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Лигнин является одним из наиболее распространенных биополимеров. Данные о функциональном составе 

и структуре различных лигнинов могут быть полезны при исследовании процессов биосинтеза в растениях. Предметом 
статьи является определение возможности применения спектроскопии 31Р-ЯМР к идентификации лигнинов, полученных 
из различных растительных форм. Для получения спектров на ядрах 31P применялась модификация исследуемых образ-
цов путем фосфитилирования их OH-групп специальным агентом. Проведен качественный и количественный анализ 

образцов лигнинов древесины хвойных и лиственных пород, а также травянистых растений. По данным спектров ЯМР 
отмечены различия функционального состава лигнинов, полученных из разного растительного сырья. Подтверждено, 
что в структуре лигнинов древесины хвойных и лиственных пород преобладают гваяцилпропановые и сирингилпропа-
новые структурные единицы соответственно. Выявлено, что лигнины травянистых растений содержат в заметных коли-
чествах все виды OH-групп, встречающихся в лигнинах, включая п-оксифенильные группы. Обнаружено, что в образцах 
травянистых растений в большинстве случаев содержатся фрагменты соединений класса флавоноидов. Спектр 31P-ЯМР 
кверцетина как одного из представителей флавоноидов был зарегистрирован, а также смоделирован с помощью про-
граммного пакета ACDLabs для подтверждения наличия флавоновых структур в макромолекулах лигнинов трав. 

 Ключевые слова: лигнины, ЯМР, 31Р-ЯМР, функциональный анализ, фосфитилирование. 

Введение 

Лигнин представляет собой смесь ароматических полимеров сходного строения, содержащихся в кле-

точных стенках растений. Лигнины считаются дегидрогенизационными полимерами из трех монолигнолов: 

п-кумарового спирта, кониферилового спирта и синапового спирта, имеющих фенилпропановую структуру. 

Лигнины в своем природном состоянии (протолигнины) сгруппированы в несколько типов, характерных для 

лиственных пород, хвойных пород и трав. Древесина лиственных пород (покрытосеменных) содержит 19–

23% лигнина, построенного из гваяцилпропановых и сирингилпропановых структурных единиц. Содержа-

ние фенольных гидроксильных групп в лигнине лиственных пород древесины составляет, по разным оцен-

кам, от 1.5 до 3 ммоль/г [1–3]. В древесине хвойных 

пород (голосеменных) 25–30% лигнина, состоя-

щего преимущественно из структур гваяцильного 

типа с содержанием фенольных гидроксильных 

групп около 1.2 ммоль/г [1]. Лигнины, полученные 

из трав, помимо вышеперечисленных структурных 

единиц, содержат значительное количество п-окси-

фенилпропановых структур, содержание п-оксифе-

нильных гидроксильных групп составляет порядка 

0.7 ммоль/г [4–6]. Однако лигнины травянистых 

растений недостаточно изучены в части входящих 

в них структур. 

В последнее время наблюдается значитель-

ный рост интереса к лигнину как возобновляемому 
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источнику ароматических соединений, альтернативных некоторым нефтехимическим продуктам. В связи с 

этим является актуальным решение задач характеристики функционального состава препаратов лигнина раз-

личного происхождения [7–12]. 

Одним из перспективных методов при исследовании структуры лигнина является спектроскопия 

ядерного магнитного резонанса (ЯМР). В настоящее время ЯМР занимает лидирующие позиции как прак-

тически единственный недеструктивный метод анализа [11]. Также спектроскопия ЯМР является одним из 

перспективных методов исследования лигнина в части установления его функционального состава [1, 13, 

14] и особенно структур фрагментов, входящих в него. 

Спектроскопия 31P-ЯМР лигнина позволяет количественно определять содержание гидроксильных 

групп различных типов, в частности, алифатических, фенольных гидроксильных групп, а также карбоксиль-

ных групп. Эти функциональные группы входят в число основных, поэтому их количественное определение 

важно для структурного анализа лигнина [1]. 

Для определения гидроксильных групп в лигнине применяется предварительная модификация об-

разца. Наиболее применяемым методом является фосфитилирование лигнина 2-хлор-4,4,5,5-тетраметил-

1,3,2-диоксофосфоланом с последующим получением ЯМР-спектров на ядрах 31Р [1, 12, 14–16]. 

Лигнины разных растительных форм отличаются по содержанию различных фенилпропановых струк-

тур и, следовательно, соответствующих им гидроксильных групп, что приводит к различиям в положении и 

относительной интенсивности линий спектров 31P-ЯМР. Таким образом, с помощью метода ЯМР-спектро-

скопии можно определить, из какой растительной формы получен лигнин.  

В литературе преимущественно сравнивают лигнины хвойных и лиственных пород древесины с помо-

щью спектроскопии 13С-ЯМР [1, 17]. Сравнение с использованием метода 31Р-ЯМР упоминается реже [14], од-

нако данный метод является не менее информативным. Кроме того, в литературе недостаточно данных по срав-

нению фрагментов лигнинов лиственных, хвойных пород и лигнинов травянистых растений.  

Цель данного исследования – установление различия содержания гидроксильных групп различных 

типов в лигнинах, полученных из различных растительных форм (хвойных и лиственных лигнинов, лигни-

нов травянистых растений), с применением спектроскопии 31P-ЯМР. 

Экспериментальная часть 

Объекты исследования. В качестве объектов исследования выбраны нативные лигнины, выделенные 

из разных растительных форм, указанных в таблице 1. Все лигнины выделялись по методу Пеппера [18]. 

Реагенты и материалы. Для дериватизации использовались следующие материалы: Пиридин, 99.8%, 

Sigma-Aldrich; Хлороформ-d1, 99.8%, DeuteroGmbH; Трис-ацетилацетонат хрома (III), 99.99%, Sigma-Aldrich; 

2-хлор-4,4,5,5-тетраметил-1,3,2-диоксофосфолан, 95%, Sigma-Aldrich. 

В качестве внутренних стандартов для количественного определения гидроксильных групп исполь-

зовались холестерин (95%, Sigma-Aldrich) и эндо-N-гидрокси-5-норборнен-2,3-дикарбоксимид (97%, Sigma-

Aldrich). Также в качестве модельного соединения был использован кверцетин (95%, Sigma-Aldrich). 

Подготовка образцов для анализа ЯМР 31Р. Использованы наиболее распространенные стандартные 

методики для анализа 31Р [1, 15]. Для анализа лигнинов методом 31P-ЯМР применяется фосфитилирование 

гидроксильных групп специальными агентами. Около 10 мг лигнина полностью растворяли в 0.5 мл свеже-

приготовленной смеси недейтерированного пиридина и дейтерированного хлороформа (1.6 : 1, об/об). К об-

разцу добавляли 100 мкл внутреннего стандарта (раствор холестерина или N-гидрокси-5-норборнен-2,3-ди-

карбоксимида с концентрацией ~0.12 М) и 100 мкл релаксанта (раствор трис-ацетилацетоната хрома (III) с 

концентрацией ~5 мг/мл). Растворы обоих реагентов готовили с использованием вышеуказанной смеси рас-

творителей. Внутренний стандарт применялся для количественного анализа гидроксильных групп образца, 

релаксант необходим для сокращения времени эксперимента. Таким образом, отношение внутреннего стан-

дарта к лигнину составляло около 0.3 мкмоль/мг, в соответствии со стандартными методиками [1, 15]. Для 

фосфитилирования гидроксильных групп к смеси добавляли 50 мкл 2-хлор-4,4,5,5-тетраметил-1,3,2-диоксо-

фосфолана, взятого в избыточном количестве для получения в спектре калибровочного сигнала, отвечаю-

щего продукту реакции фосфитилирующего агента с водой. После завершения реакции фосфитилирования 

(приблизительно 5 мин) содержимое пробирки перемешивали и 0.6 мл раствора переносили в ампулу для 

ЯМР-анализа диаметром 5 мм. 
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Таблица 1. Объекты исследования 

Растительная форма Название 

Хвойные деревья Ель обыкновенная (Picea abies) 

Сосна обыкновенная (Pinus sylvestris) 

Лиственные деревья Береза повислая (Betula pendula) 

Рябина обыкновенная (Sorbus aucuparia) 

Липа сердцевидная (Tilia cordata) 

Травянистые растения Тритикале (×Triticale) 

Осока мохнатая (Carex hirta) 

Пырей ползучий (Elytrigia repens) 

Параметры регистрации спектров 31P-ЯМР. Спектры 31P-ЯМР регистрировались на импульсном 

ЯМР-спектрометре Bruker AVANCE III™ 600 с рабочей частотой для протонов 600 МГц. Для регистрации 

спектров применялась стандартная одноимпульсная последовательность с длительностью импульса 12 мкс. 

Время регистрации спада свободной индукции составляло 1.1 с, задержка между импульсами была равна 25 

с. Ширина спектрального диапазона составила ~60 м.д., спектры ЯМР усреднялись по 512 накоплениям. При 

регистрации спектров в датчике поддерживалась температура 298 К. 

Количественный анализ. Спектры 31P-ЯМР позволяют определить массовую долю гидроксильных 

групп, относящихся к различным структурным единицам в образце. Расчет состава производили на основе 

данных об интегральной интенсивности сигналов 31P-ЯМР. Поскольку интенсивность сигнала зависит от 

концентрации ядер, дающих данный сигнал, и известна масса (концентрация) добавленного стандарта, то 

становится возможным рассчитать концентрации ядер, принадлежащих различным группам атомов. 

Результаты и обсуждение 

Спектры 31Р-ЯМР некоторых исследованных образцов представлены на рисунке 1.  

В области ~132.2 м.д. наблюдается сигнал, соответствующий атому фосфора в составе продукта ре-

акции фосфитилирующего агента с водой, по этому пику производится калибровка всего спектра [1]. В об-

ластях ~145 м.д. и ~152 м.д. наблюдаются сигналы, отвечающие гидроксильным группам внутренних стан-

дартов – холестерина и эндо-N-гидрокси-5-норборнен-2,3-дикарбоксимида соответственно. В области ~135 

м.д. проявляется сигнал, соответствующий карбоксильным ОН-группам лигнинов. В области ~138 м.д. 

наблюдается сигнал п-оксифенильных групп. В диапазоне химических сдвигов ~139–140 м.д. наблюдаются 

сигналы гваяцильных OH-групп, в области ~142–144 м.д. находятся сигналы, отвечающие сирингильным 

OH-группам. В диапазоне ~146–150 м.д. проявляются сигналы алифатических ОН-групп [19]. 

Обнаружено, что спектры 31Р-ЯМР лигнинов различных растительных форм различаются по относи-

тельной интенсивности сигналов в вышеуказанных диапазонах, а, следовательно, и по содержанию соответ-

ствующих функциональных групп. 

 

Рис. 1. Спектры 31Р-ЯМР образцов лигнинов: 1 – ель; 2 – береза; 3 – осока 



Ю.А. ПОПОВА, С.Л. ШЕСТАКОВ, А.Ю. КОЖЕВНИКОВ И ДР. 60 

Из спектров 31Р-ЯМР лигнинов хвойных пород (рис. 2) следует, что наибольшую интенсивность среди 

сигналов фенольных гидроксильных групп имеют сигналы, соответствующие гваяцильным ОН-группам 

(~139–140 м.д.). В то же время сигналы, отвечающие сирингильным ОН-группам, практически отсутствуют в 

спектрах. Из литературных данных известно, что лигнины хвойных пород древесины состоят преимуще-

ственно из гваяцилпропановых структурных единиц [4, 8], что подтверждается экспериментальными данными. 

Спектры 31Р-ЯМР лигнинов лиственных пород (рис. 3) показывают, что, в отличие от лигнинов хвой-

ных пород, наряду с гваяцильными ОН-группами (~139–140 м.д.) в значительном количестве присутствуют 

и сирингильные ОН-группы (~142–144 м.д.). Из анализа относительной интенсивности сигналов фенольных 

гидроксильных групп следует, что в лигнинах лиственных пород древесины преобладают сирингилпропа-

новые структурные единицы, что согласуется с литературными данными [4]. 

В отличие от лигнинов, выделенных из древесины, лигнины трав содержат в заметных количествах 

все типы гидроксильных групп, распространенных в лигнинах. Спектры 31Р-ЯМР лигнинов трав представ-

лены на рисунке 4. 
 

 

Рис. 2. Спектры 31Р-ЯМР образцов лигнинов хвойных пород древесины: 1 – ель; 2 – сосна 

 

 

Рис. 3. Спектры 31Р-ЯМР образцов лигнинов лиственных пород: 1 – береза; 2 – рябина; 3 – липа 
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Рис. 4. Спектры 31Р-ЯМР образцов лигнинов трав: 1 – тритикале; 2 – пырей; 3 – осока 

Во всех спектрах наблюдается сигнал в области ~136.4 м.д., который не отвечает ни одной из распро-

страненных функциональных ОН-групп лигнинов. В литературе, как правило, описание данного сигнала не 

приводится, но в единичных источниках его относят к группе флавоноидов [2, 20]. 

Известно, что лигнины травянистых растений плохо поддаются очистке от экстрактивных веществ, в 

частности, флавоноидов, содержащихся в растениях. Нами было предположено, что сигнал, наблюдаемый в 

области ~136.4 м.д., соответствует OH-группам флавоноидов. Для проверки предположения был зарегистри-

рован спектр 31Р-ЯМР кверцетина, как одного из представителей флавоноидов (рис. 5). Подготовку образца 

кверцетина проводили по той же процедуре, что и образцов лигнинов, однако масса навески была уменьшена 

до 5 мг для сохранения избыточного количества фосфитилирующего агента. 

В спектре кверцетина наблюдается сигнал в области ~136.4 м.д., его химический сдвиг с точностью 

до 0.1 м.д. совпадает с химическим сдвигом ранее отмеченного сигнала в спектрах 31P-ЯМР трав. Отнесение 

рассмотренного сигнала, представленное на рисунке 5, было выполнено с помощью моделирования сред-

ствами программного пакета ACDLabs 2015. Таким образом, можно заключить, что в образцах лигнинов 

травянистых растений в большинстве случаев присутствуют флавоноиды. Это может быть связано с тем, что 

флавоноиды имеют химическую связь с фенилпропановыми единицами лигнина и не отделяются от него в 

процессе выделения лигнина. 

Результаты расчетов долей гидроксильных групп в исследованных лигнинах даны в таблице 2. 

 

Рис. 5. 31Р-ЯМР спектры: 1 – кверцетин; 2 – пырей; 3 – осока 
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Таблица 2. Массовые доли функциональных ОН-групп в лигнинах разного происхождения, % 

Диоксанлигнины 

Функциональные ОН-группы 

Карбоксильные Гваяцильные 
п-оксифениль-

ные 
Сирингильные Алифатические 

Ель 0.04 3.42 – 0.77 7.99 

Сосна 0.05 2.2 – 0.23 5.88 

Береза 0.39 0.65 – 1.77 7.15 

Рябина 0.09 0.47 – 1.95 6.62 

Липа 0.05 0.59 – 1.60 6.08 

Тритикале 0.15 1.21 0.56 0.50 6.03 

Пырей 0.62 1.32 0.79 0.24 6.17 

Осока 0.59 1.2 1.53 0.44 5.27 

Заключение 

В результате исследования с применением спектроскопии 31P-ЯМР установлено различие содержания 

гидроксильных групп различных типов в лигнинах, полученных из разных растительных форм. Подтвер-

ждено, что в лигнинах хвойных пород древесины практически отсутствуют сирингилпропановые структур-

ные единицы, в отличие от лигнинов лиственных пород. Установлено, что лигнины травянистых растений в 

заметных количествах содержат все типы функциональных OH-групп, распространенных в лигнинах. Кроме 

того, обнаружено, что в образцах лигнинов травянистых растений в большинстве случаев присутствуют 

фрагменты флавоноидов, что следует из появления в спектрах 31P-ЯМР сигнала, не отвечающего ни одной 

из распространенных функциональных OH-групп. 
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Lignin is one of the most abundant biopolymers. Information about the functional composition and structure of various 
lignins may be useful in the study of biosynthesis processes in plants. The subject of the article is the determination of 31P-NMR 
spectroscopy possibilities to identify lignins obtained from various plant forms. To obtain spectra on 31P nuclei, a modification 
of the studied samples was applied by phosphitylating their OH-groups with a special reagent. We obtained qualitative and quan-
titative analysis of samples of softwood and hardwood lignins and herbaceous plants. According to the NMR spectra we noted 
the differences in composition and structure of the studied lignins. We confirmed that the structure of lignins of softwood and 
hardwood wood mainly contain guaiacilpropane and syringylpropane structural units, respectively. We found that lignins of her-

baceous plants contain all types of OH-groups characteristic for lignins, including p-hydroxyphenyl groups. It was observed that 
samples of herbaceous plants lignins contain fragments of flavonoid structures in most cases. The 31P-NMR spectrum of quercetin, 
as the flavonoids representative, was registered and also modeled using the ACDLabs software package to confirm the presence 
of flavone structures in the macromolecules of the herbaceous lignins. 

Keywords: lignins, NMR, 31P-NMR, functional analysis, phosphitylation. 
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