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ZASTOSOWANIE SPEKTROFOTOMETRII REFLEKSYJNEJ
DO BADANIA LIGNINY IN SITU

Jan Poléin

Instytut Badawczy Papieru i Celulozy w Bratystawie

Metody spektralne, lgcznie ze spektrofotometriga elektronows, sg
bardzo waznym narzedziem wspoéiczesnej chemii analitycznej i struktu-
ralnej, takze w badaniach skladnikéw drewna, a zwlaszcza ligniny i in-
nych polifenoli. Poniewaz we wszystkich znanych dotychczas metodach
izolacji dochodzi w réznym stopniu do zmiany struktury ligniny i jej
chromoforéw, dlatego zastgpienie spektrofotometrii transmisyjnej w ul-
trafiolecie (UV) i zakresie widzialnym spekrofotometrig refleksyjng na-
biera wielkiego znaczenia w badaniu drewna i wlékien drzewnych. Cho-
dzi o tzw. spektrofotometrie in situ, tzn. bezposredni pomiar widm ligni-
ny w materiale rodzimym. Pomiary te sg tym bardziej ulatwione, ze po-
lisacharydy ro$linne nie dajg wyraznego widma elektronowego w Sred-
nim i bliskim obszarze ultrafioletu, podczas gdy lignina, ze wzgledu na
swojg strukture aromatyczng i zawartos¢ miektérych podstawnikéw o
wlasno$ciach chromoforowych, wyrédznia sie bardzo charakterystycznym
widmem UV [5]. Interferencja od substancji ekstrakcyjnych w drewnie,
z ktéorych wiele absorbuje promieniowanie w zakresie UV, zostaje wyeli-
minowana po przeprowadzeniu prostej ekstrakcji badanej probki odpo-
wiednig kombinacjg rozpuszczalnikéw. Jak wykazano dalej, mozna w spo-
sob prosty udokumentowaé ilosciowy wplyw substancji ekstrakcyjnych
na zabarwienie drewna.

Poniewaz widmo refleksyjne obok absorpcji Swietlnej k jest takze
funkcjg rozproszenia $wiatla s, dlatego aby uzyska¢ z widma refleksyjne-
go widmo absorpcyjne poréwnywalne z widmem uzyskanym w roztwo-
rach metoda transmisyjng, konieczne jest bgdz iloSciowe okreslenie skta-
dowego rozproszenia, badz tez jego wyeliminowanie.

Stosunek pomiedzy zdolnoscig odbijania powierzchni probki tak gru-
bej, ze tlo nie wywiera na nig wptywu (ten przypadek odbicia nazywa
sie reflektancjg R .o, a grubos¢ — gruboscig krytyczng lub graniczng),

6 — ZPPNR z. 185
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a skladowg absorpcji ewentualnie rozproszenia k i s (wlasciwy wspot-
czynnik absorpcji i rozproszenia) wyraza rownanie (1) Kubkelki-Munka
[2, 3]:

Rm:1+§—l/ -’:—z+2§. (1)

Z roéwnania (1) mozna wydzieli¢ wyrazenie k/s, ktére oznacza wzgledny
wspoéiczynnik absorpcji swiatla i rozproszenia substancji (2):

E_ (1—R.)

s 2R (2)

Wartosci k/s powierzchni drewna lub drzewnego materialu widknistego
sporzgdzonego w formie plytki (arkusika), naniesione w formie zaleznosci
graficznej od dlugosci fali i, przedstawiajg najprostszy sposéb uzyskania
zalezno$ci widmowej charakteryzujgcej lignine [6] ewentualnie takze
skladniki ekstrakcyjne [13]. Jest to mozliwe dzieki stosunkowo réwno-
miernemu przebiegowi zaleznos$ci skladowej s od diugosci fali [7], a takze
dlatego, ze polisacharydy w tym zakresie widmowym malo absorbuja. W
celu obliczenia wartosci k/s sporzadzono wykres funkcyjny [14]. W VUPC
w Bratystawie jest do dyspozycji spekrofotometr Beckman DBG, przysto-
sowany do pomiaru widm refleksyjnych w zakresie widzialnym i UV (do
okoto 230 nm), przylaczony do automatycznego perforatora danych, na
podstawie ktérych komputer oblicza wartosci k/s, ewentualnie automa-
tycznie wykresla krzywe (k/s);. Krzywe widmowe (R_); i odpowiadajgce
im krzywe (k/s), drewna robinii akacjowej, przed i po ekstrakcji, przed-
stawione s3 na rysunku 1. Pierwsze maksimum (k/s); w widmach oby-
dwéch probek odpowiada ligninie, przy czym szczyt przy 320 nm i ma-
ksimum przy ok. 400 nm odpowiada substancjom flawonowym, przede
wszystkim robinetinie [15]. Polozenie tego maksimum wskazuje na to, ze
z robineting w badanej probce zwigzane sg w formie kompleksu kationy
metali, a zwlaszcza glinu. Jak widaé, te proste widma dajg wazne infor-
macje, bez konieczno$ci przeprowadzania skomplikowanych co$wiadczen.

Pomimo tego, ze krzywe (k/s); sa bardzo zblizone do krzywych tran-
smisyjnych, to jednak nalezy liczy¢ sie tylko z wykorzystaniem skladnika
rozpraszajacego $wiatlo s. Konkretnie wida¢ to np. na maksimum ligniny
(k/S)s50 na rysunku 1, ktére w wyekstrahowanej probce jest intensyw-
niejsze, niz w nie ekstrahowanej, co jest rewna niezgodnoscig, spowodo-
wang zmiang rozproszenia $wiatla probki w nastepstwie ekstrakcji [4].
W takim przypadku nalezy okre§li¢ skladowsg rozproszenia s. Teoretyczaie
jest to mozliwe przeprowadzajac uzupelniajacy pomiar zdolno$ci odbicia
prébki o grubosci mniejszej od grubosci krytycznej (wyrazonej ciezarem
powierzchniowym W), pod ktérg podklada sie¢ tlo o znanej zdolno$ci od-
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Rys. 1. Krzywe widmowe drewna twardzie-
lowego robinii akacjowej (Robinia pseudo-

acacia, przekréj poprzeczny): 1 — przed ek-

strakejg 2 — po ekstrakcji rozpuszczalnika-

mi organicznymi: 5 — widmo celulozy; A — du L OOSETT——

krzywe odbicia (reflektancja) — (Reo )s, B — 300 400 . 500 600
krzywe (k/s); A,nm

bicia. Ze wzgledéw praktycznych najczeSciej uzywa sie tla czarnego o
R = 0. Jezeli oznaczvmy zdolnos¢ odbicia substancji oznaczong w takich
warunkach przez R,, to zgodnie z teorig Kubelki-Munka obowigzuje na-
stepujgca zaleznos¢ pomiedzy s, W, R, 1 Ry:

. R-. R.(1—R,R..)
P = 1 —R_Z In R_._R, .

(3)

Jezeli dokona sie pomiaru badanej probki o grubo$ci krytycznej odpo-
wiadajacej ciezarowi powierzchniowemu W (wyrazonemu w g/cm?), pod
ktérag podtozono czarne tlo R, mozna za pomocg réwnania (3) obliczy¢
wartos¢ s (vm” g!). Przez pomnozenie wyznaczonego wspoétczynnika
(ustalonego w réwnaniu (2)) przez warto$¢ s, odpowiadajgcg okreslonej
dtugosci fal 4, otrzyma sie wlasciwy wspoélczynnik absorpeji k, (cm? g™ 1):

6‘
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k/
gy =201, (4)

Wtasciwy wspoélczynnik absorpceji k jest proporcjonalny do wspbl-
czynnika absorpcji o [8, 9]:
a=2 k. (9)
W powyzszym réwnaniu wspélczynnik o zdefiniowany jest prawem
Bougouera-Lamberta-Beera:
T =g %%, (6)
gdzie: T — transmitancja

W fotometrii spekralnej uzywany jest czeSciej termin absorpcja A,
niz transmitacja T, pomiedzy ktérymi istnieje zaleznos¢ (7):

1 ,
AzlogT:acx; (7)
gdzie:
a — wspdiczynnik ekstynkcji,
¢ — stezenie substancji w roztworze (g cm™3), -~
x — grubos¢ mierzonej warstwy,

Z por6wnania rownan (6) i (7) wynika, ze:

a=a loge (8a)

wowczas: a = 2 k log e (8b)
lub

a = 0,8686 k. (8c)

Trzeba jednak zaznaczyé¢, ze przyjeta w rownaniach (5) i (8b) war-
to$é 2 dla wspoleczynnika proporcjonglnosci zalezy w duzym stopniu od
geometrii spektralnego fotometru [3, 1] i jest z reguly nizsza.

Wykorzystujge podane zaleznosSci mozna zatem teoretycznie obliczyé
ekstynkcyjne krzywe widmowe a; (z widm reflekcyjnych). Sprawdzenie
doswiadczalne obliczen wykazato [4, 8], ze odpowiadajg ome zupelnie
dobrze tym przypadkom, kiedy catkowity iloczyn absorpcji, a wiec ¢ k
jest niezbyt wysoki. Warunek ten obowigzuje dla calego widzialnego
oraz bliskiego i1 $redniego zakresu UV w przypadku materiatéw nisko
lignifikowanych, jakimi sg np. masy celulozowe (rys. 2). W przypadku
materialéw wysoko lignifikowanych, jakimi sg drewno natywne, Scier,
masy celulozowe wysokowydajne, warunek ten ma zastosowanie jedy-



SPEKTROFOTOMETRIA UV W BADANIACH LIGNINY IN SITU 85

$a1/100

Rys. 2. Krzywe widmowe; A — s,
B — k;; 1— bawelna bielona, 2 —
bielona §wierkowa celuloza siarczano-
wa, 3 — nie bielona celuloza siarcza-
nowa, 4 — Scier Swierkowy nie bielo-
ny. W cze$ci kropkowanej krzywych
uwzglednia sie w rbéznym stopniu
efekt nadstezenia

nie w zakresie widzialnym, a nie w zakresie UV, gdzie absorpcja ligniny
jest bardzo intensywna. W tym przypadku pojawia sie ujemne odchyle-
nie podczas obliczania wspélczynnikéw k i s wedlug réwnan (3), (4)
(rys. 2). Chodzi tutaj o tzw. efekt nadstezenia [4, 8], analogiczny do
efektu nadstezenia substancji mierzonych w roztworach, ktéry powodu-
je ujemne odchylenie od prawa Beera. Poniewaz efekt nadstezenia usu-
Wa sie rozcienczajgc roztwor rozpuszczalnikiem, zdecydowano w przy-
padku spektrofotometrii refleksyjnej rozwigza¢ ten problem analogicz-
nie, przy czym jako ,rozpuszczalnika” uzyto bielonej bawelny, ktora
posiada wyjgtkowe wlasnoSci rozpraszania $wiatla, sama za$ tylko nie-
znacznie absorbuje Swiatlo [8]. ,,Rozcienczanie” przeprowadza sie w taki
spos6b, azeby w mieszaninie znajdowato sie okolo 1% ligniny. Prébke
przygotowuje sie¢ na mokro w formie krgzka o grubosci 2 mm [8]. Tech-
nika ta ogélnie upraszcza zaréwno sam pomiar, jak i obliczenia, ponie-
waz skladnikiem rozpraszajgcym s$wiatlo jest przede wszystkim bawelna,
a skladnikiem absorbujgcym — zlignifikowany material. Pomiedzy zmie-
rzonym R.,, a wspéiczynnikami k i s obowigzywaé¢ bedzie dla tego przy-
padku wzor:

(I_Roo)z_ koco+kp0p+klcl _ k (9)
2R..  SeCot+Spcp+S1C s
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gdzie:
k/s — stosunek wspoélczynnikéw obliczany ze zmierzonej wartosci

R probki zmieszanej z bawelng;

ko,kp, ki — specyficzne wspoélezynniki absorpcji bawelny o, polisacha-
rydéw w probce pomiarowej p i ligniny w proébce pomiaro-
wej 1;

S0,8p,S1 — odpowiednie specyficzne wspoétczynniki rozproszenia swiat-
la;

Co,Cp,C1 — Stezenie poszczegbdlnych skladnikéw w mieszaninie.

Jezeli wezmiemy pod uwage, ze rozproszenie Swiatla ma miejsce prze-
de wszystkim w bawelnie, wowczas ¢, = cp+c¢;, a zaleznos¢ przybiera
postac:

So CotSp Cpt5S ¢ =S, (10)

Po podstawieniu réwnania (10) do réwnania (9) i wydzieleniu k; otrzy-
ma sie rownanie (11), stuzace do obliczenia wspoélczynnika absorpcji lig-
niny w probce.

5 1
(kz)l—(—ssa—kpcp—koco - (11)

Z tego wzoru wynika, ze warto§¢ wspotczynnika rozproszenia swiatia,
wedlug réwnania (3), nalezy okresli¢ tylko dla bawelny uzytej do ,roz-
cienczania”, przygotowywanej jednorazowo dla kilkudziesieciu pomiarow.
W VUPC zapis wynikéw pomiaréw prowadzony jest automatycznie, a
obliczenia wykonywane sg z pomocg komputera.

100
80

60 Rys. 3. Krzywe widmowe a; §cieru

drzewnego okre§lone metodg ,roz-
cienczania”: 1 — §cier wyjSciowy,
2 — po redukcji NaS;04 3 — poO
redukeji borowodorkiem sodu NaBH,,
4 — po redukeji tréjwartoSciowym
uranem U3+. W obszarze widzialnym
600 podzialka jest 10-krotnie rozszerzona

“A

40
20}
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Rysunek 3 jest przykladem widm ligniny otrzymanych ta metods
dla Scieru $wierkowego poddanego redukcji réznymi srodkami redukuja-
cymi. Wida¢, ze poszczegdlne odezynniki wywoluja rézne zmiany w wid-
mie, zwlaszcza w bliskim obszarze UV (330-380 nm), ktéry jest charak-
terystyczny dla poszezegélnych chromoforowych ukladéw ligniny. |

Najwieksza warto$¢ niniejszej metody rolega na tym, ze po poddaniu
ligniny in situ dzialaniu specyficznych odczynnikéw i poréwnaniu z sub-
stancjami modelowymi o znanej strukturze i wlasno$ciach mozna wycigg-
na¢ odpowiednie wnioski o chemiczno-strukturalnych zmianach w cza-
steczce ligniny [10—12, 15].

Nastepny sposéb wykorzystania i interpretowania wynikow spektral-
nej fotometrii refleksyjnej oparty jest na widmach roznicowych. Chodzi
tu przede wszystkim o poréwnanie zmian w widmach, zachodzgcych w
czasie chemicznej obrobki lignifikowanych materiatéow, rodczas ktoérej
zmienia sie skladowa absorpcji k, ale nie dochodzi do istotniejszej zmia-
ny skladowej rozproszenia $§wiatta s. Takim przypadkiem jest np. niede-
strukcyjne bielenie $cieru, badania starzenia materialéw wilodknistych me-
todami termiczng lub $wietlng itp. Wéwczas zwykla krzywa obrazuje
zmiany w barwie, a zatem takze w skladzie ukladu chromoforowego. Dla-
tego takie krzywe widmowe nazwano ,,krzywmi odbarwienia” (Decolara-
tion Curves) DC, a poszczegdlne punkty na krzywej odpowiadajgce okres-
lonym diugo$ciom fali — , liczbami odbarwienia” (Decoloration N umbers)
[6, 9, 17].

Z definicji wiadomo, ze:
0 a
A A

gdzie:
indeks 0 — wartos$¢ probki pierwotnej,
indeks a — warto$¢ probki badanej.
Biorgc pod uwage pcdang wyzej zalezno$é, ze wartosci %; ~as; =, :

DC, =—2. (13)

Z tego stosunku wida¢, ze DC; jest miarg zmiany absorpcji substan-
cji spowodowanej odpowiednim dziatlaniem na uklad chromoforowy. Acz-
kolwiek wynik obliczenia zalezy takze od wispétczynnika s; nie wplywa
on jednak w istotny sposéb na ksztalt krzywej.

Dazac do wyeliminowania wplywu s;, wprowadzono dodatkowe wy-
razenia ,,wzgledna liczba odbarwienia” (Relative Decoloration Number)
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Rys. 4. Krzywe widmowe DC; §cieru §wierkowego: A — probki bielone 1% od-
czynnikami: 1 — pierwotna, bielona Na,S,0,; 2 — pierwotna, bielona nadtlenkiem;

B — probki starzone cieplnie, 18 godz w 105°: 1 — prébka bielona Na,S,0, przed

i po starzeniu, 2 — prébka bielona nadtlenkiem, przed i po starzeniu; FS — kolor

odcinka widmowego, DP — kolor uzupelniajacy, M — niebieski, MZ — niebiesko-

zielony, Z — zielony, ZZ — z6Mozielony, Z — z6ty, O — pomaranczowy, C —

czerwony, F — fioletowy. Uwaga: w obszarze widzialnym podziatka DC,; jest
10-krotnie poszerzona
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Rys. 5. Krzywe widmowe "[DC;] §cieru §wierkowego: A — probki bielone 1% od-

czynnikiem: 1 — prébka bielona Na,S,0, w stosunku do pr6bki pierwotnej, 2 —

prébka bielona nadtlenkiem w stosunku do proébki pierwgtnej : B — probki sta-

rzone cieplnie 18 godz w 105°C w stosunku do pierwotnej probki nie bielonej: 1 —

prébka bielona Na,S;0, 2 — nadtlenkiem, 3 — i.ie bielona; C — probki starzone

cieplnie w stosunku do identycznych probek nie starzonych: 1 — pr6ébka bielona
Na,S,0,, 2 — nadtlenkiem, 3 — préba nie bielona
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i ,,wzgledne krzywe odbarwienia” [DC;]. Wyrazajg one zmiany zabar-
wienia, zalezne od zawartoSci chromoforéw w ligninie, w stosunku do
wartosci k/s probki pierwotnej, wskutek czego wartos¢ s;, zostaje wyeli-

minowana matematycznie:
0( k) a( k)
DCA SIa S/a (14)

C

poniewaz °s; ™ 4s; =5, , zatem:

o(k
DG = 1- 32 (15)

Takze w tym zakresie mamy w VUPC w Bratyslawie spektrofotometr
wyposazony tak, ze krzywe DC; i [DC;] oblicza komputer.

Nalezy jeszcze doda¢, ze kazde dzialanie na uklad zawierajgcy ligning,
ktére powoduje wybielanie, daje wartosci DC; i [Dc;] dodatnie (= dodat-
nie liczby odbarwienia, ewentualnie krzywe). Dzialania, ktére powodujg
efekt przeciwny, tj. ciemnienie, daja ujemne warto$ci DC; i [DC;] (ujem-
ne liczby odbarwienia, ewentualnie krzywe).

Przyklady spektralnych krzywych dodatnich i ujemnych DC; i [DC]
przedstawione sa na rysunkach 4 i 5. Sposéb interpretacji tych krzywych
zostal opisany szczegotowo w niedawno wydanej publikacji [17].

Na zakonczenie mozna stwierdzi¢, ze elektronowa spektroskopia re-
fleksyjna in situ w obszarze widzialnym i UV, uzupelniana spektrofoto-
metrig in situ w podczerwieni, stala si¢ uzyteczng metodg w badaniach
materialéw zawierajgcych lignine, a zwtlaszeza ich ukladéw chromoforo-
wych podczas bielenia niedestrukcyjnego. Jest to jednak zastuga odpo-
wiednio wysokiego poziomu techniki pomiarowej oraz efektywnego wy-
korzystania techniki obliczeniowej. W VUPC w Bratystawie w dalszym
ciggu pracuje sie nad ulepszeniem tych metod, zarowno pod wzgledem
dalszego podnoszenia dokladnosci pomiaréw, jak i pod wzgledem inter-

pretacji.
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A. IHHoavun

HPI/IMEHEHME PE®JEKCHOV CIIEKTPOMETPUU
B MCCJIENJOBAHUAX JUTHUHA IN SITU

PeswomMme

B T0 BpemMsa Kak YrJaeBOAbl He JAIOT TOYHOI'O SJEKTPOHHOTO CIIeKTpa B CEpeAMH-
HOM M OJAM3KOMA 30HaAX YJAbTPadMoJIeTOBOI 00JacCTi, JUIMHMH M3-3a apoMaTHYeCcKOoM
CTPYKTYPh!I M HNPUCTYCTBUA HEKOTOPBIX XPOMOMOPHBIX 3aMeCTUTEeJIell OTJIuYaeTcd Xa-
PaKTepHbIM YP-cnekTpoM. Tak KakK B IIpolleccaxX M3OJMPOBAHUA JMUIHMHA IIPOMUC-
XOOAT M3MEHEHMA ero CTPYKTYPbl M CTPYKTYPbI XPOMOMOPHBIX TPy, pedJaeKcHas
cnekTpodoromerpuad B YP — obaacT m BUAMMOIN oOJacTy oOKa3ajachb IIPMIOAHOM
ANA uccJefOoBaHMA MaTEPMaJIOB COAEPIKAIMX JIMTHUH.

PecdbnercHbI1 crieKTp ABJAETCA (DYHRKUMEN AUCIIEpCHUM CBeTa ¥ ero IIOIJIOLLeHMA.
C npenbio noayuyeHusa m3 pedIIeKCHOroO clekTpa abCOpOLMOHHOro CleKTpa CPaBHMMOTO
CO CIIEKTPOM IIOJYYaeMBbIM B pPacTBOpPaxX TPAaHCMMUCCUMOHHBLIM METOXOM, HEOOXOAMMBIM
ABNSAETCA UCKIIOYEHMEe WMJIM OIIpeJelieHre BeJIM4YMHBbI COCTaBJAIOLIEeN aucrnepcmumu. B or-
OOpOYHOM MeToze ImoJaydalroTcsa T.H. AnddepeHLMaNlbHble MM PEIATUBHbIE KPUBBIE
OO CIEKTPY, KOTOpble NAIOT MHMPOPMALMIO O M3MEHEHMAX XPOMOMQOPHOIl CUCTEMbI MJIN
0 u3uKro-xMMMYeckux 3ddekrax Bo3aeiicTBMA Ha JuramH. IIpy 0003HAYEHMIO Kpu-
BBIX TIOTJIOLIEHUA in Situ, KpoMe M3MEepPeHMA pedhJIEKCHOTO CIeKTpa OIpeAesArT TaK-
JKe CHerTp norjouesusa. C LeJbl0 YCKOPEHMSA pacueToB M3MepUTeNbHble NPMOOPhI
OCHACTMJIM UMTATEJBbHBIM amllapaToM, ¢ IIOCJEAYIOLLE 3amMCchbio AaHHBIX Ha Mepdo-
Jenre. PacuyeTbl npoBOogAT ¢ IpuMeHeHuem OBM 1no pa3inMyHBIM BapMaHTaM [Ipo-
rpammM. IIpejicTaBJIEHHBLII MeTOA B COYETaHUM ¥ MHMPPAKPacHBIMM CHEKTpaMmu in Situ
JaeT IIeHHYI0 MHGMOPMAaILMI0O O COCTaBe MaTepualioB COAEPIKAalMX JWUTHUH.
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APPLICATION OF REFLECTION SPECTROMETRY FOR IN SITU
LIGNIN EXAMINATION

Summary

While carbohydrates do not give distinct electron spectra in the middle and
near UV range, lignin, because of its aromatic structure and the presence of cer-
tain chromophore substituents, is characteristic by specific UV spectrum. In pro-
cesses of lignin isolation, its structure as well as the structure of its chromophore
groups are undergoing some changes and, because of that, UV reflection spectro-
metry in visible range proved to be very useful in examination of lignin-containing
materials.

Reflection spectrum is a function of light scattering and absorption. Therefore
in order to obtain from reflection spectrum an absorption spectrum comparable to
that obtained in solution by transmission method, elemination or quantitative de-
termination of scattering component is necessary. In the elimination method, so
called differential curves or spectral curves are obtained, which supply information
relating changes in chromophore system or effects of physico-chemical action on
lignin. In determining absorption curves in situ, apart from reflection spectrum
measurement, also scattering spectrum must be determined. In order to speed-up
necessary calculations, measuring devices were equipped with data reander and
data recording on perforated tape.

Calculations are computerized according to different wvariants of calculation
programs. This method, in combination with IR spectra in situ gives valuable in-
formation about the composition of lignin-containing materials.



