنوان  )1
3.2.1.8)  

 (EC: 3.2.1.4)سلولاز بعنوان اندوگلوكاناز  )2
 (EC: 3.2.1.91)سلولاز بعنوان آگزوسلولاز  )3
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4( β - از بعنوان گلوكوزيداز گلوكوزيد(EC: 
3.2.1.21) 

 Sabistilinپروتئاز قليايي  )5
  

  روشها
  جداسازي ليگنين

) MWL )Bjorkman 1954هاي  در حال حاضر ليگنين
ها براي  متداولترين ليگنين )CEL )Chang et al. 1975و 

در اين مطالعه علاوه بر . مطالعات ساختاري هستند
ده آنزيمي براي از يك روش اصلاح ش ،روشهاي موجود

روش هاي ديگري براي . استخراج ليگنين استفاده مي شود
 EAL )Enzymaticاستخرج ليگنين مانند روش 

Acidolysis Lignin) (Wu and Argyropoulos 2003 (
  .نيز معرفي شده است ولي عموميت كمتري دارد

  
  MWL تهيه

MWL  بر اساس روش ارائه شده توسطLawther  و
در اين روش . جدا سازي مي شود )1996(همكاران 

 20چوب صنوبر بوسيله آسياب معمولي خرد و از الك 
 48سپس بوسيله استون به مدت . شود مش عبور داده مي
 توپيچوب بوسيله آسياب  آرد. گردد ساعت استخراج مي

ليتري به همراه  5هفته در يك مخزن  يكبه مدت 
وب خرد چ. هايي از جنس آلومينا آسياب مي گردد گلوله

 ,96:4)آب  :ديوكسان محلول شده در مرحله بعد توسط

10ml/g)  ساعت استخراج مي شود 2×24مرحله  2طي .
پس از تفكيك محلول بوسيله سانتريفوژ، آنرا تغليظ و 
بوسيله خشك كن انجمادي خشك مي شود تا ليگنين خام 

 . )3شكل ( بدست آيد
  

 CELليگنين تهيه 
) ساعت 48( ب توپيبوسيله آسيا چوب آسياب شده

  : )3شكل ( شود هاي زير تيمار مي بوسيله توالي آنزيم
  

  : زايلاناز
 ,ml, pH: 5.5 800)گرم چوب  در بافر استات  40

50mM) گرم آنزيم  4مي شود و سپس مقدار  تيمار
به آن اضافه مي شود و تحت  ) U/g 2500 ( زايلاناز

 :شرايط زير در انكوباتور گذاشته مي شود
 48 h, 50 ˚C, 150 rpm  

  : اندوگلوكاناز
 ماده مرحله قبل، محلولپس از سانتريفوژ كردن ماده 

جامد باقيمانده توسط آنزيم اندوگلوكوناز تحت شرايط 
  :زير تيمار مي شود

pH: 4.9, 50 mM, 48 h, 50 ˚C   
  : تيمار آگزوسلولاز

پس از سانتريفوژ، ماده جامد از مرحله قبل تحت 
تحت شرايط زير  آنزيم آگزوسلولاز شرايط زير بوسيله

  :تيمار مي شود
pH: 5, 48 h, 50mM , 50 ˚C  

 : تيمار گلوكوزيداز
به ترتيب فوق عمل كرده و عمليات تيمار تحت 

  :مي گيردشرايط زير انجام 
pH: 5, 50mM, 48 h , 37 ˚C  

  
  خالص سازي ليگنين

بر اساس  "هاي خالص سازي ليگنين عمدتا روش
. شود انجام مي Bjorkman (1954)ه توسط روش ارائه شد

در اين مطالعه علاوه بر روش فوق از يك روش اصلاح 
  .)3شكل ( شده نيز براي تخليص ليگنين استفاده مي شود

  
MWL  

، ليگنين خام در MWLبراي خالص سازي ليگنين 
س محلول پدرصد حل مي شود و س 90اسيد استيك 

لص رسوب خا MWLحاصل به اتر اضافه مي گردد تا 
  . كند

  
 CELليگنين  - 2-2-2
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خالص سازي ليگنين هاي بدست آمده جامد بعد از 
تيمارهاي آنزيمي بوسيله تركيبي از روش هاي زير انجام 

  : مي شود
تيمار با پروتئاز و بافر كربنات : تيمار پروتئاز قليايي

  :گيرد انجام ميتحت شرايط زير

24 h ،˚C 37 ،:9 pH  
و بخش نامحلول شده ژ محلول حاصل سانتريفو

محلول بدست آمده پس از سانتريفوژ . بازيابي مي شود
اسيدي و بخش جامد ته نشين  pH 2 :تا   HClبوسيله

  . (Cellulytic  Lignin)شده بازيابي مي گردد 

ليگنين بدست آمده از مرحله  :تيمار شيميايي ملايم
تيمار  NaOHو  )DMAc(يل استاميد متقبل بوسيله دي 

  . تا ناخالصي كربوهيدرات از آن تفكيك شود  دمي شو
به  C60˚يل استاميد در دماي متنمونه ليگنين در دي 

 DMAcپس محلول س. مي شود همزدهساعت  1مدت 
درون دي اتيل اتر رسوب داده مي شود و سانتريفوژ 

  . گردد مي
 Mپس از سانتريفوژ كردن، ليگنين دوباره در محلول 

ه مدت يك ساعت تيمار سود در دماي محيط ب 5/0
محلول حاصل اسيدي مي گردد تا ليگنين ته . شود مي

  . نشين شود

 Xylanase 168h
 Endocellulase dioxane

 Beta-glucosidase 
 Protease

CEL Cellulytic enzyme lignin
REL Residual enzymatic lignin
MWL
MWR
CL

NaOH extraction

Cellulose- lignin fraction

MWR

Protease
Hydrolyzate

pH 2.5

Extractive-free wood meal

Milled wood lignin
Milled wood residue

(crude)

1. DMAc/LiCl extraction

rotary ball milled48h

MWL

 Exoglucanase 

CL

MWL

1. Acetic Acid (90%)

2. Precipitate into ether

CL

pH 2.5

CEL-4

DMAc Purified

2. Precipitate into ether

Dioxane

  
 CELو    MWLهاي   جداسازي و تخليص ليگنين مراحل. 2شكل 

  
  

 تركيب قندي، عناصر پايه و گروه هاي متوكسيل  آناليز 
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بر اساس روش  ها مقدار ناخالصي قندي نمونه
Blakeney  گروههاي . مي شود نتعيي )1983(و همكاران

 C-NMR 13متوكسيل، كربونيل و هيدروكسيل بوسيله 
  . گردندمشخص و تعيين مي 

  FTIR  طيف سنجي
براي تعيين خلوص ليگنين مورد   FTIR طيف سنجي

ناخالصي هاي  FTIRو بوسيله  استفاده قرار مي گيرد
 ;Ralph 1991) تشخيص داده مي شودقندي و پروتئيني 

Faix 1992; Vazqueze et al. 1997)  
شود  استفاده مي KBrهاي  در اين مورد از روش قرص

و نمونه هاي جامد ليگنين براي اين منظور پودر 
  .گرديدند

  CNMR 13كمي  طيف سنجي
براي 1H-NMR   و  13C-NMR فنون طيف سنجي از

مقدار گروه هاي عاملي مختلف و و تعيين كمي كردن 
 Martinez)ي شودمقايسه ساختار ليگنين ها استفاده م

1999; Holtman et al. 2004).  
ها بوسيله دستگاه  ليگنين CNMR 13 آناليز كمي

BRUKER 400 MHz گرم  0.3در هر مورد . انجام گرديد
. حل گرديد DMSO-d6ميلي ليتر  0.25نمونه ليگنين در 
:  اي زير انجام گرفت تحت شرايط دورهعمليات اسكن 

 1.4) جمع آوري داده(كن درجه، زمان اس 90پهناي پالس 
اسكن بر  10000در كل تعداد . ثانيه 7ثانيه و دوره تاخير 

هاي ليگنين  در كل نمونه .ها انجام گرديد روي نمونه
MWL، CEL هاي استيله شده آنها مورد تحليل  و نمونه

  .قرار گرفتند
  )GPC(كروماتوگرفي تراوش ژلي 

بالا بردن  قبل از انجام عمليات كروماتوگرفي، به منظور
تتارا هيدرو ( THFميزان حل شدن نمونه ليگنين در حلال 

در عمليات استيلاسيون مقدار .ها استيله شدند نمونه) فوران
گرم ليگنين به مدت يك شبانه روز در دماي محيط  3/0

تيمار ) v/v 1:1(پيريدين/بوسيله مخلوط انيدريد استيك

–ن متانول سپس انيدريد اضافي بوسيله اضافه كرد. گرديد
پس از . آب يخ تخريب مي شود تا واكنشها متوقف شوند

ميلي بار تا حد خشك، جامد  10تبخير حلال در فشار 
اين فرايند . باقيمانده در تولوئن حل و مجدد تبخير گرديد

با اين روش انيدريد اضافي بوسيله تقطير . بار تكرار شد 3
له اضافه تولوئن باقيمانده بوسي. آزوتروپيك حذف مي شود

اين روش امكان . كردن متانول و تبخير حذف گرديد
  .بازيابي كامل نمونه را فراهم مي آورد

براي اندازه گيري توزيع وزن مولكولي ليگنين تهيه 
. استفاده شد Gel Permeation Chromatographyشده از 

نمونه . استفاده گرديدTHF براي حل كردن نمونه از حلال 
براي . حل گردد THFر كامل در ليگنين بايستس بطو

لذا . مهيا نيست "ليگنين هاي مختلف اين شرايط كاملا
GPC  ليگنين تنها بعد از آماده سازي نمونه بوسيله

اندازه . استيلاسيون يا متيلاسيون نمونه انجام پذير است
 Agilent 1100 seriesگيري در دستگاه كروماتوگرافي 

 divinylايرن ستون از جنس پلي است.انجام گرديد

benzene دتكتور  .بودRID  ميلي ليتر  1و سرعت جريان
    .بر دقيقه بود

  
  و بحث تايجن

ليگنين هاي تهيه شده در  اوليهنتايج مربوط به آناليز 
همانطور كه مشاهده مي . نشان داده شده است 1جدول 

شود بازده و خلوص ليگنين آنزيمي بسيار بيشتر از ليگنين 
پايين بودن مقدار نيتروژن دليلي .استچوب آسياب شده 

 .به پروتئين آنزيم است  CELبر عدم آلودگي نمونه 
بيشتر بودن مقدار هيدروژن نيز نشان دهنده كمتر بودن 
تراكم در ليگنين آنزيمي نسبت به ليگنين چوب آسياب 

 . شده است
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 ليگنين هاي تهيه شدهاوليهآناليز.1جدول
 

MWL CEL
26.5 81.8 )٪(بازده
89 95.4 )ن قابل حليگنيل+كلازون(خلوص
8.3 2.9  )٪(درات يكربوه

59.1 55.6 )٪(كربن
6 6.2  )٪(هيدروژن

34.7 38  )٪(اكسيژن

<0.5 <0.5  )٪(نيتروژن

0.26 0.14  )فنولي(هيدروكسيل 

1.53 1.5  )آليفاتيك(هيدروكسيل 

0.04 0.06 كربونيل
C9H8.13O3.08(OCH3)1.63 C9H8.87O3.78(OCH3)1.84  فرمول مولكولي)C9( 

215.9 234.4  C9وزن مولكولي واحد 

  
  توزيع وزن مولكولي

نشان داده  4توزيع وزن مولكولي ليگنين ها در شكل 
ها در جدول  پيك طيفنتايج كمي مربوطه در  .شده است

همانطور كه ملاحظه مي شود  .نشان داده شده است 2
مي داراي وزن مولكولي بيشتري نسبت به ليگين آنزي

اين مسئله مي تواند به علت . ليگنين آسياب شده است
در واقع استفاده . تخريب كمتر در فرايند تهيه ليگنين باشد

از يك سيستم تجزيه تدريجي و ملايم سبب تخريب كمتر 
در كل هر دو ليگنين داراي جزء هاي  .در ليگنين مي شود

وزن . و وزن مولكولي زياد هستندبا وزن مولكولي كم 
 MWLهاي  مولكولي ليگنين در نقطه حداكثر كروماتوگرام

در مورد ليگنين . است 9100و  4900بترتيب  CELو 
CEL بالا بيشتر از هاي با وزن مولكولي  فراواني بخش

اجزاي با وزن مولكولي پايين است در حاليكه در مورد 
مولكولي پايين  هاي با وزن فراواني بخش MWLليگنين 

طرف هم مي تواند نشان  اين مسئله از يك  .بيشتر است
دهنده موثر بودن فرايند آنزيمي بكار برده شده در 

استخراج ليگنين و از سوي ديگر توانايي آن در حفظ 
ساختار ليگنين با تخريب كمتر باشد كه عمدتا ناشي از 

زن بالا بودن و .وب باشدپايين بودن زمان آسياب كردن چ
مي تواند دليلي براي بيشتر بودن   CELمولكولي ليگنين 

درجه  . باشدβ-O-4 واحد ساختاري عمده ليگنين يعني
 MWLبسيار بيشتر از ليگنين  CELبسپاشيدگي ليگنين 

است كه اين مساله نشان دهنده يكنواخت بودن بيشتر 
بالا بودن . از لحاظ وزن مولكولي است MWLليگنين 

به دليل دامنه وسيع  CELنين درجه بسپارش ليگ
هاي مختلف و اختلاف بيشتر وزن مولكولي  بخش
اين . هاي سبك باشد هاي سنگين تر نسبت به بخش بخش

سازي بكار برده شده  خالص مساله نشان مي دهد كه روش
 اثر چنداني در حذف ساختارهاي CEL در تهيه ليگنين

ن روش البته موثر بود. ندارد شده ليگنين استخراج كوچك
هاي مختلف  زي در تخليص ليگنين از آلودگيخالص سا

هاي بعدي مورد بحث قرار  در بخش) قندي، پروتئيني(
  .خواهد گرفت
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  MWLو   CELكروماتوگرام توزيع وزن مولكولي ليگنين هاي . 4شكل
  

  تهيه شده CELو  MWLنتايج مربوط به وزن مولكولي ليگنين  -2جدول 
CELMWL 

Mn5.106*1033.7860*103g/mol 
Mw9.119*1034.9197*103g/mol  
Mz1.699*1036.6894*103g/mol  

D=Mw/Mn 1.76 1.3   
  

  CNMR 13آناليز كمي 
 CELو  MWLهاي  كمي ليگنين  CNMR 13هاي طيف

نشان  6و  5در حالت عادي و استيله شده در شكل هاي 
در  ها طيف هاي مختلف ارزيابي كمي پيك. اند داده شده
  .بيان شده است 6تا  3جداول 

تحليل داده ها و محاسبه واحد هاي ساختاري و 
نشان  7در جدول  نيز گروههاي عاملي مختلف ليگنين ها

نتايج ارائه شده در تمام جدولها بصورت  .داده شده است
 .تعداد واحدها به ازاء هر حلقه آروماتيكي بيان شده است

نشان داده  6ول در شكل ساختارهاي مورد اشاره در جدا
در محاسبه كمي گروههاي عاملي و ساختارهاي  .شده اند

بعنوان ناحيه  ppm102-162ليگنين انتگرال دامنه 
  . شدآروماتيكي بعنوان مبنا در نظر گرفته 
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  ليگنين چوب آسياب شده معمولي و استيله شده 13CNMRهاي  طيف. 5شكل 
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  آنزيمي معمولي و استيله شدهليگنين  13CNMRهاي  طيف -6شكل 
no. spectroscopic range amount assignment 
1 196-193 0.02 C=O in ll and Vlll   
2 175-168 0.05  aliphatic COOR   
3 168-166 0.06  conjugated COOR   

4 157-151 0.69 

C3,5 in etherified s units 
C3,5 in etherified Xlll 
C3 in etherified XlV 
Cα in Vlll, C4 in  conjugated CO/COOR g units  
C3,6 in V of g units, C3,5 in V of s units  

5 150.5-149.5 0.15 C3 in noncondensed g units  

6 113-110 0.34 C2 in g units 

7 110-101 0.49 C2,6 in s units 
C2,6 in Xlll   

8 90-83 0.65 
Cβ in l and ll (Cα' in V with β -O-4) 
Cα in lll 
Cα in lV  

9 75-70 0.51 
Cα in l 
Cα in Vl 
Cγ  in lV, C in carbohydrates   

10 66-62 0.22 

Cγ  in V 
Cγ  in Vl 
Cγ  in lll 
Cα  in X  

11 57-54 1.72  -OCH3 

12 54-53 0.11 Cβ in lll  
Cβ in lV  

13 30-28.5 0.02 Cβ  in Xll 
cluster 

1 220-210 0.01  nonconjugated C=O   
2 200-190 0.40  conjugated C=O   

3 162-142 1.80 

C4 in h units 
C3,5 in s units 
C3,4 in g units (except Xlll) 
C3,5 in Xlll,  
C3,6 in V of g units,  
Cα in Vlll 

4 127-103 2.53  CAr-H   
5 90-58 3.24  Alk-O-, Cβ in V  
6 90-77 0.50  Alk-O-Ar, α-O-Alk   
7 77-65 0.77  γ -O-Alk, OHsec   
8 65-58 0.66 OHprim + Cβ in V  
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 استيله شده MWLكمي شده ليگنين  13CNMRداده هاي  -4دول ج

no spectroscopic range amount assignment 

1 200-196 0.01 α-C=O exept ll 

2 196-193 0.03 C=O in ll and Vlll   

3 193-190 0.01 Cα in lX 

4 182.5-180 0.01 C4 in V of g units   

5 177.5-175 0.02 C4 in V of s units   

7 171.6-170.4 0.83 primary aliphatic OH   

8 170.4-169.5 0.70 secondary aliphatic OH   

9 169.5-168.5 0.26 phenolic OH, conjugated COOR   

12 158-156 0.03 C4 in etherified h units   

17 149-144.5 0.10 C4 in etherified h units  except Xlll  conjugated g 
units   

18 144.5-142 0.03 C3 in lll, C4 in conjugated etherified s units 
C4 in conjugated Xlll 

21 114-110 0.34 C2 in g units   

22 110-101 1.00 C2,6 in s units, C2,6 in Xlll  

23 87-85.5 0.04 Cα in lll   

24 60-58 0.01 C γ  in Xl 

25 57-55 1.69  -OCH3   

26 54-52.5 0.09  Cβ in lV 

27 50.5-48 0.05  Cβ in Vl, Cβ in lll 

clusters 

1 200-210 0.01 nonconjugated C=O   

2 200-190 0.40 conjugated C=O   

3 162-142 1.62 

C4 in h units 
C3,5 in s units 
C3,4 in g units (except Xlll) 
C3,5 in Xlll,  
C3,6 in V of g units,  
Cα in Vl 

4 127-103 2.53 CAr-H   

5 90-58 2.30 Alk-O- 

6 90-77 0.52 Alk-O-Ar, α-O-Alk   

7 77-65 0.77 γ -O-Alk, OHsec   

8 65-58 1.01 OHprim   
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  CELكمي شده ليگنين  13CNMRهاي  داده -5جدول 

no spectroscopic range amount assignment 
1 196-194 0.03 C=O in ll and Vlll   

2 175-165 0.09 aliphatic COOR 

3 164-162 0.06 conjugated COOR 

4 157-151 0.91 

C3,5 in etherified s units 
C3,5 in etherified Xlll 
C3 in etherified XlV 
Cα in Vlll, C4 in  conjugated CO/COOR g units  
C3,6 in V of g units, C3,5 in V of s units 

5 151-149 0.18 C3 in noncondensed g units  

6 112-111 0.23 C2 in g units

7 110-101 0.71 C2,6 in s units 
C2,6 in Xlll   

8 90-83.5 0.83 
Cβ in l and ll (Cα' in V with β -O-4) 
Cα in lll 
Cα in lV Fα

9 75-70 0.78 
Cα in l 
Cα in Vl 
Cγ  in lV, C in carbohydrates   

10 66-62 0.27 

Cγ  in V 
Cγ  in Vl 
Cγ  in lll 
Cα  in X   

11 57-55 1.79 -OCH3 

12 54-52 0.1 Cβ in lll  
Cβ in lV   

13 30-20 0.12 -CH3 and CH2 in saturated aliphatic chain 
cluster 

1 220-210 <0.01 nonconjugated C=O   
2 200-190 0.11 conjugated C=O   

3 162-142 1.89 

C4 in h units 
C3,5 in s units 
C3,4 in g units (except Xlll) 
C3,5 in Xlll,  
C3,6 in V of g units,  
Cα in Vlll

4 127-103 2.69 CAr-H 
5 90-58 0.47 Alk-O-, Cβ in V  
6 90-77 0.82 Alk-O-Ar, α-O-Alk  
7 77-65 1.05 γ -O-Alk, OHsec   
8 65-58 0.92  OHprim + Cβ in V   
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  استيله شده CELكمي شده ليگنين  13CNMRداده هاي  -6جدول 
no. spectroscopic range amount assignment 

1 171.6-170.4 0.90 primary aliphatic OH   

2 170.4-169.5 0.60 secondary aliphatic OH   

3 169.5-168.5 0.20 phenolic OH, conjugated COOR  
4  158-156   0.03  C4 in etherified h units   

5 149-144.5 0.11 C4 in etherified h units  except Xlll  
 conjugated g units   

6 144.5-142 0.04 C3 in lll, C4 in conjugated etherified s units 
C4 in conjugated Xlll  

7 114-110 0.36 C2 in g units   
8 110-101 0.76 C2,6 in s units, C2,6 in Xlll  
9 87-85.5 0.04 Cα in lll   

10 60-58 0.54 C γ  in Xl 
11 58-56 1.79 -OCH3 
12 54-52.5 0.09 Cβ in lV 
13 50.5-48 0.05 Cβ in Vl, Cβ in lll

cluster 
1 220-210 <0.01 nonconjugated C=O   
2 200-190 0.11 conjugated C=O  

3 162-142 1.65 

C4 in h units 
C3,5 in s units 
C3,4 in g units (except Xlll) 
C3,5 in Xlll,  
C3,6 in V of g units 
Cα in Vl 

4 127-103 2.69 CAr-H   
5 90-58 4.17 Alk-O- 
6 90-77 0.82 Alk-O-Ar, α-O-Alk   
7 77-65 1.00 γ -O-Alk, OHsec   
8 65-58 0.89 OHprim   
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 CELو  MWLي واحدهاي ساختاري و گروههاي عاملي ليگنين هاكمي محاسبه  -7جدول 
 

تعداد ساختار به ازاء واحد
 آروماتيكي

CEL MWL 

 ساختار محاسبه

0.03 0.03 (I196-193)na α-CO/β-O-4 (ll) 
0.01 
0.02 

0.01 
0.02 

(I 182.5-180)= Vg 
(I 177.5-175)=Vs Spirodienone structures (V) 

0.03 
0.04 

0.03 
0.04 

((I 55-52.5)na – llV)/2 
(I 55-52.5)ac /2 pino/syringyresinol (lV) 

0.04 0.04 (I 87-85.5)ac Phenylcoumaran (llV) 

0.01 0.01 (I 50-48)ac -  llV β -1 (Vl) 

0.08 0.13 (I 145-141)na- llV 5-5 َ (XlV) 

0.61 0.49 (I 74-71)na- Vl- lV – 3 
carbohydrates β-O-4/α -OH (l) 

0.22 0.14 (I 64.5-62)na-  llV - Vl- V Ar-CH2OH structures (X) 

0. 72 0.53 (I 90-83.5)na –  llV - lV β-O-4 total 

0.4 0.07 (I 77-65)- OHsec γ -O-4 total 

0.73 0.39 (I 90-77)-lV-V(×2) Alk-O-Ar 

0.14 0.26 (I 169.5-168.5)ac-COOR conj Phenolic OH 

1.64 1.79 (I 171.6-168.5) total OH 

2.72 2.32 (I 100-45)-OMe-5.5(carb%)+ 
(I 174-165)na+(I 210-190) Side chain 

0.56 0.59 (I 106-100)ac : 2-Vs s 

0.36 0.33 (I 113-111)ac+Vs g 

8:36:56 8:33:59 g=1-s-h h:g:s (100% base) 

0.22 0.43 [3g+2(s+h)]- (I127-103) Degree of condensation 

0.86 0.71 1- OHph-V etherified total 

0.46 0.42 Total s –PhOHs-Vs s-etherified 

0.27 0.24 Total g –PhOHg-Vg g-etherified 

0.18 0.15 (I 151-149)na g-etherified noncondensed 

0.13 0.15 get-(I 149-143)ac 4-O-5?et (Xlllet)   
  
 1ساختارهاي مورد اشاره در جدولها در شكل تمام  

  .اند نمايش داده شده
آنزيمي از لحاظ محاسبات نشان مي دهد كه ليگنين 

ساختاري بسيار سالم تر از ليگنين چوب آسياب شده 
كه جزء اصلي  β-O-4بطور مثال مقدار گروههاي . است
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و در  72/0تشكيل دهنده ليگنين است در ليگنين آنزيمي 
). 7جدول . (مي باشد 53/0ليگنين چوب آسياب شده

آريل اتر واحد عمده تشكيل - βگليسرول -ساختار آريل
بنابراين . يگنين سوزني برگان و پهن برگان استدهنده ل

. بالا بودن مقدار آن دليلي بر سالم تر بودن ليگنين است
اين نتايج با نتايج بدست آمده از كروماتوگرافي تراوش 

داراي متوسط  CELژلي سازگار است كه در آن ليگنين 
مقدار . است MWLوزن مولكولي بيشتري نسبت به 

ي واحد ساختاري فنيل پروپان از هاي زنجير جانب كربن
محاسبات كمي نشان مي دهد كه اين . است 3لحاظ نظري 

 MWLو در ليگنين  2.72در حدود  CELمقدار در ليگنين 
ملاحظه مي شود كه اين مقدار در . است 2.32در حدود 

از . است MWLليكنين آنزيمي مقدار بيشتري نسبت به 
ساختار ليگنين  آنجاييكه آسياب كردن شديد سبب تخريب

و ايجاد واكنشهاي تراكمي مي گردد، ملاحظه مي شود كه 
بسيار بيشتر  0.47با مقدار  MWLمقدار تراكم در ليگنين 

بنابراين مي توان نتيجه . است) CEL  )0.31از ليگنين 
گيري نمود كه كاهش زمان آسياب كردن و بگارگيري 

تر روشهاي گزيننده آنزيمي سبب وارد آمدن تخريب كم
مقدار . به ساختار ليگنين در طي استخراج مي شود

- ppm 54در ناحيه   MWLگروههاي متوكسيل ليگنين 
عدد به ازاء  هر حلقه آروماتيك بدست  1.69، 57
، در حدود CELاين مقدار براي ليگنين ). 3جدول (آمد

 .است كه مقدار بسيار بيشتري را نشان مي دهد 1.79
) ppm 190-200(يلتحليل ناحيه گروههاي كربون

. دهد اختلافهاي دو نوع روش استخراج را بيشتر نشان مي
 CELو  MWLهاي  مقدار كلي اين ساختارها براي ليگنين

 ppmبطور خاص سيگنال. بدست آمد 0.11و  0.4بترتيب 
متعلق به اتمهاي كربن گرو كربونيل در سينامل  193-196

ر د) D( β-O-4كربونيل واحدهاي -αو ) L( آلدهيد
به ازاء هر  03/0در حد مشابه  CELو  MWLهاي  ليگنين

- αهمچنين ساختارهاي . باشد حلقه آروماتيك مي
فقط ) ppm 190-192 در α-Cرزنانس ) (M(آلدهيدي 

). 3جدول ( مشاهده گرديد 03/0و به مقدار   MWLدر 
كربونيل نشان دهنده احتمال وقوع -αوجود ساختارهاي 

 Holtman et( اب كردن استاكسيداسيون طي فرايند آسي

al. 2004( . همچنين وجود ساختارهاي بنزآلدهيدي نشان
مي دهد كه فرايند آسياب كردن نه تنها سبب اكسيداسيون 
زنجير جانبي مي شود بلكه سبب تخريب ساختاري نيز 

تحليل . اگرچه وجود اين ساختارها ناچيز است. مي گردد
اي ساختاري نيز تفاوته 13CNMRناحيه آروماتيك طيف 

MWL وCEL ناحيه آروماتيك را مي . را نشان مي دهد
هاي  ، كربن)C Ar-O(توان به كربن آروماتيك اكسيژن دار

و كربن هاي آرماتيك ) C Ar-C(آروماتيك كندانس شده 
 تقسيم بندي نمود) ppm 103-127(دار  پروتون

)Capanema et al. 2005(.  دو قسمت آخر مي تواند
در ) C-Cاتصالات (تخمين از مقدار تراكم بيانگر يك نوع 

ناحيه آروماتيك . ساختار درشت مولكول ليگنين باشد
زنجير جانبي و  C1شامل موقعيت ) CAr-C(كربن-كربن

اتصالات آروماتيكي كندانس شده شامل  C5موقعيت 
اما . باشد) T(يا بي فنيل) E(ساختارهاي فنيل كوماران 

گرال گيري اين ناحيه محاسبه در جه كندانس بوسيله انت
سبب بروز خطا مي گردد زيرا اين ناحيه بوسيله كربن 

آلدهيد  در سيناميل  Cβهاي ساختارهاي بنزآلدهيدي و 
استفاده از ناحيه . ) Holtman et al. 2004( همپوشاني دارد

براي تعيين )  ppm 103-127(آروماتيكي پروتون دار 
. ي دارددقت بيشتر در سوزني برگان  درجه كندانس

 CELو  MWLانتگرال اين ناحيه براي ليگنين هاي 
با تفريق اين مقادير از مقدار . است 2.69و  2.53بترتيب 

 3(در حالت غير كندانس حلقه فنليهاي  حداكثر كربن
 0.31و  47/0درجه كندانس دو ليگنين بترتيب  ،)موقعيت

در مورد پهن برگان به دليل  ).7جدول ( آيد بدست مي
وام ساختارهاي سيرينجيل وگواياسيل اين روش وجود ت
در اين مورد بايستي از نسبت واحدهاي . پذير نيست امكان

) h( و پارا كوماريل الكل) g(، گواياسيل )s(سيرينجيل 
براي محاسبه  h:g:sبت در اين روش از نس. استفاده كرد
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مقدار  و مقدار نظريسپس . شود استفاده مي CAr-Hنظري 
-CAr-H  )ppm 103ل گيري شده در ناحيه واقعي انتگرا

-CArمقادير  ).7جدول (از يكديگر تفريق مي گردند) 127

O   وCAr-C هاي   وجود سيگنال را به دليلs-4  در ناحيه
ppm 134-138   و همپوشاني باCAr-C   همانند ليگنين

انتگرال . سوزني برگان به راحتي نمي توان محاسبه نمود
) MWL )1.62يگنين استيله شده ل ppm 142-162ناحيه 

در گروههاي  C-4به دليل جابجايي ) CEL )1.89و 
بديهي . هيدروكسيل واحدهاي گواياسيل كاهش مي يابد

 ppm 142-162است كه اختلاف بين مقدار انتگرال ناحيه 
استيله نشده و استيله شده  CELو  MWLهاي  در ليگنين

ي گواياسيل بترتيب بيانگر گروههاي هيدروكسيل واحدها
)g-OH (با انتگرال ناحيه . استppm 144-148  در طيف

Ac-MWL  وAc-CEL  4مي توان مقدار واحدهاي-O-5 
و  15/0را محاسبه نمود كه براي هردو ليگنين بترتيب 

  ).7جدول (است 13/0
بوسيله انتگرال ) E(مقدار ساختارهاي فنيل كوماران 

هر دو ليگنين  در ليگنين استيله شده ppm 85.5-87 ناحيه
 ppm48-50 انتگرال ناحيه. است) 04/0(در حد مشابهي 

طيف استيله شده هر دو ليگنين شامل واحدهاي فنيل 
در هر ) J( β-1در نهايت مقدار .است) β )J-1كوماران و 
به دليل وضوح ). 7جدول (آيد بدست مي 01/0دو ليگنين 

نسبت به ) β-β(سيرينجورزينول -در پينو Cβمناسب 
نال گروههاي متوكسيل برخلاف ليگنين سوزني برگان سيگ

محاسبه بسيار راحت است كه در هردو ليگنين معادل 
  .است 0.04

جزئيات مربوط به محاسبه ساختارهاي مختلف هر دو 
محاسبات . نشان داده شده است 7ليگنين در جدول 

بيان  7تا 3هاي  مربوط به گروههاي عاملي نيز در جدول
  .شده است

 
  FT- IRنجي طيف س

يكساني را نشان  عمومي  طيف هر دو نمونه الگوي
 يناين بدان معناست كه عموما ليگن. )8شكل (مي دهد

هاي بدست امده از لحاظ ساختاري متعلق به ناحيه 
نتايج . مشخصي از ساختار ديواره سلول چوبي هستند

بدست آمده در نواحي مختلف طيف مويد نتايج بدست 
كه برخي گروههاي   CNMR 13 با آمده از آناليز كمي

ن يدر ليگن )همانند گروههاي هيدروكسيل فنلي( عاملي
MWL  داراي مقدار بيشتري نسبت بهCEL  كه  هستند

شتر ساختا ر ليگنين در طي يب بيمي تواند دليلي براي تخر
ولي همانطور كه گفته شد . )8جدول (استخراج آن باشد

  .ان استيكسالگوي كلي ليگنين هاي تهيه شده 
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  )MWL(و چوب آسياب شده) CEL(ليگنين هاي آنزيمي  FT-IRطيف هاي . 8شكل 
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انواع  FT-IRطيف ) Faix )1991بر اساس مطالعات 
اين . داد هاي مختلف نشان ليگنين را مي توان به شكل

مطالعات نشان مي دهد كه تمامي سوزني برگان طيف 
واحدهاي  اما طيف پهن برگان، بسته به. مشابهي دارند

گوايياسيل و سيرينجيل در ساختار ليگنين كه از طريق 
هاي جذب در عددهاي موج  شدت جذب بر اساس نسبت

)cm-1 (1507/1461   نشان داده مي شوند،  1270/1226 و
انواع ) Faix )1991بر اساس اين مطالعات، . متغير است

ليگنين را بر اساس درصد واحدهاي سازنده و ميزان 
با . توكسيل در يك سيستم سه بعدي نشان دادگروههاي م

هاي  توجه به مطالعات گسترده انجام شده مهمترين جذب
هاي  هاي شيميايي در ليگنين در طول موج انواع پيوند

 Duarte 2001; Faix and( مختلف تعيين شده است

Beinhoff 1988.(  طيفFT-IR هاي مورد مطالعه  ليگنين

منشاء  8جدول . آمده است 8تهيه شده از صنوبر در شكل 
هر يك از نوارهاي جذبي و درصد آنها را نسبت به 

بر اساس اين طيف و . دهد ان ميششديدترين جذب ن
و  cm-1( 1507/1461(نسبت جذب در عددهاي موج 

قرار  GS2هاي  ها در گروه ليگنين اين ليگنين 1270/1226
 ها نشان مي دهد كه نمونه طيف اين ليگنين .گيرند  مي

سازي شده بخصوص در مورد  استخراج شده و خالص
هاي اضافي مربوط به  داراي كمترين جذب CEL ليگنين

است  cm-11656 در باند  هاي غير ليگنيني ناخالصي
ميزان ليگنين كلاسون نمونه خالص سازي ). 8جدول (

به عنوان گرديد  1شده ليگنين همانطور كه در جدول 
 89و  MWL 95.4 و CELترتيب براي ليگنين هاي 

  .  درصد تعيين گرديد

  
  در اين آزمايشتهيه شده  CELو  MWLليگنين  FT-IRارزيابي طيف .  8جدول

 cm-1(  CEL MWL(باند  منشا نوار جذبي  شدت جذب
MWL CEL     
16.7 20 C=O0.048 0.045 1727 شدهنمزدوج 

شدهمزدوج 60 61.1  C=O1656 0.052 0.058 

 0.113 0.088 1594روماتيكيحلقه آ 66.7 72.2

 0.131 0.097 1507 حلقه آروماتيكي 66.7 66.7

 C-H1461 0.122 0.098 گروههاي متيلني 53.3 55.6

 0.090 0.080 1422 حلقه آروماتيكي 46.7 50

ارتعاش خمشي هيدروكسيل فنلي–حلقه سيرينجيل 66.7 77.8  1328 0.071 0.096 

 0.143 0.104 1270 حلقه گوايياسيل 66.7 72.2

ارتعاش كششي هيدروكسيل فنلي–حلقه سيرينجيل 100 100  1226 0.1 0.126 

 C-H1030 0.1 0.112 در الكلهاي نوع دوم و اترهاي آليفاتيك 66.7 61.1

)ارتعاش خمشي(آروماتيك خارج از صفحه 13.3 16.7  C-H851 0.021 0.025 

  

  نتيجه گيري
اي مختلف نشان داد كه نتايج بدست آمده از آناليزه

كاهش زمان آسياب كردن چوب و بكارگيري روشهاي 

ه تيمار خالص سازي اگزيننده استخراج با آنزيم به همر
شيميايي ملايم مي توند سبب بهبود قابل ملاحظه ساختار 

  MWLليگنين استخراج شده در مقايسه با روش متداول 
ي در مقايسه تهيه شده با توالي آنزيم ليگنين آنزيمي  .شود
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با روشهاي معمول داراي ساختار بهترو وزن مولكولي 
بيشتري است و مقدار ناخالصي آن بصورت پروتئين و 

بهينه سازي  .كربوهيدرات نيز در حد بسيار كمي است
روشهاي آسياب كردن چوب و بكارگيري روش ارائه شده 
در اين تحقيق مي تواند در بررسي واكنشهاي مختلف 

رايندهاي مختلف همچون خميرسازي، ليگنين در ف
و فرايند زرد شدن نوري و حرارتي كاغذ بسيار  رنگبري

موثر باشد و مشكل عدم وجود يك مدل واقعي ليگنين در 
  . اين بررسي ها را مرتفع سازد

  
  تقدير و تشكر

م نور ايران به خاطر معاونت پژوهشي دانشگاه پيااز 
از . آيد بعمل مي حمايت مالي از اين تحقيق تقدير و تشكر

 NMRخانم مهندس نوري كارشناس بخش طيف سنجي 
دريغ  پژوهشگاه پليمر و پتروشيمي به خاطر زحمات بي

  .  گردد تقدير مي NMRهاي  ايشان در ثبت طيف
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Abstract 
 
     In this paper, a novel enzymatic method was evaluated for isolation and purification of wood lignin. 
The chemical structure of enzymatic lignin (Cellulytic lignin) was compared with conventional Bjorkman 
method (Milled wood lignin). The chemical structure elucidation was performed with FTIR, quantative 
13CNMR, basic elemental analysis and Gel Permeation Chromatography (GPC). The results showed that 
enzymatic lignin preparation has a better chemical structure than MWL. Comparing to conventional 
isolation methods, application of an enzyme sequence with reduced milling time could lead to a mild 
extraction with less structural degradation of lignin. Resulting lignin could be more representative for 
wood lignin than milled wood lignin. 
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