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METODY IZOLOWANIA I BADANIA KOMPLEKSOW
LIGNINOWO-WEGLOWODANOWYCH

Bozena Kosikovd

Instytut Chemii Stowackiej Akademii Nauk w Bratystawie

W naszym laboratorium od 1961 r. zajmujemy sie systematycznie
problemem wyodrebniania i badania wlasnosci komplekséw ligninowo-
-weglowodanowych (L—W). Wiele prac stanowi wklad do oznaczania
ligniny, wyjaéniania jej charakteru in situ oraz reakcji przebiegajacych
podczas jej wyodrebniania.

Badanie warunkéw acydolizy drewna swierkowego, topolowego i bu-
kowego w metanolu pod katem wplywu rodzaju i stezenia katalizatora,
temperatury reakcji i czasu [9] potwierdzilo przewidywany przez
Schuerchoma mechanizm wigzania komplekséw ligninowo-weglowoda-
nowych:

lig— C—lig ROH lig— C—lig+ WOH

| ——— |

O—W [HH OR

lig — makroczgsteczka ligniny,
W — weglowodany,
R — alkil. "

Z obliczen kinetycznych reakcji wynika, ze metanoliza uwalnia sa-
charydy z czgstek ligniny prawdopodobnie mniej skondensowanej (w
przypadku $wierku 1/3, w przypadku topoli i buka 2/3 ligniny Klasona)
wg mechanizmu reakcji pseudomonomolekularnej. Stale szybkosci (tab. 1)
wskazuja, ze stosunek szybkosci ekstrakcji ligniny z poszczegélnych ro-
dzajow drewna — S$wierk :topola:buk wyraza si¢ proporcjg 4:3:2,
co zwigzane jest z roznicami strukturalnymi ligniny i ich r6zng zdolnos-
cia do kondensacji. Z tych wynikéw mozna wyprowadzi¢ ogélne wnio-
ski takze odnos$nie przebiegu innych proceséw chemicznego przerobu
drewna, lgcznie z delignifikacja.
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Tabelal
Stale szybkosci reakcji i energie aktywacji uwalniania ligniny i cukréw w czasie acydolizy drewna
Lignina Cukry
Rodzaj drewna stala szybkosci energia aktywacji  Stala szybko$ci  energia aktywacji
min ! cal min—? cal
Swierk 23-10—* 11 000 1,4-10¢ 10 400
Topola 47 - 10— 12 800 10-10—¢ 12 800
Buk 36104 11 400 14-10—4 11 300

Okreslenie mas czasteczkowych izolowanych metanololignin, w réz-
nych przedzialach czasu acydolizy drewna $wierkowego, metodg osmo-
metrii wykazalto, ze ciezar czgsteczkowy izolowanej ligniny zwieksza sie
w granicach 840-4500, prawdopodobnie w nastepstwie nieodwracalnych
reakcji kondensacji ligniny za posrednictwem grup funkcyjnych uwal-
nianych przez acydolize.

Badajgc odporno$¢ ligniny na acydolize w $rodowisku metanolu wy-
konano podobne do$wiadczenia z uzyciem dioxanu [7]. Szybkos¢ hydro-
lizy ligniny byla w tym przypadku duzo wyzsza (k = 54-10"*min" ), W
serii doswiadczen badano wptyw funkcji kwasowosci Hammeta, parame-
tru rozpuszczalnosci i kondensacji ligniny na efektywnos§¢ dioxanu i me-
tanolu, przy czym stwierdzono, ze acydoliza w dioxanie jest okolo dwu-
krotnie efektywniejsza niz w metanolu. Najwazniejszym czynnikiem oka-
zala sie ograniczona rozpuszczalnos¢ skondensowanej ligniny w metanolu
(rys. 1).

Bilans materialowy ligniny w przebiegu acydolizy drewna Swierkowe-
go (tab. 2) oraz oznaczenia zawartosci grup metoksylowych w ligninie
i analiza chromatograficzna izolowanej ligniny wykazujg, ze lignina wyi-
zolowana na drodze acydolizy w metanolu, a takze w dioxanie, reprezen-
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Tabela 2
Bilans materialowy ligniny w procesie acydolizy drewna $§wierkowego w dioksanie

-OCH; w Lignina

pozos.taloéci Klasona Call;:)vtvita ke w vy~ Caystwy-
Czas trocm. po WP .ozosta- vs;lye Stras ekstrahowa- ekstrahowa- _Sto_sunek
acydolizy acydoh.21e, fosci drvela .o w?.na nej ligninie  nalignina ligniny do
w 9% pier-  po acydoli- lignina cukréw
wotnej od- zie
wazki v w % pierwotnej odwazki
5 min 5,19 26,88 5,62 3,60 2,02 0,56
30 min 4,27 21,02 11,42 3,54 7,88 2522
1 godz 3,58 18,66 14,80 4,56 10,24 2,24
2 2,86 14,63 20,63 6,36 14,27 2,24
4 ,, 2,26 10,79 26,51 8,40 18,11 2,15
8 1,36 7,66 30,70 9,46 21,24 2,24
16 0,98 4,57 33,75 9,42 24,33 2,58
24 0,78 3,54 34,40 9,04 25,36 2,80

tuje sobg kompleksy, w ktorych stosunek ligniny do sacharydéw zmienia
sie w zaleznosci od czasu acydolizy. Doswiadczenie to jest obecnie uogol-
nione w tym sensie, ze wszystkie preparaty ligninowe (BNL, MWL, lig-
nina enzymatyczna) zawierajg pewne sktadniki sacharydowe, ktérych nie
mozna oddzieli¢ przez frakcjonowanie; sg to zatem kompleksy ligninowo-
-sacharydowe o wysokim stosunku ligniny do weglowodanow.

Do oceny acydolizy zastosowano oprécz metod klasycznych spektrofo-
tometrie w ultrafiolecie, np. do oznaczania fenolowych nie sprzezonych
grup wodorotlenowych. Zastosowanie spektrofotometrii w podczerwieni
umozliwilo iloSciowe oznaczenie ligniny w materiale drzewnym w czasie
metanolizy, jak rowniez w ekstraktach, przez pomiar pasma absorpcji
1515 cm™! (metodg linii podstawowej) odpowiadajgcego aromatycznym
drganiom szkieletu w widmach w podczerwieni tych produktéow [1] oraz
Sledzenie kondensacji fenylopropanowych jednostek ligniny szczgtkowe;
w drewnie podczas powstawania ukitadu flawonowego lub kumarono-
wego.

Technikg spektrometrii w podczerwieni potwierdzono obecno$¢ w lig-
ninie grup karbonylowych, jak rowniez ich przegrupowanie w czasie acy-
dolizy w $rodowisku metanolu, ewentualnie dioxanu [2]. Na podstawie
tych wynikow, uzupelnianych specyficznymi reakcjami karbonyli i do$-
wiadczeniami z substancjami modelowymi, mozna powiedzie¢, ze podczas
gdy w protoligninie i ligninach izolowanych w warunkach umiarkowanych
(BNL, MWL) przewaza powstawanie grup karbonylowych w potozeniu a
w stosunku do pierScienia benzenowego, to w czasie acydolizy nastepuje
przegrupowanie karbonyli z polozenia a w polozenie 3, ktére jest poto-

5 — ZPPNR z. 185
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zeniem ,normalnym” w zwigzkach z 1,2-hydroksykarbonylowg struk-
turg:

R—C—CH—CH, cuoun R—C—CH—CH;, -R—CH—-C—CH,
[ ek I |
O OH Hel O OCH, OCH, O

Ze wzgledu na zlozono$¢ badania wigzan ligniny z sacharydami w tak
niejednorodnym ukladzie, jakim jest drewno i na fakt, ze ligniny wyizo-
lowane na drodze acydolizy zawierajg okreslong ilos¢ cukréw, postano-
wiono zajg¢ sie problematykg izolowania frakcji kompleksow ligninowo-
-sacharydowych z materialow roslinnych takim sposobem, azeby zacho-
wane zostaly pierwotne wigzania obydwoch sktadnikéw, dzieki czemu
bylby uzyskiwany odpowiedni material wyjsciowy do badania charak-
teru wigzan ligninowo-sacharydowych. Opracowana przez nas metoda
izolacji komplekséw ligninowo-sacharydowych oparta jest na alkilacji
drewna, dzieki czemu osigga sie jego cze$ciowg rozpuszczalnos¢ w roz-
puszczalnikach organicznych [3]. Przez chromatograficzny rozdzial roz-
puszczalnych frakeji alkilowanego drewna uzyskano jednorodne frakcje,
zawierajgce lignine i cukry, ktére badano pod wzgledem charakteru wig-
zania ligniny z cukrami. Zaleta podanego sposobu jest zastosowanie u-
miarkowanych warunkow izolacji, w ktorych nie dochodzi do zmian
uwzglednionych typow wigzan (eterowe, glikozydowe, acetalowe), co
potwierdzono na substancjach modelowych.

Przez powtérng metylacje drewna $wierkowego dwuazometanem mo-
zna uzyskaé¢ tylko czes$¢ ligniny (5%¢) w formie kompleksu ligninowo-we-
glowodanowego. Badania stabilno$ci w ten sposéb wyizolowanego zespotu,
wobec zasad i kwasow, technikg spektrofotometrii UV i IR wskazujg na
obecno$¢ wigzan typu aryloglikozydowego pomiedzy ligning a sachary-
dami [4].

Ilos¢ ekstraktu komplekséw L-W udalo sie zwiekszy¢é wprowadzajac
kombinacje molekularnego mielenia z alkilacja [6]. Mechaniczna degra-
dacja drewna $wierkowego, z 0,1-0,5 mm na 20-50 um, w sposéb istotny
przyspieszyla jego metylacje i zwiekszyla rozpuszczalnos¢ metylowanego
produktu. Z drewna §wierkowego zmielonego wstepnie w mtynie wibra-
cyjnym, a nastepnie metylowanego dwuazometanem i siarczanem mety-
lu uzyskano w przyblizeniu 20%¢ ligniny w postaci komplekséw L-W.
Wyizolowane kompleksy poddane hydrolizie zasadowej i kwasnej, anali-
zie chromatograficznej i spektrofotometrycznej w ultrafiolecie i podczer-
wieni, wykazaly wlasnosci podobne do wlasnosci zespolow wyizolowanych
z nie mielonego drewna. Pewne réznice w stosunku ligniny do cukréow
wskazuja, ze mielenie wibracyjne obniza zawarto$¢ polisacharydow w
kompleksach.

Metode izolacji komplekséw ligninowo-weglowodanowych, opartg na
alkilacji drewna, zmodyfikowano ostatnio w ten sposob, ze materiat drze-
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wny poddaje sig¢ acetylowaniu; otrzymuje si¢ wéwczas frakcje acetylo-
wanego drewna rozpuszczalne w rozpuszczalnikach organicznych. W zmo-
dyfikowanym sposobie nie dochodzi do rozszczepienia zakladanych typow
wigzan, co sprawdzono na modelach, a frakcje uzyskuje sie w wiekszej
ilosci.

Interpretacja widm NMR substancji modelowych reprezentujacych
ligning, sacharydy i kompleksy L-W umozliwita ocene kompleksowych
widm dyfuzji komplekséw ligninowo-sacharydowych izolowanych z al-
kilowanego drewna bukowego i uzyskanie danych o ich strukturze [5].
Obecnos¢ ligniny w wyizolowanym kompleksie widoczna jest z sygnatow
zwigzanych z pierScieniem aromatycznym i aromatycznymi grupami me-
toksylowymi, podczas gdy bardzo intensywne sygnaly alifatycznych grup
metoksylowych charakteryzujg gtéwnie sacharydy. Widma NMR wskazu-
Ja na syryngilowg strukture izolowanego zespolu oraz na stosunek lig-
niny do sacharydéw réwny 2:1, co zgadza sie z warto$cig uzyskang pod-
czas iloSciowej analizy ligniny w kompleksach metodg spektrofotometrii
w podczerwieni.

Nastepng zaletg zmodyfikowanej metody izolowania kompleksow L-W
jest fakt, ze acetylowane pochodne dajg wiecej informacji o charakte-
rze grup hydroksylowych w widmie NMR, niz pochodne metylowe. Struk-
ture dwoéch frakeji ligninowo-sacharydowych wyizolowanych z acetylo-

Tabela 3
Obszary chemicznych przesunig¢ protonéw w acetylowanych ligninach i frakcjach ligninowo-
-we¢glowodanowych

Wzgledny stosunek liczby protonéw do protonéw

Ob- T . 5 aromatycznych
szar AE pEones lignina metanolo- frakcja 1 frakcja 2
Braunsa lignina
1  aromatyczne 8,00-6,60 1,00 1,00 1,00 1,00
2 C=C winylowe 6,60-5,86 0,20 — 0,46 0,27
3 H-CH, 5,86-5,35 0,17 0,06 0,31 0,33
4 H w laficuchu bocz-
nym H—1 -H—6* 5,35-3,95 1,13 1,36 2,80 2,80
5 -OCH, aromatycz-
ne 3,95-3,60 0,41 0,64 0,57 0,46
6 H w lanincuchu
bocznym CH,* 3,60-3,40 0,27 0,47 0,31 0,60
7 -OCH, alifatyczne 3,40-3,00 — 0,28 0,12 0,18
8 -OAc aromatyczne 2,48-2,15 0,21 0,18 0,27 0,29
9 -OAc alifatyczne 2,15-1,75 0,47 0,38 1,43 1,38
Aromatyczne OH 0,62 0,82 0,84 0,75
Alifatyczne OH 0,47 0,66 1,55 1,56
Aromatyczne OH : alifatyczne OH 1:0,76 1:0,80 1:1,85 1:1,96

*Protony w cukrach.

5‘
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wanego drewna bukowego zbadano metodg spektroskopii NMR stosujac
acetylowang lignine i modelowe zwigzki dwoch typow wigzan: acetalo-
wego i glikozydowego [8]. W tabeli 3 zestawiono warto$ci 6 sygnalow
protondéw ligniny acetylowanej (BNL i metanololigniny) i niskoczgstecz-
kowych frakcji ligninowo-sacharydowych, co pozwala jednoznacznie iden-
tyfikowa¢ sygnaly aromatycznych acetoksylowych grup przy 6 = 2,26
i alifatycznych acetoksylowych grup zlokalizowanych w strefie 6 = 2.
Podobnie mozna odr6zni¢ w widmie protony zwigzane w aromatycznych
i alifatycznych grupach metoksylowych. Sygnaty protonéw lancucha bo-
cznego (0 = 4-5) w okreslonym stopniu nakladajg sie z sygnatami pro-
tonéw pierscienia piranowego sacharydow.

Ocena ilosciowa tych widm wumozliwia okreslenie calkowitej liczby
protonow w pierscieniu aromatycznym i protonow alifatycznych lancu-
cha bocznego oraz pierscienia piranowego. Ponadto z zawartosci protonow
metoksylowych i acetoksylowych mozna obliczy¢ wzgledny stosunek a-
romatycznych fenolowych grup hydroksylowych i wszystkich alifatycz-
nych grup hydroksylowych przypadajgcy na jeden proton piersScienia aro-
matycznego.

0CH4
R
H,COH OIH Ol
l
HC—0 C — CH —CH,0H
|
HCOH I
0CH3 0 —weglowoaany
H2COH
HC OCH4
l
HC —0
Rys. 2. Struktura komplekséw lignino-
H3C0 OLRs wo-weglowodanowych: R = H lub dal-
OH sza jednostka ligninowa

Z iloiciowej analizy calkowitej liczby protonéw w pierScieniu aroma-
tycznym oraz ze wzglednego stosunku aromatycznych fenolowych grup
hydroksylowych i wszystkich alifatycznych grup hydroksylowych w oby-
dwoch typach produktéw, jak i z analizy chromatograficzej wynika, ze
na trimer zaproponowanej jednostki strukturalnej ligniny (rys. 2) w izo-
lowanych frakcjach kompleksé6w L-W przypadaja trzy jednostki ksylozy.
Wynik oznaczenia ciezaru czasteczkowego izolowanych frakcji — 1560 —
jest zgodny ze strukturalng charakterystyka uzyskang metoda NMR.

Z przedstawionego przegladu wynikéw w zakresie chemii drewna,
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uzyskanych gléwnie przez zastosowanie nowoczesnych metod fizykoche-
micznych, mozna wnioskowaé, ze lignina lub okreSlona cze$¢ ligniny
zwigzana jest z hemicelulozami wigzaniem chemicznym. Trudno$é bada-
nia charakteru wigzania jest oczywista, jezeli uwzgledni sie réznorodnosé
mozliwych wigzan kowalencyjnych wytwarzanych w nastepstwie przy-
laczenia polisacharydowych grup hydroksylowych do chinonometylowej
jednostki makroczasteczki ligniny oraz niskg zawartoéé tych wigzan wy-
noszacg w przyblizeniu 1-2%¢ wszystkich wigzan pomiedzy monomera-
mi makroczasteczki ligniny wzglednie polisacharydow.

\ Stosowany obecnie sposéb badania chemicznej trwato$ci wigzan lig-
ninowo-weglowodanowych w stosunku do zasad i kwaséw nie daje jedno-
znacznej mozliwosci specyficznego oznaczenia typu wigzania. Wiadomo
bowiem, ze trwalo$¢ danego typu wigzania zmienia si¢ w zaleznosci od
wielu czynnikow.

Wyjasnienie charakteru wiazan ligninowo-weglowodanowych w odpo-
wiednio wybranych substancjach modelowych i izolowanych komplek-
sach jest obecnie przedmiotem systematycznych badan.
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B. Kowuxosa

METOABI BBIAEJEHUA M UCCJIELOBAHUSA JUTHOYIJEBOIHBIX
KOMIIJIEKCOB

Pe3zwoMme

B Mucruryre xmmmm CAH c 1961 roza cmucreMaTuMyecKy 3aHMMAIOTCA BOIPOCOM
BbIIEJIEHUA M OIIpefeJIeHNs CBOVCTB JIMTHOYTJEBOAHbIX KomruiekcoB (JIVK). CHauaja
NPpUMEHANN auuaoan3, 3aTeM pa3paboTali METOJ OCHOBaHHBLIM HA aJKMJIMPOBAHUY ADE-
BECHHBI ¢ IOCJHEAYIOLMM M3BJIeYEeHMEM U pa3jleIeHMeM PaCcTBOPMMBIX dpakiumii. Yaa-
JIOCh YBEJIWYUTh KOJNYeCcTBO u3BJedeHHbIX JYK nyrem KOMOMHUMPOBAaHMA MOJEKy-

JIAPHOTO Pa3MoJia C peaKLyeil METUIVMPOBaHNA.
Jyuuine pe3yabTaThl B obyacTu BblaedeHMa JIVK NoOayumiam npy MCIONb30BaHM
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alleTMAMPOBaHHOM ApeBecuHbI. CBoiicTBa BbiAedeHHbIX JIYK wucciemosanu ¢ npume-
HEeHVEM: SJIGKTPOHHOI CHEKTpOMeTpuM -1 uH@PpPaKaacHoi o0JgacTu, sSAepHoro mapa-
MaTHMUTHOTO Pe30HaHCa ¥ XPOMaTOrpadoMyecKoro aHajamsa. DTO CO3JaJI0 BO3MOMKHOCTDL
OIpeNeNINThb COAepIKaHye B KOMIUIEKCAaX apOMaTMYECKOTrO M YIJIE€BOAHOrO KOMIIOHEH-
TOB M MCCJIENOBATh MX CTPYKTypy. IlepednciieHHble METOAbLI, XMMMUYECKue peaKuuu
BbIZI€JIEHHBIX KOMILIEKCOB, a TaKiKe aHaJIOTMYHbIe MCCIeAOBAaHMA MOAEJbHbLIX Be-
ILI[ECTB IIO3BOJIAIOT OIPEAE/IMTh XapaKTep CBA3M JUTHMHA U YTJIESBOMAOB.

B. I‘{o§ikova

METHODS OF ISOLATION AND INVESTIGATION
LIGNO-CARBOHYDRATE COMPLEXES

Summary

At the Institute of Chemistry SAV, systematic investigations have been carried
out since 1961 on the problem of izolation ligno-carbohydrate complexes and
determination of their properties. These complexes were isolated from wood in
different ways. First acidolysis was used, then method of wood alkylation follo-
wed by extraction and separation of soluble fractions was developed. It was possible
to increase the number of extracted ligno-carbohydrate complexes by combination
of molecular grinding with methylation reaction.

Best results in the isolation of ligno-carbohydrate complexes were obtained
with acetylated wood. Properties of separated ligno-carbohydrate complexes were
tested using following techniques: electron spectrometry, IR spectrometiry, NMR
spectrocsopy, and chromotography. This enabled the determination of the share in
these complexes of aromatic and carbohydrate components and gaining information
about their structure. These methods and chemical reactions of isolated complexes
together with analogical research on model substances are making it possible to de-
termine the character of bondings between lignin and carbohydrates.



