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Аннотация. Одним из эффективных методов исследования растительного сырья явля-
ется спектроскопия ядерного магнитного резонанса, которая позволяет выявить особен-
ности структуры и функционального состава лигнинов различных видов растительной 
биомассы. Однако при использовании этого метода существует ряд ограничений – в 
частности, регистрация спектров ядерного магнитного резонанса на некоторых ядрах 
(13C, 31P и др.) обычно требует значительных затрат времени. В данной статье пред-
ложен подход к снижению продолжительности записи спектров ядерного магнитного 
резонанса 31Р в 17 раз без потери качества результата. С помощью данного метода и 
с применением оптимизированных параметров эксперимента проведен функциональ-
но-групповой анализ лигнинов некоторых хвойных и лиственных пород, травянистых 
растений, распространенных на Европейском Севере РФ. Определены типы структур-
ных единиц и характерные для них межструктурные связи в расчете на 100 фенилпропа-
новых единиц методом гетероядерной одноквантовой корреляционной спектроскопии 
(HSQC) ядерного магнитного резонанса. Выявлены различия функционального состава 
и особенности структурной организации лигнинов в зависимости от семейства, к кото-
рому принадлежит растение. На основе полученного массива экспериментальных дан-
ных предложены стратегии переработки конкретных видов растительного сырья. Так, 
например, лигнины семейств Березовые и Буковые показали наибольшее количество 
фрагментов β-ариловых эфиров со свободной гидроксильной группой в α-положении, 
что говорит о большей реакционной способности данных лигнинов. Соответственно, 
представители этих семейств являются приоритетным сырьем при разработке спосо-
бов переработки лигнина. В то же время структура лигнинов представителей семейства 
Буковые оказалась наиболее устойчивой к гидролитической деструкции, что важно для 
лигнонаправленных концепций биопереработки.
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Abstract. NMR spectroscopy is one of the effective methods for the study of plant raw 
materials, which makes it possible to identify differences in the structure and functional 
composition of lignins of various types of plant biomass. However, there are a number of 
limitations in the use of this method – in particular, the registration of NMR spectra at some 
nuclei (13C, 31P, etc.) usually requires considerable amount of time. This article proposes an 
approach to reduce the recording time of 31P NMR spectra by a factor of 17 without losing the 
quality of the result. With the help of this method and with the use of optimized experimental 
parameters, the functional group analysis of lignins of some softwood and hardwood species 
and herbaceous plants distributed in the European North of the Russian Federation was 
carried out. The types of structural units and their characteristic interstructural relationships 
per 100 phenylpropane units were determined by HSQC NMR. Differences in the functional 
composition and features of the structural organization of lignins were identified depending 
on the family to which the plant belongs. On the basis of the obtained array of experimental 
data the strategies of processing of specific types of plant raw materials were proposed. For 
example, lignins of the Birch and Beech families showed the largest number of β-aryl ether 
fragments with a free hydroxyl group in the α-position, which indicates the greater reactivity 
of these lignins. Accordingly, representatives of these families are priority raw materials in 
the development of lignin processing methods. At the same time, the structure of lignins of 
representatives of the Beech family proved to be the most resistant to hydrolytic degradation, 
which is important for lignin-directed bioprocessing concepts.
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Введение

В настоящее время общий запас древесины в России составляет около 
80 млрд м3. Количество лигнина в растениях колеблется от 15 до 35 % по мас-
се [1, 13, 15]. Благодаря высокой распространенности лигнина в природе его 
производственный потенциал может достигать ~10 млн т в год, что намного 
превышает текущий объем рынка продуктов на основе лигнина [12]. Лигнин – 
ароматический гетерополимер, который находится в клеточной стенке растения 
вместе с целлюлозой и гемицеллюлозами [8] и обеспечивает жесткость клетки, 
водонепроницаемость и устойчивость против микробного действия [26]. В ос-
новном лигнин получают как отход целлюлозно-бумажной промышленности 
и затем применяют в качестве топлива для рекуперации энергии [29]. Совре-
менные тенденции предполагают комплексное и максимальное использование 
всех компонентов древесины. Однако такая переработка лигнина ограничена 
проблемами нерегулярности его строения и сильной модификацией структуры 
в ходе технологического процесса.

Лигнин представляет собой макромолекулу, состоящую преимуще-
ственно из 3 основных мономерных субъединиц: гваяцильные звенья (G) – 
производные кониферилового спирта, имеющие одну арил-ОСН3 группу; си-
рингильные звенья (S) – производные синапового спирта, имеющие две арил-
ОСН3 группы; п-гидроксифенильные звенья (Н) – не имеют ОСН3 групп и 
являются производными п-кумарового спирта (рис. 1) [14, 24]. Для макро-
молекул лигнина характерна поливариантность связей, поэтому однозначно 
описать макромолекулу лигнина простой комбинацией связей нескольких мо-
нолигнолов невозможно [25].

Рис. 1. Мономерные структурные звенья лигнина 
Fig. 1. Monomeric structural units of lignin
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Исследование структуры лигнина представляет значительный интерес, 
как практический (с целью использования лигнина в качестве потенциально-
го сырья для более глубокой переработки и получения ценных органических 
веществ), так и теоретический (например, для изучения путей и особенностей 
биосинтеза в различных растениях).

Вторичная переработка лигнина должна базироваться на использовании 
его свойств, обусловленных особенностями строения, наличием и количеством 
различных функциональных групп, от которых зависят многие полезные свой-
ства конечных продуктов. В связи с этим определение структурных особенно-
стей лигнинов разного происхождения, их функционального состава и продук-
тов химической модификации лигнинов является актуальным. В наибольшей 
степени это относится к реакционноспособным гидроксильным группам, кото-
рые присутствуют в макромолекуле лигнина в виде заместителей в алифатиче-
ских цепях, а также в виде фенольных структур гваяцильного, сирингильного и 
п-гидроксифенильного типов [1, 9, 11]. Поэтому знания о точном функциональ-
ном составе лигнина необходимы для вовлечения его в процессы вторичной 
переработки.

Одним из наиболее информативных методов функционального анализа 
лигнинов является спектроскопия ядерного магнитного резонанса (ЯМР) [17]. 
Спектроскопия 31P ЯМР лигнина позволяет количественно определять содер-
жание гидроксильных групп различных типов, в частности алифатических, 
фенольных, гидроксильных, а также карбоксильных [6]. Метод гетероядерной 
одноквантовой корреляционной спектроскопии ЯМР (HSQC ЯМР) эффективно 
используется для более глубокого изучения структуры лигнина и связей в ма-
кромолекуле. Совокупность методов ЯМР предоставляет достоверную исчер-
пывающую информацию о типах единиц и характерных для них межструктур-
ных связях [18, 28].

Лигнины, полученные из различных видов растительной биомассы, об-
ладают специфичными структурными особенностями [7, 23, 27], и для более 
эффективной переработки лигнина необходимо принимать во внимание видо-
вые различия исходного растительного сырья. Следовательно, формирование 
единых представлений о структурных особенностях лигнинов разного биоло-
гического происхождения необходимо как для подбора комплексных решений 
для эффективной переработки (биорефайнинга), так и для более глубокого по-
нимания процессов биосинтеза полимеров при росте растений.

Цель настоящего исследования – разработать подход к экспрессному 
определению функционального состава лигнинов методом 31P ЯМР и изучить 
структурное разнообразие лигнинов для последующей оптимизации техноло-
гий их переработки.

Объекты и методы исследования

В качестве объектов исследования выбраны диоксанлигнины (ДЛ), выде-
ленные из разных видов растительной биомассы: хвойных и лиственных пород 
и травянистых растений. При этом взяты наиболее распространенные предста-
вители растительности Европейского Севера РФ (табл. 1). 
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Таблица 1
Объекты исследования

Objects of study

Тип 
растительности

Семейство
 [2] Вид

Содержание 
лигнина 
Класона,

%

Выход ДЛ, % 
(по Класону)

Хвойные 
породы Сосновые

Ель обыкновенная 27,5±0,1 22,2±1,1
Сосна обыкновенная 29,9±0,7 23,0±1,8
Пихта сибирская 31,0±0,3 36,4±2,7

Лиственные 
породы

Березовые
Береза повислая 23,7±0,0 46,8±2,3
Граб обыкновенный 23,5±0,3 65,1±3,1
Ольха черная 27,2±0,5 50,7±2,5

Буковые
Дуб черешчатый 26,9±0,1 44,2±2,6
Бук европейский 26,4±0,1 50,4±4,5
Каштан посевной 30,6±0,4 49,0±2,4

Ивовые
Ива козья 22,1±0,4 46,3±4,1
Тополь белый 18,1±0,0 38,1±0,9
Осина обыкновенная 20,7±0,2 54,0±3,2

Розовые
Малина обыкновенная 24,3±0,0 41,1±2,1
Рябина обыкновенная 26,2±0,1 37,9±2,3
Яблоня домашняя 23,8±0,6 43,3±3,5

Травянистые 
растения

Зонтичные Тмин обыкновенный 29,0±0,0 14,1±0,7
Кипрейные Кипрей узколистный 25,2±0,1 18,7±1,1

Злаки Ежа сборная 24,5±0,1 29,4±2,0

Часть образцов отобрана на территории Северо-Западного федерально-
го округа РФ в разных точках Архангельской области (Холмогорский, Крас-
ноборский и Шенкурский районы). Дендрологический сад имени И.М. Стра-
тановича в г. Архангельске предоставил образцы лиственных пород деревьев. 
Для сравнения также были получены дикоросы березы, граба, ольхи, дуба, бука 
и каштана, произраставшие на территории Краснодарского края. Для репре-
зентативности растительных проб и объективности информации о содержа-
нии основных структурных единиц, входящих в состав лигнина исследуемых 
пород древесины и травянистых растений, образцы каждого представителя 
отбирались точечно в 3 повторениях и в дальнейшем данные усреднялись.

Средний возраст лиственных деревьев составил 21–38 лет, хвойных – 
56–70 лет. В качестве представительного образца древесных растений ис-
пользовали стволовую часть дерева (торцевой спил толщиной 3–4 см). При 
взятии образцов малины обыкновенной (Rubus idaeus L.) выбирали одревес-
невшие 2-летние ветки и срезали их среднюю часть. При отборе проб травя-
нистых растений извлекали всю надземную часть, листья и цветки удаляли.

Образцы древесины очищали от коры и измельчали в щепу. Ветки мали-
ны также зачищали от коры и измельчали. У травянистых растений отделяли 
стебли. Щепу и стебли высушивали на воздухе и измельчали с использовани-
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ем аналитической ножевой мельницы. Влажность воздушно-сухих образцов 
составляла 3–7 %. Полученные опилки экстрагировали ацетоном в аппарате 
Сокслета в течение 48 ч для удаления экстрактивных веществ. Все образцы 
лигнинов выделены по методу Пеппера [21], так как ДЛ считается препаратом, 
удобным для извлечения и близко отражающим основные структурные осо-
бенности природного лигнина. Для извлечения препаратов ДЛ обессмоленные 
опилки обрабатывали смесью диоксан/вода (объемное соотношение 9:1) при  
90 °С в течение 2 ч в токе аргона. Экстракт нейтрализовали NaHCO3, затем 
раствор отфильтровывали и упаривали в 8 раз на ротационном испарителе. 
Полученный концентрат по каплям приливали в 8-кратный избыток воды. 
Осажденный ДЛ-сырец отделяли от раствора центрифугированием и высу-
шивали в вакуумном шкафу. Очистку от примесей проводили путем перео-
саждения в диэтиловый эфир.

Следует отметить, что ДЛ не является абсолютно нативным и претер-
певает изменения в процессе выделения. Тем не менее, так как все образ-
цы лигнина выделены по одной методике, их сравнение корректно и может 
экстраполироваться на исходные лигнины изучаемых видов. Поэтому при 
интерпретации результатов структурного анализа необходимо учитывать 
деструкцию лигнина в ходе ацидолиза.

С целью характеристики исследуемых образцов ДЛ получены  
данные о молекулярно-массовом распределении (среднемассовые Mw 
и среднечисловые Mn молекулярные массы, индекс полидисперсности  
Mw/Mn), а также об элементном составе (табл. 2). Молекулярные массы вы-
деленных препаратов лигнина и степень полидисперсности определяли 
методом эксклюзионной хроматографии с использованием высокоэффек-
тивной жидкостной хроматографии системы LC-20 Prominence (Shimadzu, 
Япония) со спектрофотометрическим детектором SPD-20A. Элементный 
состав ДЛ устанавливали с помощью элементного (CHNS) анализатора EA-
3000 (EuroVector, Италия). Содержание кислорода рассчитывали, принимая 
суммарное содержание C, H, N, S, O равным 100 %. 

Основным аналитическим оборудованием, использованным в данной 
работе, является импульсный ЯМР-спектрометр AVANCE III™ 600 (Bruker, 
Германия) с рабочей частотой для протонов 600 МГц. Для анализа лигнинов 
методом 31P ЯМР применен подход, предусматривающий фосфитилирование 
гидроксильных групп лигнина специальным агентом с последующим получе-
нием спектров на ядрах 31Р [3–5, 16, 19, 22]. В качестве фосфитилирующего 
агента использован 2-хлор-4,4,5,5-тетраметил-1,3,2-диоксафосфолан (TMDP). 
Спектры регистрировали посредством стандартной 1-импульсной последова-
тельности с длительностью импульса 12 мкс, задержку между импульсами 
варьировали от 25 до 5 с, число накоплений – от 512 до 128. Массу навески 
образца изменяли от 15 до 40 мг. Спектры калибровали по сигналу продукта 
реакции фосфитилирующего агента с водой (химический сдвиг – 132,2 м.д.). 
Базовую линию корректировали вручную с использованием полиномиальной 
функции. Отношение «сигнал/шум» измеряли с помощью программного обе-
спечения спектрометра TopSpin 3.2.
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Таблица 2
Характеристика исследуемых препаратов ДЛ

Characteristics of the studied DLs

Семейство Вид
Элементный состав, % Молекулярно-массовые 

характеристики
С Н О Mw, Да Mn, Да Mw/Mn

Сосновые
Ель 63,0±0,1 5,93±0,4 31,1±0,7 2900 1600 1,8
Пихта 63,5±0,3 5,71±0,5 30,8±0,7 7000 2100 3,2
Сосна 62,6±0,3 5,74±0,6 31,7±0,4 4400 1600 2,7

Березовые
Береза 59,5±0,1 5,79±0,7 34,7±0,8 4900 2400 2,0
Граб 59,3±0,9 5,75±0,4 35,0±0,9 5200 3000 1,7
Ольха 60,1±0,3 5,94±0,7 34,0±0,8 5800 1800 3,2

Буковые
Дуб 58,4±0,4 6,11±0,3 35,5±0,3 5700 2100 2,7
Бук 60,1±0,1 5,89±0,3 34,0±0,7 4100 1750 2,3
Каштан 57,7±0,2 5,89±0,5 36,4±0,3 4400 1300 3,4

Ивовые
Ива 59,4±0,4 5,89±0,5 34,7±0,2 1300 910 1,4
Тополь 59,8±0,5 5,93±0,6 34,3±0,5 1300 930 1,3
Осина 54,4±0,0 5,68±0,9 39,9±0,9 1200 880 1,4

Розовые
Малина 58,6±0,1 5,89±0,7 35,5±0,7 5100 1900 2,7
Рябина 57,9±0,2 5,86±0,2 36,2±1,1 4600 1800 2,5
Яблоня 57,1±0,6 5,97±0,3 36,9±1,3 4300 1930 2,2

Зонтичные Тмин 60,0±1,2 5,83±0,4 34,2±0,9 2900 1600 1,8
Кипрейные Кипрей 58,4±0,9 5,48±0,5 36,1±0,9 3600 1800 2,0

Злаки Ежа 58,9±0,4 5,55±0,1 35,6±0,8 2100 1300 1,6

В экспериментах HSQC ЯМР в качестве растворителя лигнина исполь-
зовали дейтерированный диметилсульфоксид (ДМСО-d6). Навеску лигнина 
70–80 мг растворяли в 600 мкл ДМСО-d6 и тщательно перемешивали. Раствор 
переносили в ампулу для ЯМР-анализа. Содержание основных типов связей в 
лигнине определяли полуколичественным методом, основанным на интегриро-
вании соответствующих сигналов на спектрах HSQC. Отнесение сигналов на 
спектрах проводили путем сравнения экспериментальных химических сдвигов 
с данными научной литературы.

Результаты исследования и их обсуждение

Анализ данных элементного состава (табл. 2) показал, что ДЛ хвойных 
пород обладают бо́льшим содержанием углерода в составе, но меньшим содер-
жанием кислорода по сравнению с остальными образцами. Пониженное содер-
жание кислорода можно объяснить тем, что лигнины хвойных пород построе-
ны преимущественно из гваяцилпропановых структурных единиц, тогда как в 
лигнинах лиственных и травянистых растений преобладает сирингилпропано-
вая структурная единица. Кроме того, лигнины хвойных пород, вероятнее все-
го, более конденсированы, что отражается на значениях содержания углерода и 
более высоких молекулярных массах.
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Представители травянистых растений отличаются низким индексом по-
лидисперсности (табл. 2) и меньшими молекулярными массами. Для ДЛ ли-
ственных пород семейства Ивовые отмечены несколько заниженные значения 
молекулярных масс по сравнению с остальными рассмотренными ДЛ листвен-
ных пород. Это может быть объяснено тем, что при экстракции в заданных ус-
ловиях выделяется более низкомолекулярная фракция лигнина и для извлече-
ния препаратов ДЛ из этих пород требуется корректировка методики.

ЯМР-спектроскопия является одним из перспективных методов исследо-
вания лигнина в части установления его функционального состава и особенно 
структур фрагментов, входящих в него. Лигнины разных видов растительной 
биомассы отличаются по содержанию различных фенилпропановых структур и, 
следовательно, соответствующих им гидроксильных групп, что приводит к раз-
личиям в положении и относительной интенсивности линий спектров 31P ЯМР.

Перед регистрацией основной серии спектров образцов нами произведен 
подбор параметров эксперимента для оптимизации рабочего процесса. На рис. 2 
представлены спектры 31Р ЯМР лигнина стеблей малины (Rubus idaeus L.), за-
регистрированные для одинаковых навески образца (15 мг), длительности им-
пульса (12 мкс) и времени регистрации спада свободной индукции (1,13  с). 
Варьировали время задержки между импульсами (от 25 до 5 с) и число нако-
плений (от 512 до 128).

Результаты эксперимента показывают, что уменьшение времени задерж-
ки практически не влияет на совокупность наблюдаемых сигналов спектра. Это 
позволяет утверждать, что время задержки, равное 5 с, является достаточным 
для полной релаксации образца после воздействия импульса и регистрации 
отклика. Дальнейшее снижение времени задержки между импульсами может 
привести к искажению вида спектра, поскольку время релаксации ядер фосфо-
ра составляет 4–10 с. 

Рис. 2. Спектры 31Р ЯМР лигнина стеблей малины, зарегистрирован-
ные при различных параметрах: время задержки – 25 с, число нако-
плений – 512 (а); время задержки – 5 с, число накоплений – 128 (б) 

Fig. 2. 31Р NMR spectra of raspberry stem lignin recorded at different 
parameters: delay time – 25 s, number of scans – 512 (а); delay time –  

5 s, number of scans – 128 (б)
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Также установлено, что отношение «сигнал/шум» лучше в спектре, за-
писанном с бо́льшим числом накоплений и длительной задержкой, однако в 
данном случае время проведения эксперимента (около 3,5 ч) существенно уве-
личивается по сравнению с экспериментом с короткой задержкой и меньшим 
числом накоплений (около 13 мин). В основной серии экспериментов было ре-
шено использовать короткую задержку и меньшее число накоплений, а отноше-
ние «сигнал/шум» улучшить путем увеличения навески образца.

На рис. 3 представлены спектры 31Р ЯМР лигнина стеблей малины 
(Rubus idaeus L.), зарегистрированные в одинаковых условиях эксперимента 
(длительность импульса – 12 мкс; время регистрации спада свободной ин-
дукции – 1,13 с; задержка между импульсами – 5 с; число накоплений – 128), 
но с разной навеской образца (от 15 до 40 мг). Установлено, что при навеске 
образца 40 мг и числе накоплений 128 отношение «сигнал/шум» достигает 
значений, получаемых в эксперименте с навеской 15 мг и числом накоплений 
512. В итоге в основной серии экспериментов было решено использовать на-
вески образцов в 40 мг.

Таким образом, в результате предварительных экспериментов нами 
определены параметры регистрации спектров, которые использовались в ос-
новной серии опытов: длительность импульса – 12 мкс; задержка между им-
пульсами – 5 с; число накоплений – 128; масса навески – 40 мг.

Оптимизация параметров регистрации спектров 31Р ЯМР позволила 
снизить время записи одного спектра с изначальных 3 ч 43 мин до 13 мин 
без потери качества результата, что подтверждается вычислением отноше-
ния «сигнал/шум» в спектрах, зарегистрированных при разных параметрах. 
Измерения амплитуды сигнала и шума во всех спектрах проводили в диа-
пазонах 134,82–134,44 м.д. для сигнала (соответствующего карбоксильным 
группам) и 134,0–133,0 м.д. для шума. Результаты вычислений представле-
ны в табл. 3.

Рис. 3. Спектры 31Р ЯМР лигнина стеблей малины для различных 
навесок образца: 15 (а) и 40 (б) мг 

Fig. 3. 31Р NMR spectra of raspberry stem lignin registered for 
different sample weights: 15 mg (а) и 40 mg (б)
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Таблица 3
Определение отношения «сигнал/шум» в экспериментах

Signal-to-noise ratio in experiments

Навеска, мг Задержка, с Отношение «сигнал/шум»

15 25 41,33
15 5 19,09
40 5 38,03

Спектры 31Р ЯМР основной серии экспериментов для всех образцов 
представлены на рис. 4. Анализ спектров показывает следующее. В области 
~132,2  м.д. наблюдается сигнал, соответствующий атому фосфора в составе 
продукта реакции фосфитилирующего агента с водой, по этому пику произво-
дится калибровка всего спектра. В диапазоне химических сдвигов ~152,0 м.д. 
проявляется сигнал, отвечающий гидроксильным группам внутреннего стан-
дарта; ~133,8–136,1 м.д. – сигналы, соответствующие карбоксильным ОН-груп-
пам лигнинов; ~138,5–136,8 м.д. – сигнал п-оксифенильных групп; ~138,5– 
140,3 м.д. – сигналы гваяцильных OH-групп; ~140,3–144,9 м.д. – сигналы ОН-
групп, отвечающие С5-замещенным единицам; ~144,9–151,4  м.д. – сигналы 
алифатических ОН-групп. Кроме того, на некоторых спектрах, в особенно-
сти травянистых растений, зафиксированы сигналы, отвечающие ОН-группам 
флавоноидных структур. Сигнал в области ~138,4–138,8  м.д. резонирует от 
ОН-групп структур пирокатехинового типа, а в области ~136,1–136,8 м.д. – от 
структур флороглюцинового типа в составе флавоноидов.

Обнаружено, что спектры 31Р ЯМР лигнинов различных растений неоди-
наковы по относительной интенсивности сигналов в указанных выше диапазо-
нах. Таким образом, мы можем наблюдать различие функционального состава 
лигнинов в зависимости от семейства, к которому принадлежит растение, с по-
мощью спектроскопии ЯМР.

Из спектров 31Р ЯМР ДЛ хвойных пород видно, что наибольшую интен-
сивность среди сигналов фенольных гидроксильных групп имеют сигналы, со-
ответствующие гваяцильным ОН-группам (~139–140 м.д.). В то же время сиг-
налы, отвечающие С5-замещенным ОН-группам, практически отсутствуют в 
спектрах, что подтверждают литературные данные [6,19, 23].

Спектры 31Р ЯМР ДЛ, выделенных из древесных растений семейства 
Ивовые, показывают значительное количество Н-единиц (область на спектре 
~137–138 м.д.) в отличие от лигнинов других рассмотренных лиственных по-
род деревьев.

Для лигнинов, полученных из древесных растений семейств Розовые и 
Буковые, характерно преобладание С5-замещенных структурных звеньев в со-
ставе. Группы сигналов, соответствующих OH-группам в гваяцилпропановых 
звеньях, менее выражены в спектрах, чем у спектров лигнинов других листвен-
ных пород деревьев. Интенсивности сигнала алифатических OH-групп в обла-
сти ~146 м.д. на спектрах семейств Березовые и Розовые увеличены по срав-
нению с аналогичными сигналами в спектрах остальных проанализированных 
образцов.
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В отличие от лигнинов, выделенных из древесины, лигнины трав со-
держат в заметных количествах все типы гидроксильных групп, распростра-
ненных в лигнинах. Помимо этого, на спектрах наблюдается сигнал в области  
~136,4 м.д., который не отвечает ни одной из распространенных функциональ-
ных ОН-групп лигнинов. Этот сигнал относится к ОН-группам флавоноидов, 
однако механизм включения этих фрагментов в структуру лигнина до конца не 
выяснен.

Рис. 4. Сравнительный анализ спектров 31Р ЯМР ДЛ 
Fig. 4. Comparative analysis of 31P NMR DL spectra
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Заключения по качественному анализу спектров 31Р ЯМР подтверждают-
ся данными количественного анализа содержания функциональных групп раз-
личных типов в образцах (табл. 4).
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Общее содержание гидроксильных групп, в частности свободных феноль-
ных, преобладает в ДЛ травянистых растений. Это объясняется значительным 
количеством Н-единиц в структуре, а также вкладом фрагментов флавоноидов. 
Содержание карбоксильных ОН-групп на уровне 0,2 ммоль/г в травянистых 
лигнинах говорит о том, что такие лигнины склонны к окислению и требуют 
более мягких условий извлечения.

Преобладание свободных алифатических ОН-групп в структуре лигнина 
благоприятствует гидротропным процессам биопереработки при производстве 
формованных материалов на основе лигнина [15]. Для такой стратегии наибо-
лее подходящими породами древесины являются ель, береза и ольха.

Высокая доля фенольных ОН-групп способствует максимизации конвер-
сии лигнина в биополиолы в одну стадию для прямого производства пенополи-
уретанов [10]. Необходимыми характеристиками обладают травянистые расте-
ния, а также ель и каштан.

Низкомолекулярные травянистые лигнины с п-гидроксифенильными 
группами в структуре (кипрей, ежа) потенциально пригодны для получения 
свободных фенолов. Удаление п-гидроксикоричного спирта и коричного альде-
гида из структуры лигнина в условиях кислотного катализа позволит использо-
вать такие модифицированные лигнины, как антиоксиданты, углеродное волок-
но, наночастицы или сорбенты, для очистки воды [20].

Таким образом, в силу различия функциональных групп лигнина об-
ласти его применения охватывают широкий спектр, включая производство 
энергии, биотоплива и продуктов синтез-газа, получение полимерных произ-
водных лигнина: пластмасс, полимерных пен, клеев, добавок в биоразлагае-
мые композиты, мембран и углеродных волокон, антиоксидантов и противо-
микробных агентов.

Метод HSQC ЯМР является наиболее часто применяемым методом ЯМР 
спектроскопии для характеристики лигнинов, поскольку предоставляет досто-
верную исчерпывающую информацию о типах единиц и характерных хими-
ческих связях между фенилпропановыми единицами (ФПЕ). Молекулярная 
геометрия основных структур, как области боковой цепи, так и ароматической 
области, изображена на рис. 5.

В табл. 5 представлены результаты количественного анализа основных 
типов связей, характерных для всех исследуемых препаратов лигнина.

Анализ полученных данных показывает, что содержание основных мо-
номерных звеньев (S-, G- и H-единиц), а также метоксильных групп в целом 
соответствует литературным данным. В то же время данные количественного 
анализа β-О-4-связей сильно разнятся [7]. Это объясняется тем, что в лите-
ратуре сигнал при δC/δH 73,7–69,7/5,26–4,65 ошибочно приравнивают к об-
щему содержанию всех β-О-4-связей, тогда как данный сигнал принадлежит 
только структурам β-ариловых эфиров со свободной гидроксильной группой  
в α-положении.

Так, препараты ДЛ семейства Сосновые состоят преимущественно из 
G-единиц с незначительным присутствием S- и H-единиц. Это подтвержда-
ется и количеством метоксильных групп – ~ 95 %. Кроме того, содержание  
β-О-4-связей со свободными бензильными ОН-группами (β-О-4/α-ОН) для се-
мейства Сосновые наименьшее из всех рассмотренных препаратов.
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Присутствие во всех препаратах фрагментов кетонов Гибберта указывает 
на то, что часть β-О-4-связей подверглась гидролитической деструкции в ходе 
ацидолиза. Количество структур Hk для большинства исследованных образцов 
составило порядка 4–6 на 100 ФПЕ, исключая лигнины представителей семей-
ства Буковые (1–2 на 100 ФПЕ), что говорит о более устойчивой структуре лиг-
нинов данного семейства.

Рис. 5. Основные структурные фрагменты, присутствующие в ДЛ: А – β-арило-
вые эфиры; ASE – эритро-изомеры; AST – трео-изомеры β-ариловых эфиров S-типа;  
AG – β-ариловые эфиры G-типа; В – фенилкумарановые структуры, образованные 
β-5′/α-O-4′-связями; С – структуры резинола, образованные β-β’/α-O-γ’/γ-O-α’-связями; 
Hk – кетоны Гибберта; S – сирингильная единица; G – гваяцильная единица; Н – п-ги-
дроксифенильная единица; PhGly – фенилгликозидная связь; GlcUE – сложные эфиры 

глюкуроновой кислоты; BE – бензиловые эфиры 
Fig. 5. Main structures present in DLs: A – β-aryl ethers; ASE – erythro-isomers; AST – S-type 
β-aryl ethers treo-isomers; AG – G-type β-aryl ethers; B – phenylcoumarane structures 
formed by β-5′/α-O-4′ bonds; C – resinol structures formed by β-β’/α-O-γ’/γ-O-α’ bonds;  
Hk – Hibbert’s ketones; S – syringyl unit; G – guaiacyl unit; H – p-hydroxyphenyl unit;  

PhGly – phenylglycoside bond; GlcUE – glucuronic acid ethers; BE – benzyl ethers
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Для всех препаратов ДЛ количество трео-изомеров β-ариловых эфиров 
S-типа вдвое больше, чем эритро-изомеров, что объясняется стерическими 
особенностями.

Количество структур резинола для ДЛ из хвойных пород, втрое меньше, 
чем структур фенилкумарана, тогда как для ДЛ из лиственных пород, наоборот, 
структур резинола втрое больше, чем структур фенилкумарана. Для ДЛ травя-
нистых растений количество этих структур примерно одинаковое.

Наличие типов связей, характерных для лигноуглеводного комплекса от-
мечено у всех исследуемых препаратов ДЛ. Наибольшую долю связей «лиг-
нин–углевод» составляют бензиловые эфиры, в которых остаток полисахари-
да связан с лигнином через α-положение. Количество бензил-эфирных связей 
варьировало в диапазоне 3,8–6,7 на 100 ФПЕ. Отмечены также следовые ко-
личества сложных эфиров глюкуроновой кислоты. Наибольшее содержание 
фенил-гликозидных связей зафиксировано для ДЛ ежи (6,3 на 100 ФПЕ). При-
сутствие некоторого количества остаточных связей лигнина с углеводами ха-
рактерно для препаратов ДЛ, так как условия ацидолиза считаются относитель-
но мягкими и полной деструкции лигноуглеводного комплекса не происходит.

Соотношение S- и G-единиц сильно варьирует в лигнинах различных 
пород древесины, что влияет на реакционную способность лигнина. Как пра-
вило, лигнин, обладающий большим количеством S-единиц, рассматривается 
как более предпочтительное сырье для максимизации выхода мономеров при 
биоконверсии, так как высокое отношение S/G может уменьшить образование 
неактивных связей C-C, приводящих к нежелательной конденсации лигнина во 
время деполимеризации. Так, для лиственных пород S/G = 1,5–3,2, тогда как 
для хвойных пород и травянистых растений S/G = 0,0–0,5. Анализируя соот-
ношение S/G единиц различных лигнинов, можно увидеть, что большинство 
рассмотренных лигнинов лиственных пород потенциально удобны для после-
дующей переработки. В этом аспекте лигнины трав являются менее перспек-
тивным сырьем.

Заключение

Предложен подход к экспрессной записи спектров ядерного магнитно-
го резонанса 31Р для исследования функционального состава лигнинов. Метод 
предусматривает фосфитилирование гидроксильных групп лигнина специаль-
ным агентом с последующим получением спектров на ядрах фосфора. Пред-
ложено увеличение массы исследуемого образца до 40 мг. При записи спектра 
используется одноимпульсная последовательность с длительностью импульса 
12 мкс, задержка между импульсами равна 5 с, число накоплений – 128. На оп-
тимизированных параметрах время записи одного спектра составляет 13 мин.

Составлен подробный структурный профиль для 18 препаратов диоксан-
лигнинов, выделенных из растений различного биологического происхожде-
ния. Отмечена структурная вариабельность лигнинов не только между разными 
видами растительной биомассы, но и в зависимости от семейства, к которо-
му принадлежит растение. Профиль включает числовые значения количества 
функциональных групп, связей и фрагментов изученных лигнинов. Также вы-
ведено соотношение мономерных звеньев лигнинов. 
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Полученный массив структурной информации позволяет проанализиро-
вать перспективные способы валоризации лигнина в вопросах комплексного 
использования всех компонентов биомассы. Так, например, лигнины семейств 
Березовые и Буковые имеют в структуре наибольшее количество фрагмен-
тов β-ариловых эфиров со свободной гидроксильной группой в α-положении, 
что говорит о большей реакционной способности данных лигнинов. Соответ-
ственно, представители этих семейств являются приоритетным сырьем при 
разработке способов переработки лигнина. В то же время структура лигни-
нов представителей семейства Буковые оказалась наиболее устойчивой к ги-
дролитической деструкции (кетоны Гибберта – ~1–2 на 100 ФПЕ), что важно 
для лигнонаправленной концепции биопереработки. Соотношение сирингиль-
ных/гваяцильных звеньев для лигнинов лиственных пород составило от 1,5 до  
3,2 ед., что свидетельствует о высоком потенциале данных лигнинов для после-
дующей переработки. Лигнины трав привлекательны для получения фенолов. 
Таким образом, выбор исходного сырья для биопереработки зависит от задан-
ных свойств конечных продуктов.
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