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Lignin is the second most abundant polymer in the world after cellulose. 
Therefore, characterization of the structure and functional groups of lignin in 
order to assess its potential applications in various technical fields has become 

a necessity. One of the major problems related to the characterization of lignin is the 
lack of well-defined protocols and standards. In this paper, systematic studies have 
been done to characterize the structure and functional groups of lignin quantitatively 
using different techniques such as elemental analysis, titration and 1H NMR and 
FTIR techniques. Lignin as a black liquor was obtained from Choka Paper Factory 
and it was purified before any test. The lignin was reacted with α-bromoisobutyryl 
bromide to calculate the number of hydroxyl and methoxyl moles. Using 1H NMR 
spectroscopic method on α-bromoisobutyrylated lignin (BiBL) in the presence 
of a given amount of N,N-dimethylformamide (DMF) as an internal standard, the 
number of moles of hydroxyl and methoxyl groups per gram of lignin was found to be  
6.44 mmol/g and 6.64 mmol/g, respectively. Using aqueous titration, the number of 
moles of phenolic hydroxyl groups and carboxyl groups of the lignin were calculated 
as 3.13 mmol/g and 2.84 mmol/g, respectively. The findings obtained by 1H NMR and 
elemental analysis indicated to phenyl propane unit of the lignin with C9 structural 
formula as C9 HAl

3.84H
Ar

2.19S0.2O0.8(OH)1.38(OCH3)1.42. Due to poor solubility of the 
lignin in tetrahydrofuran (THF), acetylated lignin was used in the GPC analysis, 
by which number-average molecular weight n)M(  of the lignin was calculated as  
992 g/mol.
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و  ساختار  شناسایی  این‌رو،  از  دنیاست.  در  سلولوز  از  پس  فراوان  طبیعی  پلیمر  دومین  لیگنین 
گروه‌های عاملی لیگنین براي ارزیابی کاربردهای بالقوه آن در حوزه‌های مختلف فنی به ضرورت 
تبدیل شده است. از مشکلات عمده در شناسایی لیگنین، نبود پروتکل‌ها و استانداردهای مشخص 
و  عاملی  گروه‌های  کمّی  شناسایی  درباره  نظام‌مند  مطالعه‌ای  تا  شده  سعی  مقاله  این  در  است. 
طیف‌سنجی‌های  و  عنصری  تجريه  تيتركردن،  مانند  مختلف  فنون  از  استفاده  با  لیگنین   ساختار 
1H NMR و FTIR انجام شود. لیگنین به حالت مایع غلیظ سیاه‌رنگ از کارخانه کاغذسازی چوکا 

تهیه و خالص‌سازی شد. براي محاسبه مول گروه‌های هیدروکسیل، لیگنین با آلفابرموایزوبوتیریل 
 )BiBL( آلفابرموایزوبوتیریل‌دار  لیگنین   1H NMR طیف  از  استفاده  با  شد.  داده  واکنش  برمید 
مول  داخلی،  استاندارد  به‌عنوان   )DMF( فرمامید  N،N-دی‌متیل  از  مقدار مشخصی  مجاورت  در 
 6/64 mmol/g 1 لیگنین محاسبه و به ترتیب 6/44 و g گروه‌های هیدروکسیل و متوکسیل به ازای
به‌دست آمد. به‌کمک تيتركردن آبی، مول گروه‌های هیدروکسیل فنولی و کربوکسیل به ازای g 1 از 
لیگنین محاسبه شد که به ترتیب مقدارهای 3/13 و mmol/g 2/84 به‌دست آمد. واحد فنیل پروپان 

لیگنین با فرمول ساختاری C9 به‌کمک نتایج طیف‌سنجی 1H NMR و تجزيه عنصري به صورتو
HAlوC9 تعیین شد. برای تعیین وزن مولکولی لیگنین، به دلیل 

3.84H
Ar

2.19S0.2O0.8(OH)1.38(OCH3)1.42

انحلال ضعیف لیگنین در تتراهیدروفوران، نمونه لیگنین استیل‌دار شده در آزمون رنگ‌نگاري ژل 
)n)M محاسبه  تراوایی )GPC( به‌کار گرفته شد و با انجام برخی محاسبات، وزن مولکولی لیگنین 

شد که مقدار g/mol 992 به‌دست آمد. 

لیگنین، 

شناسایی ساختار شیمیایی و 

گروه‌های عاملی، 

طیف‌سنجی، 

تيتركردن، 

وزن مولکولی 
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مقد‌‌‌مه
و  دنیاست  در  سلولوز  از  پس  فراوان  طبیعی  پلیمر  دومین  لیگنین 
جایگزین  زیست‌تخریب‌پذیر،  و  غیرسمی  ارزان،  ماده‌اي  به‌عنوان 
جدیدی  روش‌های   .]1[ است  نفت  برپایه  پلی‌ال‌های  برای  خوبی 
برای شناسایی لیگنین توسعه یافته‌اند و روش‌های قدیمی بهبود پیدا 
کرده‌اند. همچنین، تلاش‌هایی برای حل برخی از مشکلات موجود 
در حوزه شناسایی ساختار لیگنین به‌عنوان درشت‌مونومر انجام شده 
به  تکرارپذير  استاندارد  روش‌های  استقرار  و  توسعه  بنابراین  است. 

موضوع مهمي در حوزه پژوهشی لیگنین تبدیل شده است ]2[.
 1960 در   Brauns را  لیگنین  ساختار  درباره  دقیق  شرح  اولین 
از  شده  استخراج  لیگنین  برای  ساختار  اولین   Neish  .]3[ كرد  بيان 
نرم‌چوب‌ها را در سال 1968 ارائه داد ]4[. در واقع، در سال 1977 
از  شده  مشتق   C9 واحد   16 شامل  ساختار  با  جدیدي  مدل   Adler

لیگنین موجود در درخت صنوبر ارائه داد که در آن لیگنین به‌عنوان 
گروه‌های  قبیل  از  متفاوت  عاملی  گروه‌های  انواع  با  پرشاخه  پلیمر 
و  کربونیل  کربوکسیل،  آروماتیک،  و  آلیفاتیک  هیدروکسیل  عاملی 

متوکسیل شناخته شد ]1،5[. 
با وجود محدودیت‌های مدل Adler، این مدل با توجه به ساختار 
گسترده لیگنین، منحصر به‌فرد است و به‌طور گسترده استفاده می‌شود. 
خواص فیزیکی و شیمیایی لیگنین به‌شدت تحت تأثیر ساختار و انواع 
گروه‌های عاملی موجود روی آن قرار می‌گیرد که به منبع استخراج و 

شیوه استخراج آن بستگی دارد ]6[.
پایداری  واکنش‌پذیری،  مانند  لیگنین  خواص  از  آگاهی  و  دانش 
گرمايي و خواص درشت‌مونومری آن به مراتب با ارزش‌تر و منطقی‌تر 
از آن است که از آن فقط به‌عنوان سوخت کارخانه‌های کاغذ‌سازی 
گروه‌های  و  ساختار  شناسایی  روش‌های  از  کدام  هر  شود.  استفاده 
به  لیگنین  شناسایی  بنابراین،  دارند.  معایبی  و  مزایا  لیگنین،  عاملی 
 استفاده هم‌زمان از روش‌های مختلف نیاز دارد. از این‌رو، روش‌های 
شیمیایی مرطوب )استیل‌دارکردن، اکسايش با پرمنگنات و آمین‌کافت( و 
روش‌های طیف‌سنجی )NMR، وUV و FTIR( یا ترکیبی از این فنون 
با سدیم  استفاده مي‌شوند ‌]7[. اکسايش  لیگنین  تعیین ساختار  برای 
اکسايش  به  داده است که  Adler توسعه  پریدات را گروه پژوهشي 
گروه‌های فنولی در محیط آبی و تشکیل ترکیب ارتوکینون و متانول 

منجر می‌شود ‌]7[. 
مقدار  تعیین  داد که شامل  توسعه   Mansson را  آمین‌کافت  روش 
گروه‌های هیدروکسیل لیگنین با استفاده از استیل‌دارکردن گروه‌های 
از  استفاده  با  آن‌ها  آمین‌کافت  واکنش  سپس  و  فنولی  هیدروکسیل 
پیرولیدون است ]Chen .]8،9 برای تعیین گروه‌های کربونیل لیگنین 

معتبرترین روش  به‌عنوان  که  بهره جست  اکسیم‌دارکردن  واکنش  از 
برای شناسایی گروه‌های کربونیل شناخته شده است ‌]10[. از روش 
و  لیگنین  کربوکسیل  گروه‌های  تعیین  برای  آبی  پتانسيل‌سنجي 
گروه‌های هیدروکسیل فنولی استفاده مي‌شود. محدودیت اصلی این 
روش، سختی تعیین نقاط عطف است. Gosselink داده‌های معتبری 
را براساس این روش برای تعیین گروه‌های کربوکسیل لیگنین گزارش 

کرده است ]11[. 
به‌کار  لیگنین  کیفی  و  کمّی  شناسایی  برای  طیف‌سنجی  فنون 
می‌روند. شناسایی‌های کمّی، معمولاً به تعیین مقدار گروه‌های عاملی 
شده،  استفاده  طیف‌سنجی  روش‌های  میان  از  است.  مربوط  لیگنین 
شناسایی  زمینه  در   )NMR( مغناطیسی هسته  رزونانس  طیف‌سنجی 

لیگنین کاربرد گسترده‌ای دارد ]6[.
مولکولی  وزن  درباره  اطلاعاتی  به  لیگنین  پلیمر  خواص  درک 
از  متنوعی  روش‌های  دارد.  نیاز  آن  مولکولی  وزن  توزیع  و  لیگنین 
قبیل پراكندگي نور، اسمزسنجی فشار بخار، رنگ‌نگاري ژل تراوایی، 
 طیف‌سنجي جرمی زمان‌پروازی-یونش-واجذب لیزری به‌کمک زمینه 
)matrix-assisted laser desorption/ionization– time of flight- 
الکتروافشانه‌ای  یونش  با  جرمی  طیف‌سنجی   mass spectroscopy(

وزن  تعیین  برای   )electrospray ionization-mass spectrometry(
مولکولی لیگنین به‌کار گرفته شده‌اند ]12،13[. 

گروه‌های  انواع  و  ساختار  شناسایی  زمینه  در  کمی  گزارش‌های 
گزارش‌ها،  این  در  اما   .]14-16[ دارد  وجود  داخلی  لیگنین  عاملی 
روش‌های جامع شناسایی تمام گروه‌های عاملی و ساختار ارائه نشده 

است. 
از این‌رو، در مطالعه حاضر ابتدا مایع سیاه و غلیظ، به‌عنوان ضایعات 
حاصل از فرایند کاغذ‌سازی که داراي مقدار زیادی لیگنین است، از 
اسیدی رسوب  تأمین و سپس در محیط  کارخانه کاغذسازی چوکا 
 داده شد. سپس، در اثر انحلال در تتراهیدروفوران، ناخالصی‌های آن 
از نوع قند، ترکیبات معدنی و سلولوز خالص‌سازی شد. براي تعیین 
 گروه‌های هیدروکسیل لیگنین، طیف‌های 1H NMR لیگنین استیل‌دار و 
از  مشخصی  مقدار  مجاورت  در  آلفابرموایزوبوتیریل‌دارشده  لیگنین 
نتایج  به‌کارگیری هم‌زمان  با  استاندارد دی‌متیل فرمامید، ثبت شدند. 
GPC ساختار و  1H NMR، تجزيه عنصري و  تيتركردن،  از  حاصل 
اولین  برای  مطالعه،  این  در  شدند.  تعیین  لیگنین  عاملی  گروه‌های 
گروه‌های  شناسایی  براي  لیگنین  آلفابرموایزوبوتیریل‌دارکردن  از  بار 
لیگنین  استیل‌دارکردن  با  مقایسه  در  که  شد  استفاده  هیدروکسیل 
مزیت‌هایی دارد. از جمله این مزیت‌ها می‌توان به واکنش کامل آن با 

تمام گروه‌های هیدروکسیل لیگنین اشاره کرد. 
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تجربی

مواد‌‌‌
کارخانه  ضایعات  به‌عنوان  قلیایی   pH با  سیاه‌رنگ  غلیظ  مایع 
مقدار  داراي  که  شد  تهیه  چوکا  کاغذسازی  کارخانه  از  کاغذسازی 
زیادی لیگنین قلیایی کرافت است. لیگنین موجود در آن در محلول 
هیدروکلریک اسید رقیق با pH حدود 3 رسوب داده شد. سپس، در 
تتراهیدروفوران حل و شست‌وشو داده شد تا تمام ناخالصی‌های آن 
از قبیل قند، ترکیبات معدنی و سلولوز حذف شود ]17[. بیش از 90% 
وزنی لیگنین رسوب داده شده با اسید در تتراهیدروفوران انحلال‌پذير 
نماینده  می‌تواند  تتراهیدروفوران  در  شده  حل  بخش  بنابراین،   بود. 
لیگنین کرافت باشد. محلول استاندارد 0/1 نرمال هیدروکلریک اسید و 
تیترازول  به‌عنوان  هیدروکسید  سدیم  نرمال   0/1 استاندارد  محلول 
شدند.  استفاده  تيتركردن‌ها  در  و  خریداری   Merck شرکت  از 
آلفابرموایزوبوتیریل برمید با خلوص %98 به‌عنوان عامل برم‌دارکردن 
با  کلرید  استیل  شد.  خریداری   Sigma-Aldrich شرکت  از  لیگنین 
پیریدین، سدیم  لیگنین،  استیل‌دارکردن  عامل  به‌عنوان   98% خلوص 
داخلی،  استاندارد  به‌عنوان  فرمامید  N،N–دی‌متیل  هیدروکسید، 
تتراهیدروفوران، استیک اسید، دی‌اتیل اتر و 4،1- دی‌اکسان به‌عنوان 

حلال، از شرکت Merck خریداری شدند.

د‌‌‌ستگاه‌ها و روش‌ها
 ،Perkin Elmer و)FTIR( در اين پژوهش، طیف‌سنج زيرقرمز تبدیل فوریه 
 300 MHz1( وH NMR( طیف‌سنج رزونانس مغناطیسی هسته پروتون 
 ،Tru Spec مدل LECO دستگاه تجزيه عنصري ،Avance Bruker مدل
و   C65 مدل   Ecomet رسانايي‌سنج   ،P15 مدل   Ecomet و‌pHسنج 

رنگ‌نگار ژل تراوا مدل 1100 ساخت شرکت Agilent بهك‌ار گرفته 
شد.

استیل‌دارکردن لیگنین
مقدار mL 5 از مخلوط استیل کلرید و استیک اسید به نسبت حجمی 
1 به cm3/cm3( 4( به‌طور دقیق به g 0/5 لیگنین در شیشه پنی‌سیلین 
لاستیکی  درپوش  با  واکنش  مخلوط  سپس،  شد.  اضافه   10  mL

شد.  هوا‌زدایی  نیتروژن  گاز  با   30  min به‌مدت  و  شده  درزبندی 
 40°C دمای  در  آب  حمام  درون  مغناطیسی  همزن  به‌کمک  واکنش 
به‌مدت h 6 ادامه یافت. پس از اتمام واکنش، به‌کمک گرم‌خانه خلأ، 
استیک اسید و استیل کلرید اضافی به‌مدت h 48 در دمای C°60 از 
محصول واکنش حذف شدند. فرایند خشک‌شدن تا جایی ادامه یافت 
که وزن نمونه ثابت شود ]18[. طرح 1 واکنش استیل‌دارکردن لیگنین 

را نشان می‌دهد.

آلفابرموایزوبوتیریل‌دارکردن لیگنین 
مقدار mL 5 از مخلوط پیریدین و تتراهیدروفوران به نسبت حجمی 
 3 به cm3/cm3( 2( به‌طور دقیق به g 0/5 لیگنین در شیشه پنی‌سیلین 
mL 20 اضافه شد. سپس، mL 1/6 از آلفابرموایزوبوتیریل برمید با 

mL 1 از تتراهیدروفوران رقیق شده و قطره‌قطره به مخلوط لیگنین-

پیریدین-تتراهیدروفوران درون حمام آب و یخ اضافه شد. مخلوط 
واکنش  شد.  هوازدایی   30  min به‌مدت  و  شده  درزبندی  واکنش 
به‌کمک همزن مغناطیسی در دمای محیط به‌مدت h 24 پیش رفت. 
محیط  دمای  در  تتراهیدروفوران  و  پیریدین  واکنش،  اتمام  از  پس 
تبخیر داده شدند و محصول واکنش در 4،1-دی‌اکسان حل شده و در 
 سدیم بی‌کربنات اشباع رسوب داده شد. محصول رسوب داده شده 
 با صافی از محلول جدا شد و به سرعت چند بار با آب مقطر شسته و 
 30 min به‌مد‌ت )BiBL( خشک شد. لیگنین آلفابرموایزوبوتیریل‌دارشده
در محلول دی‌اتیل اتر با همزن مغناطیسی پخش شد. سپس، از صافی 
 48 h عبور داده شد و محصول باقی‌مانده روی کاغذ صافی به‌مدت
درون گرم‌خانه خلأ در دمای C°60 خشک ‌شد. فرایند خشک‌شدن 
تا جایی ادامه يافت که وزن نمونه ثابت شود ]19،20[. بازده واکنش 

طرح 1- واکنش استیل‌دارکردن لیگنین با استیل کلرید.
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%95 وزنی به‌دست آمد. طرح 2 واکنش آلفابرموایزوبوتیریل‌دارکردن 
لیگنین را نشان می‌دهد.

طیف‌سنجی زيرقرمز تبدیل فوریه 
لیگنین  و  شده  استیل‌دار  لیگنین  لیگنین،  نمونه   FTIR طیف 
با   KBr قرص‌های  آماده‌سازی  از  پس  شده  آلفابرموایزوبوتیریل‌دار 
اعداد  نمونه‌ها در محدوده   FTIR تهیه شد. طیف  غلظت وزنی 1% 
موجی cm-1 400 تا cm-1 4000 با قدرت تفکیک cm-1 1 ثبت شد. 
براي حذف رطوبت، نمونه‌ها پيش از انجام آزمون به‌مدت h 24 درون 

گرم‌خانه خلأ در دمای C°60 خشک شدند.

طیف‌سنجی رزونانس مغناطیسی هسته پروتون 
اتانول،  دی‌اکسان،   -4،1 همچون  آلی  حلال‌های  در  کرافت  لیگنین 
دي‌متیل سولفوکسید، استیک اسید، تتراهیدروفوران و پروپانول حل 
آماده‌سازی  قابل   NMR طیف‌گیری  براي  لیگنین  بنابراین،  می‌شود. 
در فاز مایع است. طیف 1H NMR از نمونه‌های لیگنین )L(، لیگنین 
استیل‌دار شده )AcL( و لیگنین آلفابرموایزوبوتیریل‌دار شده، با استفاده 
از دستگاه NMR ثبت شد. طیف‌های حاصل از 1H NMR در دمای 
ثبت شدند. طیف   10  s آسایش  زمان  و  روبش  تعداد 32  با   25°C

دوتريم‌دار  سولفوکسید  دی‌متیل  حلال  در  لیگنین  نمونه   1H NMR

لیگنین  و  شده  استیل‌دار  لیگنین   1H NMR طیف  و   )DMSO-d6(
دوتريم‌دار  کلروفرم  حلال  در   )BiBL( شده  آلفابرموایزوبوتیریل‌دار 
آلفابرموایزوبوتیریل‌دار شده،  لیگنین  از   19/6 mg ازای  به  ثبت شد. 
mg 4/8 دی‌متیل فرمامید به‌عنوان استاندارد داخلی در mL 1 کلروفرم 

دوتريم‌دار حل شده و سپس طیف‌گیری انجام شد. mg 20 لیگنین 
اصلاح‌نشده در mL 1 از DMSO-d6 و mg 20 نمونه‌ لیگنین استیل‌دار 
 1H NMR 1 کلروفرم دوتريم‌دار حل شدند و طیف‌های mL شده در

آن‌ها ثبت شد.
 

تجزيه عنصري
از  پيش  شد.  انجام   LECO دستگاه  به‌کمک  لیگنین  عنصري  تجزيه 
دمای  در   48 h به‌مدت  لیگنین  ابتدا  آزمون،  برای  نمونه  آماده‌سازی 
هیدروژن،  کربن،  درصد  تعیین  براي  شد.  خشک  خلأ  در   80°C

 نیتروژن، نمونه در کوره الکتریکی دستگاه در دمای C°950 سوزانده و 
کربن و هیدروژن با سلول‌های زيرقرمز و نیتروژن با سلول رسانايي 
گرمايي دستگاه شناسایی شد. برای محاسبه درصد گوگرد نمونه در 
و  شده  سولفید  اکسید  به  تبدیل  اکسیژن  محیط  در   1350°C دمای 
مقدار آن به‌کمک سلول‌ زيرقرمز تعیین شد. مقدار اکسیژن از تفاوت 

مقدار درصد سایر اجزا از 100 محاسبه شد.

تيتركردن ‌pHسنجی و رسانايي‌سنجی
لیگنین  و  لیگنین  فنولی  هیدروکسیل  و  کربوکسیل  گروه‌های 
آلفابرموایزوبوتیریل‌دار شده با استفاده از روش Gosselink ]11[ و به 
روش تيتركردن ‌pHسنجی و رسانايي‌سنجی در دمای ثابت انجام شد. 
تيتركردن حداقل سه مرتبه تکرار و سپس میانگین گرفته شد. روش 

کار به شرح زیر بود:
 pH 50 آب مقطر قلیایی با mL 0/2 لیگنین در g :تيتركردن لیگنین
 pH .2 با همزن مغناطیسی همزده شد h برابر 8، حل شده و به مدت
محلول به‌کمک سدیم هیدروکسید غلیظ به 12 رسانده شد. سپس، 
محلول  با  و  شده  همزده   2  h به‌مدت  مغناطیسی  همزن  با  محلول 
استاندارد هیدروکلریک اسید 0/02 مولار تیتر شد. هنگام تيتركردن، 
تغییرات pH و رسانايي محلول برحسب حجم تیترکننده به ترتیب با 

‌pHسنج و رسانايي‌سنج اندازه‌گیری شد.

لیگنین  نمونه  آلفا‌برمو‌ایزوبوتیریل‌دار:  لیگنین  تيتركردن 
آلفا‌برمو‌ایزوبوتیریل‌دار شده به دلیل از بین رفتن گروه‌های آب‌دوست 
هیدروکسیل آن، در آب نامحلول است. برای رفع این مشکل، لیگنین 
آلفا‌برمو‌ایزوبوتیریل‌دار شده در مخلوط پروپانول و آب به‌طور کامل 

طرح 2- واکنش آلفابرموایزوبوتیریل‌دارکردن لیگنین با آلفابرموایزوبوتیریل‌برمید.
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حل شد. g 0/1 نمونه آلفابرموایزوبوتیریل‌‌دار شده در mL 50 مخلوط 
آب و پروپانول به نسبت حجمی 1 به cm3/cm3( 1( حل و به‌مدت 
h 2 با همزن مغناطیسی همزده شد. pH محلول با سدیم هیدروکسید 
غلیظ به 12 رسانده شد. سپس، محلول با همزن مغناطیسی به‌مدت 
h 2 همزده شده و مشابه با لیگنین اصلاح‌نشده، با محلول استاندارد 
هیدروکلریک اسید 0/02 مولار تیتر و pH و رسانايي محلول حین 

تيتركردن ثبت شد.

رنگ‌نگاري ژل تراوایی 
و  عددی  متوسط  مولکولی  وزن  و   )MWD( مولکولی  وزن  توزیع 
 )GPC( به‌کمک رنگ‌نگاري ژل تراوایي )Mw و Mn وزنی )به ترتیب
دلیل  به  اندازه‌گیری شد.  پلی‌استیرن شبکه‌ای شده،  از  با ستون‌هایی 
انحلال بهتر لیگنین استیل‌دار شده در تتراهیدروفوران و نزدیک‌شدن 
برهم‌کنش پلیمر در آزمون و حلال به برهم‌کنش پلی‌استیرن و حلال 
)تتراهیدروفوران در کار حاضر(، نمونه استیل‌دار شده به‌جای لیگنین 
به‌کار گرفته شد. لیگنین استیل‌دار شده در تتراهیدروفوران حل و به 
ستون تزریق شد. از تتراهیدروفوران به‌عنوان فاز متحرک با سرعت 
mL/min 1 استفاده شد. نمونه‌های پلی‌استیرن استاندارد با وزن‌های 

 ،2930  ،580 مولکولی  وزن‌های  محدوده  در  متفاوت  مولکولی‌ 
g/mol ،28500 ،9920 59500 و توزیع وزن مولکولی باریک برای 

کالیبرهك‌ردن دستگاه استفاده شدند.

نتایج و بحث

طیف‌سنجي زيرقرمز تبدیل فوریه
لیگنین  و  استیل‌دارشده  لیگنین  لیگنین،  نمونه  سه   FTIR طیف 
تا   400  cm-1 موجی  عدد  ناحیه  در  شده   آلفابرموایزوبوتیریل‌دار 
cm-1 4000 در شکل 1 نشان داده شده است. برای سادگی گروه‌های 

کربوکسیل در ساختار نشان داده نشده است. جدول 1 اعداد موجی 
اختصاص داده شده به هر یک از گروه‌های عاملی مهم را نشان می‌دهد. 

حدود  موجی  اعداد  در  لیگنین  آروماتیکی  حلقه  شاخص   پیک‌های 
1460 و cm-1 1600 است. همچنین، پیک‌های ظاهر شده در محدوده 
cm-1 3350 تا cm-1 3450 مربوط به ارتعاش کششی گروه هیدروکسیل 

)OH( و پیک‌های ناحیه cm-1 2850 تا cm-1 3000 مربوط به ارتعاش 
کششی کربن- هیدروژن )C-H( گروه‌های متیل و متیلن )به‌عنوان مثال 
گروه‌های متوکسیل( لیگنین است. پیک پهن در ناحیه cm-1 2500 تا 
cm-1 3500 مربوط به هیدروکسیل موجود در گروه کربوکسیلیک اسید 

است. نوار جذبی ظاهر شده در cm-1 1716 مربوط به گروه کربونیل در 
گروه کربوکسیلیک لیگنین است. همچنین، ویژگی اصلی نمونه‌ها در هر 
سه طیف، پیک‌های شاخص حلقه آروماتیکی در اعداد موجی حدود 

cm-1 1460 و cm-1 1600 است. 

لیگنین  و  شده  استیل‌دار  لیگنین  و  لیگنین  نمونه‌های  تفاوت 
 1770  cm-1 تا   1716  cm-1 ناحیه  در  شده  آلفابرموایزوبوتیریل‌دار 
 1200 cm-1 1000 تا cm-1 و ناحیه )C=O( مربوط به گروه کربونیل
مربوط به ارتعاش کششی C-O به‌وضوح مشخص است. همان‌طور که 
در طیف‌ها دیده می‌شود، انتگرال و موقعیت پیک گروه‌های کربونیل 
اصلاح‌نشده  اولیه  لیگنین  با  عامل‌دار شده  لیگنین‌های  در طیف‌های 

لیگنین  )ب(  لیگنین،  )الف(  نمونه‌های:   FTIR طیف‌های   -1 شکل 
استیل‌دار شده و )ج( لیگنین آلفابرموایزوبوتیریل‌دار شده.

جدول 1- اعداد موجی اختصاص‌یافته به هر یک از گروه‌های عاملی نمونه‌های لیگنین، لیگنین استیل‌دار شده و لیگنین آلفابرموایزوبوتیریل‌دار شده.

)cm-1(OH )cm-1( C=O حلقه آروماتیک )C-O )cm-1(CH3 )cm-1()cm-1نمونه

لیگنین
)AcL( لیگنین استیل‌دار

)BiBL( لیگنین آلفابرموایزوبوتیریل‌دار

1215
1215
1135

-
1375

1370 و 1380 )متیل دوقلو(

1463 و 1610
1451 و 1601
1455 و 1606

1716
1766
1759

3389
3400

-
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متفاوت است. در نمونه لیگنین استیل‌دار شده )شکل 1-ب( با توجه 
در   1766  cm-1 موجی  عدد  در  کربونیل  گروه  پیک جدید  به ظهور 
استیل  با  لیگنین  استری‌شدن  واکنش  به  می‌توان  لیگنین،  با  مقایسه 
 کلرید پی برد. اشکال عمده این روش به واکنش استری‌شدن لیگنین 
از  انجام می‌شود و مقدار کمی  ناقص  به‌طور  اغلب  مربوط است که 
گروه‌های هیدروکسیل به صورت استیل‌دار نشده باقی می‌مانند ]21[. 
وجود پیک پهن گروه‌های هیدروکسیل واکنش نداده در شکل 1-ب با 
انتگرال کم در ناحیه cm-1 3350 تا cm-1 3450 شاهد این مدعاست. 
این رفتار هرچند در کارهای ساير پژوهشگران نیز مشاهده شده، اما 
گروه‌های  کمّی  محاسبات  بنابراین،   .]21[ است  شده  گرفته  نادیده 
این‌رو، در  از  بود.  اندکی خطا همراه خواهد  با  لیگنین  هیدروکسیل 
با  بار  اولین  برای  لیگنین  آلفابرموایزوبوتیریل‌دارکردن  مطالعه  این 
هدف کمّی‌سازی گروه‌های هیدروکسیل دنبال شد. در نمونه لیگنین 
آلفابرموایزوبوتیریل‌دار شده )شکل 1-ج( با توجه به افزایش انتگرال 
کامل  رفتن  بین  از  نيز  و   1759 cm-1 ناحیه  در  کربونیل  گروه  پیک 
در   3450  cm-1 تا   3350  cm-1 ناحیه  در  هیدروکسیل  گروه  پیک 
مقایسه با لیگنین، می‌توان به کامل‌بودن واکنش استری‌شدن لیگنین با 

آلفا‌برموایزوبوتیریل‌برمید پی ‌برد.
لیگنین  در   )CH3( متیل  گروه  به  مربوط  پیک  جفت  وجود 
به  نسبت   1375  cm-1 موجی  عدد  در  شده  آلفابرموایزوبوتیریل‌دار 
با  لیگنین  کامل  اصلاح  بر  دیگری  شاهد  می‌تواند  پيشين  نمونه  دو 
لیگنین  نمونه  از  می‌توان  بنابراین،  باشد.  برمید  آلفابرموایزوبوتیریل 
گروه‌های  تعیین  کمّی  محاسبات  برای  شده  آلفابرموایزوبوتیریل‌دار 

هیدروکسیل آن استفاده کرد.

طیف‌سنجی رزونانس مغناطیسی هسته پروتون 
 طیف 1H NMR لیگنین در حلال DMSO-d6 در شکل 2 نشان داده 
شده است. پیک‌های ظاهر شده در ناحیه بین ppm 1 تا ppm 1/7 و 
داده  نشان   b a و  نمادهای  با  ppm 4/7 که  تا   4/2 ppm بین  ناحیه 
شده است، به هیدروژن‌های آلیفاتیک لیگنین مربوط است. ناحیه میان 
ppm 3/2 تا ppm 4 که با نماد c و H2O مشخص شده است، مربوط 

به گروه‌های متوکسیل لیگنین و نیز آب همراه DMSO-d6 و ناحیه 
بین ppm 6 تا ppm 7/9 که با نماد d مشخص شده است، مربوط به 
هیدروژن‌های حلقه آروماتیکی لیگنین است. جفت پیک ظاهر شده در 
ناحیه ppm 2/5 و ppm 3/3 به ترتیب مربوط به ناخالصی‌های حلال 
دوتريم‌دار DMSO-d5 و آب موجود در آن است که با پیک مربوط 
کمّی‌کردن  برای  است.  کرده  هم‌پوشانی  لیگنین  متوکسیل  گروه   به 
مقدار گروه‌های هیدروکسیل آروماتیک و آلیفاتیک لیگنین، می‌توان از 

واکنش استیل‌دارکردن و آلفابرمو‌ایزوبوتیریل‌دارکردن لیگنین بهره جست.
مطالعات 1H NMR انجام شده روی لیگنین، لیگنین استیل‌دار شده و 
را  زياد  وضوح  با  پیک‌هایی  شده،  آلفا‌برمو‌ایزوبوتیریل‌دار  لیگنین 
نشان مي‌دهد. بررسي لیگنین استیل‌دار شده با 1H NMR به محاسبه 
لیگنین و نسبت گروه‌های هیدروکسیل  همه گروه‌های هیدروکسیل 
آلیفاتیک به گروه‌های هیدروکسیل آروماتیک منجر می‌شود ]22،23[. 
همان‌طور که در طیف FTIR مشاهده شد، واکنش استری‌شدن لیگنین 
با استیل کلرید به‌طور کامل پیش نمی‌رود و مقدار کمّی از گروه‌های 
بنابراین مساحت پیک‌های  هیدروکسیل واکنش نداده باقی می‌مانند. 
مربوط به پروتون‌های گروه‌های استیل‌دار شده کمتر از مقدار واقعی 

آن‌ها مي‌شود و در محاسبات خطا ایجاد ميك‌ند. 
دماي  از  ناشی  کم  فراریت  دلیل  به  اسید  استیک  دیگر،  طرف  از 
جدا  اصلاح‌شده  لیگنین  از  به‌سختی   118°C حدود  زياد  جوش 
می‌شود. وجود احتمالی مقدار کمی استیک اسید در لیگنین استیل‌دار 
ppm 2/5 که به  تا   1/5 ppm بین  ناحیه  شده هنگام طیف‌گیری در 
استیل‌دار شده  لیگنین  آروماتیک  و  آلیفاتیک  هیدروکسیل   گروه‌های 
مربوط است )شکل 3 و جدول 2( ]22[، موجب تداخل این پیک‌ها و 
خطا در انتگرال‌ها مي‌شود. همچنین، به دلیل نبود مرز مشخص بین 
دو ناحیه گروه‌های هیدروکسیل آلیفاتیک و آروماتیک، محاسبه نسبت 
گروه‌های هیدروکسیل آلیفاتیک به آروماتیک با خطا مواجه مي‌شود. 
از  است،  مشخص   1 شکل  در   FTIR طیف  از  که  همان‌طور 
 3450  cm-1 تا   3350  cm-1 ناحیه  در  هیدروکسیل  گروه  پیک  نبود 
و  لیگنین  با  مقایسه  در  آلفابرموایزوبوتیریل‌برمیددار شده  لیگنین  در 
لیگنین استیل‌دار شده با استیل کلرید، می‌توان به واکنش استری‌شدن 
و  تتراهیدروفوران  حلال  در  آلفا‌برموایزوبوتیریل‌دار  با  لیگنین  کامل 

1H NMR در مجاورت کاتالیزور بازی پیریدین پی برد. تحلیل طیف
آلفا‌برمو‌ایزوبوتیریل‌دارشده که در شکل 4 و جدول 3 نشان   لیگنین 
 داده شده است، به محاسبه کمّی همه گروه‌‌های هیدروکسیل لیگنین و 

.DMSO-d6 1 لیگنین ثبت شده در حلالH NMR شکل 2- طیف
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گروه‌های متوکسیـل لیگنین منجر می‌شود. پیـک‌های ظاهر شده در 
 ناحیه بین ppm 1 تا a( 1/5 ppm( مربوط به هیدروژن‌های آلیفاتیک و 
پیک ظاهر شده در ناحیه بین ppm 1/6 تا b( 2/4 ppm( مربوط به دو 
گروه متیل در عامل آلفابرموایزوبوتیرات است. دو پیک تک شاخه در 
جابه‌جایی شیمیایی 2/9 و c( 3/1 ppm و d( مربوط به 6 هیدروژن 
در دو گروه متیل نامعادل و یک پیک تک‌شاخه در جابه‌جایی شیمیایی 
h( 8/1 ppm( مربوط به هیدروژن گروه آلدهیدی در N،N- دی‌متیل 

فرمامید به‌عنوان استاندارد داخلی است. پیک ظاهر شده در ناحیه بین 
ppm 3/4 تا e( 4/2 ppm( مربوط به پروتون‌های گروه‌های متوکسیل، 

پیک‌های ظاهر شده در ناحیه بین ppm 4/2 تا f( 5/2 ppm( مربوط به 
هیدروژن‌های آلیفاتیک روی کربن متصل به اکسیژن و در نهایت پیک 
پهن ظاهر شده در ناحیه بین ppm 6/1 تا g( 7/9 ppm( مربوط به 
هیدروژن‌های حلقه آروماتیکی در لیگنین آلفا‌برمو‌ایزوبوتیریل‌دار شده 
متوکسیل  مقدار گروه‌های هیدروکسیل و  برای محاسبه کمّی  است. 
لیگنین، انتگرال‌های زیر هر پیک به ازای یک پروتون به‌دست می‌آید 
)معادله‌های )1( تا )3((. مزیت و دلیل انتخاب پیک‌های ذکر شده، 
بین  تناسب  برقراری  با  پیک‌هاست.  سایر  با  آن‌ها  هم‌پوشانی  عدم 
انتگرال‌ها و با درنظرگرفتن وزن لیگنین عامل‌دار شده و مول دی‌متیل 

فرمامید اضافه شده به محلول طیف‌گیری، مول گروه‌های هیدروکسیل 
)m/n( از  BiBLHO  

 

¢ به ازای یگ گرم از لیگنین آلفا‌برمو‌ایزوبوتیریل‌دار شده
معادله )1( محاسبه شد:
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در معادلات بيان شده )I1H (BiB، و)I1H(OCH3 و )I1H(DMF به ترتیب انتگرال 
آلفابرموایزوبوتیریل،  متیل  گروه  دو  پروتون   6 از  پروتون   1 معادل 
معادل  انتگرال  و  متوکسیل  گروه  از  پروتون  یک  معادل  انتگرال 
مول   n¢OH همچنین  هستند.  فرمامید  N،N-دی‌متیل  از  پروتون  یک 
مول   nDMF آلفابرموایزوبوتیریل‌دار،  لیگنین  هیدروکسیل  گروه‌های 
داخلی،  استاندارد  به‌عنوان  محلول  به  شده  اضافه  فرمامید  دی‌متیل 
طیف  ثبت  در  شده  آلفابرموایزوبوتیریل‌دار  لیگنین  وزن   mBiBL

شکل 4 هستند. با استفاده از معادله )1( و انتگرال پیک‌های مربوط 
)جدول 2(‌، مول گروه‌های هیدروکسیل به ازای یک گرم از لیگنین 
به‌دست  برای   .)3 )جدول‌‌  شد  محاسبه  شده  آلفا‌برموایزوبوتیریل‌دار 
 آوردن مقدار مول گروه‌های هیدروکسیل به ازای g 1 از لیگنین، لازم 
 C4H6OBr یعنی  اولیه  لیگنین  به  اضافه شده  که وزن گروه‌های   است 
گروه‌های  مول  صورت  این  در   .)5 )معادله  شود  گرفته  درنظر 
هیدروکسیل به ازای g 1 از لیگنین اولیه محاسبه می‌شود )جدول3(: 

)1M(
m
n

1
))1M(n(m

n)mol/g(
m
n

 
  

 

   

   
  

 
 

 

 

  

 

BiB
IBiB

HOBiBHOBiBL

HO

L

HO

−−
¢=

−×¢−
¢

=

)5(

حلال  در  شده  ثبت  استیل‌دار  لیگنین   1H NMR طیف   -3 شکل 
کلروفرم دوتريم‌دار.

جدول 2- محدوده جابه‌جایی شیمیایی و انتگرال زیر پیک‌های مختلف ظاهر شده در طیف 1H NMR لیگنین استیل‌دار شده )شکل 3(.

انتگرال پیکگروه عاملی نسبت داده شده ]22[محدوده d (ppm)نماد
a

b

c

d

e

f

0/9 - 1/5
1/5 2- /2
2/2 2- /6
3/4 - 4/2
4/2 - 5/2
6 7- /9

پروتون‌های آلیفاتیک دور از عنصر الکترون‌خواه
پروتون‌های متیل گروه استیل مربوط به گروه‌های هیدروکسیل آلیفاتیک استیل‌دار شده
پروتون‌های متیل گروه استیل مربوط به گروه‌های هیدروکسیل آروماتیک استیل‌دار شده

پروتون‌های متیل گروه متوکسیل
پروتون‌های آلیفاتیک متصل به عنصر الکترون‌خواه

پروتون‌های آروماتیک

0/34
1

0/72
1/41
0/24
0/53
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 ‌)C4H6OBr( آلفابرموایزوبوتیریل  عامل  وزن   MBiBL  ،)5( معادله  در 
g/mol 149/9 است. عدد 1 در  برابر  اولیه و  لیگنین  به  اضافه شده 
حین  لیگنین   OH از  شده  حذف  پروتون  نشان‌دهنده   )MBiBL-1(

واکنش استری‌شدن است.
نسبت مولی گروه‌های هیدروکسیل به گروه متوکسیل را می‌توان 
 به کمک معادله )6( و با استفاده از انتگرال پیک‌های a و b در طیف 

1H NMR )شکل 4 و جدول 3( محاسبه کرد )جدول 4(.

b2
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33

==    			  )6(

nOCH3 نشان‌دهنده مول گروه‌های متوکسیل لیگنین است.
در معادله )6(، 

تيتركردن آبی اسید – باز 
همراه  به  اسید  هیدروکلریک  استاندارد  محلول  با  آبی  تيتركردن 
‌pHسنجی یا رسانايي‌سنجی، روشی برای تعیین مقدار گروه‌های بازی 

موجود در محیط واکنش است. از آنجا که در لیگنین pKa گروه‌های 
کربوکسیل  گروه‌های   pKa و   10/5 حدود  در  فنولی  هیدروکسیل 
تعیین  برای  می‌تواند  مزبور  روش  بنابراین،   ،]23[ است   5 نزدیک 
گروه‌های هیدروکسیل فنولی و کربوکسیل لیگنین به‌کار گرفته ‌شود. 
مشکل اصلی در به‌کارگیری این روش، وجود ساختاری بسیار پیچیده 
ازدحام  و  متفاوت  مولکولی  وزن‌هاي  و  گسترده  ناهمگنی  علت  به 
برای حل  است.  آن  ساختار  کلافی‌بودن  و  فنولی  گروه‌های  فضایی 
 pH 2 در آب مقطر قلیایی حل و سپس h این مشکل، لیگنین به‌مدت 
محیط به‌کمک محلول سدیم هیدروکسید غلیظ )NaOH( به حدود 12 
هیدروکسیل  گروه‌های  تمام  تفکیک  از  اطمینان  برای  شد.  رسانده 
در  دیگر   2  h به‌مدت  مدنظر  محلول  اسید،  کربوکسیلیک  و  فنولی 

همان pH همزده شد )معادله )7((.

−+−+− +−+−
=

−+− excessHOaNCOOLaNOhpL
21Hp

NaOHHOOCLHOhpL      

  

      

)7(

گروه‌های  نماد  ترتیب  به   L-phOH و   L-COOH معادله،  اين  در 
قراردادن  با  است.  لیگنین  فنولی  هیدروکسیل  و  اسید  کربوکسیلیک 
با  تيتركردن  محلول،  داخل  ‌pHسنج  و  رسانايي‌سنج  حسگرهای 
می‌شود.  آغاز  نرمال   0/02 حدود  دقیق  غلظت  با  اسید   کلریدریک 
و   )L-phO-( فنوکسی  گونه‌های  اضافی،   )OH-( هیدروکسیل  یون‌های 
افزودن  با  ترتیب  به  محیط  در  موجود   )L-COO-( کربوکسیلات 
تدریجی محلول استاندارد هیدروکلریک اسید )HCl( تیتر می‌شوند. با 
توجه به قابلیت‌های مختلف باز‌های موجود در محلول برای واکنش 

به  شده  آلفابرموایزوبوتیریل‌دار  لیگنین   1H NMR طیف   -4 شکل 
همراه مقدار مشخصی از استاندارد داخلی DMF در حلال کلروفرم 

دوتريم‌دار.

جدول 3- محدوده جابه‌جایی و انتگرال زیر پیک‌ها در طیف 1H NMR لیگنین آلفابرموایزوبوتیریل‌دار شده )شکل 4(.

انتگرال پیکگروه عاملی نسبت داده شدهمحدوده d (ppm)نماد
a

b

d و c

e

f

g

h

1-1/5
1/5-2/5

2/8-3/1
3/4-4/2
 5/2-4/2 
7/9- 6 

8/1

پروتون‌های آلیفاتیک دور از عنصر الکترون‌خواه
آلیفاتیک و آروماتیک  به گروه‌های هیدروکسیل  متیل مربوط  پروتون‌های دو گروه 

آلفابرموایزوبوتیریل‌دار شده
پروتون‌های دو گروه متیل N،N-دی‌متیل فرمامید

پروتون‌های متیل گروه متوکسیل
پروتون‌های آلیفاتیک متصل به عنصر الکترون‌خواه

پروتون‌های آروماتیک
پروتون‌های آلدهیدی N،N-دی‌متیل فرمامید

0/5502
5/7912

5/9121
2/9832
2/1401
1/5214
1/0000
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و  فنوکسی  گروه‌های  که  زمانی  مي‌شود.  منجر  رسانایی  نمودار  در 
کربوکسیلات به‌طور کامل خنثی شوند، شکست مجدد در نمودار رخ 

می‌دهد )شکل 5-ب(. 
همان‌طور که انتظار می‌رفت، در نمودار تيتركردن مربوط به نمونه 
حدود ‌10/‌5   pH در  6-ب(،  )شکل  آلفابرمو‌ایزوبوتیریل‌دار  لیگنین 
هیچ پله‌ای مشاهده نمی‌شود و نمونه مدنظر در این قسمت به شكل 
اسید و باز معمولی تیتر می‌شود. این پدیده به دلیل از بین رفتن کامل 
گروه‌‌های هیدروکسیل فنولی اتفاق می‌افتد. پله اول نمودار تيتركردن 
اضافی  هیدروکسیل  یون‌های  خنثی‌شدن  اکی‌والان  نقطه  به  مربوط 
هیدروکسیل  گروه‌های  از خنثی‌شدن  پس  است.  محلول  در  موجود 
اضافی، گروه‌های کربوکسیلات در ادامه تیتر می‌شوند. بنابراین دو پله 
در نمودار تيتركردن مشاهده می‌شود که به ترتیب به تیترشدن یون‌های 
 )L-COO-( کربوکسیلات  گونه‌های  و  مازاد   )OH-( هیدروکسیل 
موجود در محیط قلیایی )pH=12( با محلول استاندارد هیدروکلریک 
اسید )HCl( نسبت داده می‌شوند. مشاهده دو پله در نمودار تيتركردن 
عامل  با  کامل  به‌طور  فنولی  هیدروکسیل  گروه‌های  می‌دهد،  نشان 
برم‌دارکننده واکنش داده‌اند. برای تعیین دقیق نقاط اکی‌والان، نمودار 
مصرفی  اسید  هیدروکلریک  حجم  برحسب   pH تغییرات  مشتق 
حجم  برحسب  رسانايي  نمودار  در  6-ج(.  )شکل  است  شده  رسم 
گروه‌های  نبود  دلیل  به  6-ب(  )شکل  مصرفی،  اسید  هیدروکلریک 
فنوکسی برای واکنش با پروتون‌های کلریدریک اسید، رسانايي ابتدا با 
شیب تند و سپس با شیب کند کاهش می‌یابد که به ترتیب به تیترشدن 
یون‌های OH اضافی و کربوکسیلیک نسبت داده می‌شود. به محض 

مشاهده  تيتركردن  نمودارهای  در  متفاوت  پله  سه  اسید،  پروتون  با 
می‌شود )شکل 5(. در نمودار تيتركردن نشان داده شده در شکل 5، پله 
اول مربوط به نقطه اکی‌والان تیترشدن یون‌های هیدروکسیل اضافی 
تیترشدن گروه‌های  اکی‌والان  نقطه  به  پله دوم مربوط  )معادله )8((، 
فنوکسی )معادله )9(( و پله سوم مربوط به نقطه اکی‌والان تیترشدن 

گروه‌های کربوکسیلات است )معادله )10(( ]23[:

−− +→+ lCOHlCHHO     2             			  )8(

−− +→+ lCHOhp-LlCHOhp-L                  		 )9(

−− +→+ lCHOOC-LlCHOOC-L         
     		 )10(

باز  خنثی‌شدن  حین  محلول   pH تغییرات  به  مربوط  5-الف  شکل 
مربوط  5-ج  و  محلول  رسانايي  تغییرات  به  مربوط  5-ب  اسید،  با 
حین   HCl تیترکننده  حجم  برحسب   pH تغییرات  نمودار  مشتق  به 
نقاط  دقیق  تعیین  برای  تيتركردن  نمودار  مشتق  است.  تيتركردن 
اکی‌والان، رسم شد. برای حصول اطمینان از درستی نقاط اکی‌والان، 
در کنار ‌‌pHسنج، رسانايي‌سنج نیز به‌کار گرفته شد. در مرحله اول، 
غلظت  کاهش  و  قوی  اسید  با  قوی  باز  خنثی‌شدن  واکنش  دلیل  به 
رسانايي  مقدار   Cl- با  آن  جایگزینی  و  محلول  در   OH- یون‌های 
آنیون‌های  که  دوم  ناحیه  در  ميي‌ابد.  كاهش  نزولی  و  تند  شیب  با 
فنوکسی و کربوکسیلات متصل به لیگنین به ترتیب با -Cl جایگزین 
بعد، پس  با شیب ملایمی كم مي‌شود. در مرحله  می‌شود، رسانايي 
از خنثی‌شدن کامل گروه‌های کربوکسیلات، به دلیل رسانايي‌پذیری 
رسانايي  مقدار  محلول،  در  آن  غلظت  افزایش  و   H+ یون‌های  زياد 
مجدداً افزایش می‌یابد. بنابراین، نمودار رسانايي برحسب میلی‌زیمنس 
)mS( به صورت تابعی از حجم هیدروکلریک اسید به‌دست مي‌آيد. 
برحسب  رسانايي  شدید  كاهش  اسید،  با  باز  معمولی  تيتركردن  در 
حجم مصرفی تیترکننده تا رسیدن به نقطه اکی‌والان مشاهده می‌شود. 
وجود گروه‌های هیدروکسیل فنولی و کربوکسلیک اسید به شکست 

ازای  به   جدول 4- مقادیر مولی گروه‌های هیدروکسیل و متوکسیل 
g 1 از لیگنین و لیگنین آلفا برموایزوبوتیریل‌دار شده محاسبه شده از 

طیف 1H NMR )شکل 4(.
nOH/nOCH3 

(mmol/mmol)

nOCH3
/mL 

(mmol/g)

nOH/mL 

(mmol/g)

n¢OH/mBiBL 

(mmol/g)

0/976/646/443/28

شکل 5- تغییرات: )الف( pH، )ب( رسانايي و )ج( مشتق تغییرات 
pH برحسب حجم تیترکننده حاصل از تيتركردن محلول قلیایی آبی 

لیگنین با هیدروکلریک اسید 0/02 نرمال.
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خنثی‌شدن آخرین گروه کربوکسیلات، نمودار رسانايي دچار شکست 
شده و رسانايي به‌طور ناگهانی افزایش می‌یابد.

گروه‌های  مول  ترتیب  به   ،)12( و   )11( معادله‌های  از  استفاده  با 
لیگنین  از   1  g ازای   به  اسید  کربوکسیلیک  و  فنولی  هیدروکسیل 
نتایج  هم‌زمان  به‌کارگیری  با  بنابراین   .)5 )جدول  می‌شوند  محاسبه 
حاصل از طیف 1H NMR و تيتركردن اسید-باز لیگنین، مقدار مول 
نسبت  و  لیگنین  از   1  g ازای  به  آلیفاتیک  هیدروکسیل  گروه‌های 
مول گروه‌های هیدروکسیل آلیفاتیک به مول گروه‌های هیدروکسیل 

آروماتیک نیز محاسبه می‌شوند )جدول 5(:

L

HCl12

L

HO

m
C)V-V()mol/g(

m
)rA(n    

  

   
 =                 		 )11(

L

HCl23

L

HOOC

m
C)V-V()mol/g(

m
n    

  

   =                	 	)12(

در معادله‌های )11( و )Ar( ،]11،23[ )12(وnOHو مقدار مول گروه‌های 
کربوکسیلیک  گروه‌های  مول  مقدار   nCOOH آروماتیک،  هیدروکسیل 
اسید، V1 حجم اسید مصرف شده برای تیترکردن یون‌های هیدروکسیل 
 )OH-( حجم مصرفی برای یون‌های هیدروکسیل V2 ،اضافی )OH-(
مازاد و گونه‌های فنوکسی )-Li-phO( و V3 حجم اسید مصرفی برای 
فنوکسی  گونه‌های  مازاد،   )OH-( هیدروکسیل  یون‌های  تیترکردن 
نمونه  وزن   mL )-L-COO(،و  کربوکسیلات  گروه‌های  و   )Li-phO-(
لیگنین تیتر شده و CHCl نرمالیته محلول هیدروکلریک اسید استاندارد 
برابر 0/02 نرمال است. یادآور مي‌شود، در نمونه لیگنین برم‌دار شده 

به دلیل نبود پله دوم، V2 در معادله )11( برابر با V1 درنظر گرفته شد 
)V1=V2(. بدين ترتیب، در این نمونه، )Ar(وnOH برابر صفر به‌دست آمد.

تعیین ساختار واحد فنیل پروپان و وزن مولکولی لیگنین
1H NMR تجزيه عنصري و طیف

واحدهای  صورت  به  را  لیگنین  ساختار  معمولاً  لیگنین،  شیمی  در 
تکراری از فنیل پروپان درنظر می‌گیرند و به )Ar(وnOH عنوان فرمول 
بیان می‌کنند که شش کربن آن در حلقه آروماتیک و   C9 ساختاری 
سه کربن به شكل شاخه جانبی در پروپیل قرار دارند. تحلیل نتایج 
تجزيه عنصري، به تعیین فرمول ساختاری C9 منجر شد. افزون بر 9 
نیز در فرمول  متوکسیل  پروپان، کربن گروه  فنیل  اتم کربن ساختار 
ساختاری C9 نوشته می‌شود‌ ]22[. در جدول 6 نحوه محاسبه فرمول 
تجزيه عنصري  نتایج  است.  بیان شده  لیگنین  پروپان  فنیل  شیمیایی 
لیگنین براساس درصد وزنی اتم‌ها به صورت S، وN، وH و C به ترتيب 
ناچیز  مقدار  به‌سبب  آمد.  به‌دست   62/2 و   5/81  ،0/01  ،3/4 برابر 
نیتروژن در محاسبات از آن صرف‌نظر شد. درصد اکسیژن نیز از کسر 
درصد وزنی اتم‌ها از صد، محاسبه شد که مقدار آن %28/58 به‌دست 
 C5.18H5.81O1.79S0.1 بنابراین، فرمول بسته سـاختاری به صورت آمد. 
پیک  زیر  انتگرال  از  متوکسیل  گروه‌های  مول  مقدار  آمد.  به‌دست 
گروه متوکسیل طیف 1H NMR لیگنین آلفابرمو‌ایزوبوتیریل‌دار شده 
با برقراری تناسب با داده‌های حاصل از تجزيه عنصري )H5.81 برای 
کل پروتون‌ها در ساختار، جدول 6( به‌دست آمد. با کم‌کردن مقدار 
از  متوکسیل  واحد  به  مربوط  اکسیژن  و  هیدروژن  کربن،  اتم‌های 
عناصر فرمول ساختاری به‌دست آمده، فرمول بسته ساختار به صورت 
C4.47H3.59S0.1O1.08(OCH3)0.706 بین اتم‌ها ایجاد شد. همچنین، مقدار 

 1H NMR گروه‌های هیدروکسیل کلی از انتگرال‌های زیر پیک طیف
برقراری  با  آلفابرموایزوبوتیرات  گروه‌های  از  پروتون  یک  ازای  به 
تناسب بین داده‌های حاصل از تجزيه عنصري به‌دسـت می‌آید. مقدار 
پروپان  فنیل  ساختاری  فرمول  آروماتیک  و  آلیفاتیک   هیدروژن‌های 
لیگنین از طریق برقراری تناسب با مساحت‌های زیر پیک هر ناحیه با 
داده‌های حاصل از تجزيه عنصري به‌دست آمد. از این‌رو، فرمول ساختاری 

شکل 6- تغییرات: )الف( pH، )ب( رسانايي و )ج( مشتق تغییرات 
pH برحسب حجم تیترکننده حاصل از تيتركردن محلول قلیایی آبی 

لیگنین آلفابرموایزوبوتیریل برمید با هیدروکلریک اسید 0/02 نرمال.

جدول 5- مول گروه‌های کربوکسیلیک اسید و هیدروکسیل آروماتیک و 
آلیفاتیک در لیگنین محاسبه شده با استفاده از نتایج تيتركردن و طیف 

.1H NMR
nOH(Al)/nOH (Ar) 

(mmol/mmol)

nCOOH/mL 

(mmol/mmol)

nOH(Al)/mL 

(mmol/g)

nOH(Ar)/mL 

(mmol/g)

1/052/843/31 3/13 
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 C4.47H
Al

1.91H
Ar

1.09S0.1O0.4(OH)0.688(OCH3)0.706 صورت  به   لیگنین 
نوشته می‌شـود. عدد 1/91 برای هیـدروژن آلیفاتیــک از مجـمـوع 
1/5-1و   ppm ناحیــه  در  شـده  ظاهـر  پیـک‌های   مســاحت 
ppm 5/2-4/2 )شکل 4( به‌دست آمد. بنابراین با تبدیل تعداد اتم‌های 

کربن فرمول ساختاری به عدد 9، واحد فنیل پروپان لیگنین با فرمول 
 C9H

Al
3.84H

Ar
2.19S0.2O0.8(OH)1.38(OCH3)1.42 به صورت C9 ساختاری

فنیل  واحد   5 ازای  به  می‌دهد،  نشان  بسته  فرمول  این  شد.  حاصل 
پروپان، یک عاملیت گوگردی نیز در ساختار وجود دارد ]22[.

رنگ‌نگاري ژل تراوایی
از  استفاده  با  می‌توان  را  لیگنین  درشت‌مولکول  هیدرودینامیک  حجم 
 رنگ‌نگاري ژل تراوایی )GPC( تعیین کرد و سپس با استفاده از ستون 
مولکولی  وزن  و   n)M( عددی  متوسط  مولکولی  وزن  کالیبره‌شده، 
نتیجه، توزیع وزن مولکولی  )W)M را محاسبه کرد. در  متوسط وزنی 
تجمع  از  جلوگیری  دستگاه،  با  کار  حین  است.  محاسبه‌شدني  نیز 
مولکول‌های لیگنین در حلال بسیار مهم است که به چالش جدی تبدیل 
 GPC شده است ]11[. به دلیل انحلال ضعیف لیگنین در حلال رایج
گرفته شد.  به‌کار  استیل‌دار شده  نمونه‌   ،)THF( تتراهیدروفوران  یعنی 
نتایج حاصل از رنگ‌نگاري ژل تراوایی نمونه لیگنین استیل‌دار شده به 
)n)M و وزن مولکولی متوسط وزنی  تعیین وزن مولکولی متوسط عددی 
لیگنین استیل‌دار منجر شد )شکل 7(.  )W)M و توزیع وزن مولکولی 

در شکل 7 نمودار توزیع وزن مولکولی لیگنین استیل‌دار شده برحسب 
 محور نرمال شده نشان داده شده است. وزن مولکولی متوسط عددی 
و g/mol 1764 و  W)M( )n)M وg/mol 1260، وزن مولکولی متوسط وزنی 

توزیع وزن مولکولی لیگنین استیل‌دار شده 1/4 به‌دست آمد )جدول 7(. 
برای به‌دست آوردن مقدار مول گروه‌های هیدروکسیل به ازای g 1 از 
لیگنین استیل‌دار شده، لازم است، وزن گروه‌های استیل )MAC( اضافه 

شده به لیگنین اولیه یعنی C2H3O درنظر گرفته شود:

)1-M(-

m
n

1
1)mol/g(

m
n

 
 

 

  

 

  

 

CA

LcA

HO

L

HO

¢

)13-الف( 	           =

اضافه  استیل  گروه‌های  مولکولی  وزن   MAC )13-الف(،  معادله  در 
شده و برابر g/mol 43 است. عدد 1 در )MAC-1( نشان‌دهنده پروتون 
حذف شده از OH لیگنین حین واکنش استری‌شدن است. mAcL وزن 
ازای  به  هیدروکسیل  گروه‌های  مول   n¢OH/mAcL و  استیل‌دار  لیگنین 

جدول 6- محاسبه فرمول شیمیایی فنیل پروپان لیگنین با استفاده از نتایج طیف 1H NMR لیگنین آلفابرموایزوبوتیریل‌دار شده و تجزيه عنصري لیگنین.

محدوده 
(ppm) d

گروه عاملی نسبت داده شده
مساحت پیک 

)انتگرال( در لیگنین 
برم‌دار شده

مساحت 
معادل در 
لیگنین اولیه

هیدروژن در

C5.18 H5.81 O1.79 S0.1C9

1 - 1/5
1/5 2- /5

3/4 - 4/2
4/2 - 5/2
6 - 7/9

پروتون‌های آلیفاتیک دور از عنصر الکترون‌خواه
به  مربوط  متیل  گروه  دو  پروتون‌های 
آروماتیک  و  آلیفاتیک  هیدروکسیل  گروه‌های 

آلفابرموایزوبوتیریل‌دار شده
پروتون‌های متیل گروه متوکسیل

پروتون‌های آلیفاتیک متصل به عنصر الکترون‌خواه
پروتون‌های آروماتیک

0/55
5/79

2/98
2/14
1/52

0/55
0/965

2/98
2/14
1/52

0/392
0/688

2/12
1/52
1/09

0/789
1/38

4/26
3/06
2/19

-12/438/155/81جمع

شکل 7- نمودار توزیع وزن مولکولی لیگنین استیل‌دار شده به‌دست 
آمده از آزمون رنگ‌نگاري ژل تراوایی.
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وزن لیگنین استیل‌دار شده است. با بازآرایی معادله )13-الف(، معادله 
)13-ب( به‌دست می‌آید. در این صورت، مول گروه‌های هیدروکسیل 

به ازای g 1 از لیگنین استیل‌دار شده محاسبه می‌شود:
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با داشتن n¢OH/mAcL و به‌کمک معادله‌های )14( و )15( به ترتیب مول 
وزن  و  آن  از  زنجیر   1  mol ازای  به  لیگنین  هیدروکسیل  گروه‌های 

مولکولی متوسط عددی لیگنین محاسبه شد:
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در معادله های )14( و )Mn,ACL ،)15 وزن مولکولی لیگنین استیل‌دار 
شده، nOH/nL مول گروه‌های هیدروکسیل لیگنین به ازای mol 1 زنجیر 
لیگنین و Mn,L وزن مولکولی متوسط عددی لیگنین است. جدول 7 
وزن‌های مولکولی متوسط وزنی و عددی و توزیع وزن مولکولی لیگنین 
استیل‌دار شده، به همراه نتایج محاسبات برای وزن مولکولی عددی 
 لیگنین و مول گروه‌های هیدروکسیل لیگنین به ازای mol 1 زنجیر 
به‌دست آمده برای لیگنین و فرمول 

nM لیگنین را نشان می‌دهد. براساس
ساختاری C9 محاسبه شده در بخش پيشين، می‌توان نتیجه گرفت، هر 
زنجیر لیگنین به‌طور متوسط دارای 5 واحد تکراری فنیل پروپان است. 

بنابراین، هر زنجیر لیگنین به‌طور متوسط یک عامل گوگردی دارد.

نتیجه‌گیری

مختلف  فنون  از  استفاده  با  لیگنین  عاملی  گروه‌های  کمّی  شناسایی 
عنصري،  تجزيه  رسانايي‌سنجی،  و  ‌pHسنجي  تيتركردن  قبیل   از 
و  لیگنین  آلفابرموایزوبوتیریل‌دارکردن  و  استیل‌دارکردن   واکنش‌های 
انجام  شده،  عامل‌دار  نمونه‌های   1H NMR طیف‌های  بررسی 
واکنش  استیل‌دارکردن،  واکنش  کامل  پیشرفت  عدم  دلیل  به  گرفت. 
روش  به‌عنوان  بار  اولین  برای  لیگنین  آلفابرموایزوبوتیریل‌دارکردن 
جایگزین به‌کار گرفته شد. تعیین گروه‌های کربوکسیل و هیدروکسیل 
فنولی لیگنین و آلفابرموایزوبوتیریل‌دار شده، به‌کمک تيتركردن انجام 
به   1H NMR با  شده  آلفابرموایزوبوتیریل‌دار  لیگنین  بررسي  شد. 
متوکسیل  گروه‌های  و  لیگنین  هیدروکسیل  گروه‌های  همه  محاسبه 
و  عنصري  تجزيه  از  نتایج حاصل  هم‌زمان  تحلیل  با  شد.  منجر   آن 
صورت  به  لیگنین  پروپان  فنیل   C9 ساختاری  فرمول   ،1H NMR 

بنابراین،  آمد.  به‌دست   C9H
Al

3.84H
Ar

2.19S0.2O0.8(OH)1.38(OCH3)1.42

یک  و  پروپان  فنیل  واحد   5 متوسط  به‌طور  لیگنین  زنجیر  هر  در 
عامل گوگردی وجود دارد. با به‌کارگیری هم‌زمان داده‌های حاصل از 
طیف 1H NMR لیگنین آلفابرموایزوبوتیریل‌دار شده و GPC لیگنین 
استیل‌دار شده، مقدار مول گروه‌های هیدروکسیل به ازای یک زنجیر 
از لیگنین محاسبه شد. بنابراین روش‌های استفاده شده در این مطالعه، 
امکان شناسایی کمّی تمام گروه‌های عاملی لیگنین و تعیین ساختار و 

وزن مولکولی آن را فراهم آورد.

جدول 7- وزن‌های مولکولی متوسط عددی و وزنی و توزیع وزن مولکولی لیگنین استیل‌دار‌شده به‌دست آمده از GPC و وزن مولکولی عددی 
لیگنین و مول گروه‌های هیدروکسیل به ازای mol 1 زنجیر لیگنین.

لیگنینلیگنین استیل‌دار‌شده
Mn(g/mol)Mw(g/mol)PDI)15 معادله( Mn(g/mol)  )14 معادله( nOH/nL (mol/mol)
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