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Abstract
 Lignin is a residue from the pulp industry, which has great potential for further use, including
 material development. To investigate possible uses for a specific lignin, it is important to have
 knowledge of the lignin's molecular structure. 31P NMR spectroscopy can be used when
 quantifying the hydroxyl groups of lignin. When using 31P NMR spectroscopy, the lignin
 sample must be derivatized with a phosphorous reagent. The analysis requires an appropriate
 internal standard to calculate the amount of the different structural elements in lignin.
 RISE Research Institutes of Sweden wishes to complement the analyzes of lignin structures
 using a new derivatization reagent, DR(I) (2-chloro-1,3,2-dioxaphospholane). Previously, the
 derivatization reagent DR(II) (2-chloro-4,4,5,5-tetramethyl-1,3,2-dioxaphospholane) has been
 used. The new derivatization reagent DR(I) has a similar structure but is a smaller molecule.
 In this report, 10 different internal standards have been examined with DR(I) to find the most
 suitable one. The first internal standard, N-hydroxy-5-norbornene-2,3-dicarboxylic acid imine,
 was used with DR(II). Three internal standards were from articles and six were previously
 unexamined. All of these were first tested as blanks without lignin and then with a selected
 softwood lignin.
 N-hydroxy-1,8-naphthalimide (internal standard 4) showed the best resolution but was not
 stable enough to be used as an internal standard. Bisphenol A (internal standard 3) was the most
 stable derivatized internal standard and the stability tests were performed with this internal
 standard as a reference.
 Of the previously unexamined internal standards, N-hydroxysuccinimide (internal standard 5)
 was the only appropriate internal standard to use. However, it was not as stable as N-hydroxy-
 5-norbornene-2,3-dicarboxylic acid imine (internal standard 1), which was found to be the most
 suitable internal standard.
 N-hydroxy-5-norbornene-2,3-dicarboxylic acid imine (internal standard 1) was examined with
 different types of kraft lignin; softwood kraft lignin, hardwood kraft lignin and a mixture kraft
 lignin. N-hydroxy-5-norbornene-2,3-dicarboxylic acid imine was also investigated with "milled
 wood lignin". For ”milled wood lignin” it became obvious that the resolution of the selected
 internal standard can be improved. Another internal standard that has not been examined in this
 report could be a better option.
 The relaxation time was also determined for N-hydroxy-5-norbornene-2,3-dicarboxylic acid
 imine and the different hydroxyl groups of lignin.
 RISE Research Institutes of Sweden can use DR(I) in analysis of kraft lignin as a complement
 to the currently used method with DR(II) for calculating the amount of secondary aliphatic
 groups. A differentiation of erythro and threo of the most common binding (β-O-4) can also be
 noted with these lignins with DR(I). Since this bond is broken to a large extent in the kraft
 process, the signal is week. This means that when calculating the hydroxyl groups, a separation
 of erythro and threo is not relevant.
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Sammanfattning
 Lignin är en restprodukt från massaindustrin som har stor potential för vidareanvändning i bland
 annat materialutveckling. För att utreda möjliga användningsområden för ett specifikt lignin är
 det viktigt att ha kunskap om ligninets molekylstruktur och bindningar. 31P-NMR spektroskopi
 kan användas som analysmetod för kvantifiering av hydroxylgrupperna hos lignin. Vid
 användning av 31P-NMR spektroskopi måste ligninprovet först derivatiseras med ett
 derivatiserings-reagens innehållande fosfor. Till analyserna behövs en lämplig intern standard
 för att kunna beräkna halten av de olika strukturelementen i lignin.
 RISE Research Institutes of Sweden ville se om det gick att komplettera analyserna av lignins
 struktur med hjälp av ett nytt derivatiserings-reagens, DR(I) (2-chloro-1,3,2-
 dioxaphospholane). Tidigare har derivatiserings-reagenset DR(II) (2-chloro-4,4,5,5-
 tetramethyl-1,3,2-dioxaphospholane) använts. Det nya derivatiserings-reagenset DR(I) har en
 liknande struktur men är en mindre molekyl och förväntades därför kunna analysera fler
 strukturelement som tidigare inte kunnat påvisas.
 Projektet har undersökt 10 olika interna standarder med DR(I) i syfte att hitta den bästa interna
 standarden. Den första som undersöktes är den som används med DR(II), N-hydroxy-5-
 norbornene-2,3-dicarboxylic acid imine. Av de undersökta interna standarderna är tre tagna
 från tidigare litteratur och sex är tidigare helt obeprövade. Samtliga undersöktes både som
 blankprov och med ett utvalt barrveds-kraftlignin.
 N-hydroxy-1,8-naftalimid (intern standard 4) var bäst baslinjeupplöst men inte tillräckligt stabil
 för att kunna användas som intern standard. Bisfenol-A (intern standard 3) var den interna
 standard som var den mest stabila och alla stabilitetstest utfördes med denna interna standard
 som referens.
 Av de tidigare obeprövade interna standarderna är det endast N-hydroxysuccinimide (intern
 standard 5) som kan användas som intern standard, dock är den inte tillräckligt stabil.
 N-hydroxy-5-norborene-2,3-dicarboxylic acid imine (intern standard 1) ansågs vara den bäst
 lämpade interna standarden. Denna prövades med olika typer av kraftlignin; barrveds-
 kraftlignin, lövveds-kraftlignin samt ett blandlignin. Den undersöktes även med ”milled wood
 lignin”. För detta lignin var det uppenbart att den valda interna standarden inte var helt optimal.
 En annan intern standard med bättre baslinjeupplösning skulle vara ett bättre alternativ för
 ”milled wood lignin”.
 Relaxationstiden mättes även för intern standard 1 och de olika strukturerna i ligninet.
 RISE Research Institutes of Sweden kan använda DR(I) som komplement till den nuvarande
 analysen med DR(II) vid beräkning av mängden av de sekundära alifatiska grupperna. En
 uppdelning av de olika formerna (erythro och threo) av den vanligaste bindningen hos lignin,
 β-O-4-bindningen, går också att urskilja. Eftersom denna bindning bryts i sulfatmassaprocessen
 är signalen svag, vilket gör att en uppdelning av erythro och threo vid beräkningarna av
 hydroxylgrupperna inte är relevant.
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1
 1. Inledning
 1.1. Bakgrund
 Ett hållbart samhälle med minimering av restprodukter är eftersträvansvärt. Strängare
 miljölagstiftning och krav leder till att industrierna måste ha kontroll över sina restprodukter.
 Samtidigt finns en önskan om att minska användningen av fossila bränslen. Lignin är en
 restprodukt från massaindustrin som förbränns. Nu utreds möjligheter att använda lignin vidare
 i bland annat materialutveckling, som kolfibrer eller som bränsle. [1]
 För att utreda möjliga användningsområden för ett specifikt lignin är det viktigt att ha kunskap
 om ligninets molekylstruktur och bindningar. Nuclear magnetic resonance (NMR)
 spektroskopi, mer specifikt 31P-NMR spektroskopi är en analysmetod som används för
 strukturbestämning av lignin. Vid användning av 31P-NMR spektroskopi måste ligninet först
 derivatiseras med ett derivatiserings-reagens innehållande fosfor. Fosfor ersätter protonen i
 ligninets hydroxylgrupper, vilket leder till att hydroxylgrupperna kan detekteras. Till
 analyserna behövs en lämplig intern standard för att kunna beräkna halten av de olika
 strukturelementen i lignin. Denna interna standard bör inte överlappa med signalerna från
 ligninets struktur, inte påverka analysen av ligninet och vara stabil under hela analystiden.
 RISE Research Institutes of Sweden är ett företag som tillsammans med akademi, näringsliv
 och offentlig sektor driver olika innovationsprocesser kopplade till hållbar utveckling. Under
 sektionen Bioekonomi, Kemiska analyser undersöks bland annat ligninets struktur med hjälp
 av 31P-NMR spektroskopi. RISE Research Institutes of Sweden ville undersöka möjligheten att
 komplettera analyserna av lignins struktur med hjälp av ett nytt derivatiserings-reagens, DR(I)
 (2-chloro-1,3,2-dioxaphospholane). För närvarande används derivatiserings-reagenset DR(II)
 (2-chloro-4,4,5,5-tetramethyl-1,3,2-dioxaphospholane). Det nya derivatiserings-reagenset
 DR(I) har en liknande struktur men är en mindre molekyl och skulle därför kunna analysera
 andra strukturelement som tidigare inte kunnat visas. [2]
 1.2. Syfte
 Syftet med projektet var att optimera 31P-NMR-analyser av lignin som är derivatiserat med
 DR(I), 2-chloro-1,3,2-dioxaphospholane.
 1.3. Mål
 Målet med projektet var att undersöka vilken intern standard som är lämplig att använda i 31P-
 NMR-analyser av lignin derivatiserat med DR(I), 2-chloro-1,3,2-dioxaphospholane. Interna
 standarder har tagits fram utifrån litteraturen. Även andra kemiska strukturer som tidigare inte
 använts som interna standarder har undersökts.
 Den första frågeställningen har varit vart de interna standarderna hamnar i 31P-NMR-spektrat
 och om signalen överlappar med lignin-signalerna. Därefter har stabiliteten för den
 fosfitylerade interna standarden tagits fram. Den bäst lämpade interna standarden har sedan
 testats med olika typer av lignin. Till sist har relaxationstiden och repeterbarheten undersökts
 för den utvalda interna standarden, DR(I) och lignin.
 1.4. Metod
 Metoden utgick från den tidigare metodbeskrivningen för derivatisering med DR(II). [3] Den
 interna standarden som för närvarande används i derivatiseringen, N-hydroxy-5-norborene-2,3-
 dicarboxylic acid imine, har undersökts med DR(I). Tre andra interna standarder har valts ut
 utifrån tidigare litteratur. De interna standarderna har derivatiseras med DR(I) och undersökts
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2
 med ett utvalt barrved kraftlignin. Blankprov (prov utan lignin) har också genomförts med de
 interna standarderna för att identifiera vart i spektrat signalen ligger. Sex nya kemiska strukturer
 valdes sedan ut, som inte prövats som interna standarder tidigare. De valdes utifrån att
 molekylstrukturen skulle likna de mest lämpliga interna standarderna från det tidigare
 resultatet. De derivatiserades och analyserades som blankprov med 31P-NMR spektroskopi för
 att undersöka spektrats utseende.
 Stabiliteten för ett par utvalda interna standarder har därefter undersökts genom att låta samma
 prov analyseras med 31P-NMR spektroskopi med bestämt tidsintervall. Stabiliteten har
 undersökts med ett långtidstest och ett korttidstest. I långtidstestet har samma prov analyserats
 med en halvtimmes intervall till och med 24 timmar efter derivatiseringens slut. I korttidstestet
 har provet analyserats upprepande så ofta som var möjligt till och med två timmar efter
 derivatiseringens slut. Två timmar valdes eftersom den föregående analysen i 31P-NMR
 spektroskopi med DR(II) tog totalt två timmar.
 Den mest lämpliga av de interna standarderna har sedan undersökts med tre olika typer av
 kraftlignin; barrved kraftlignin, lövved kraftlignin samt ett blandlignin. Även har två olika
 milled wood lignin analyserats med vald intern standard. Detta lignin är mer likt naturligt lignin
 och visade på hur ett spektrum med ursprungligt lignin ser ut med DR(I). Relaxationstiden har
 därefter tagits fram genom ”standard inversion recovery method” där 16 olika relaxationstider
 testas på samma prov. [4] Repeterbarheten har till sist undersökts genom att analysera om
 samma barrved kraftligninprov sex gånger på samma sätt för att se hur resultatet avviker för
 varje analystillfälle.
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3
 2. Teoretisk bakgrund
 2.1. Lignin
 Lignin är världens näst mest förekommande biopolymer och finns i trä och växter. Med hjälp
 av lignin får cellväggarna i växterna stabilitet och hydrofobicitet samtidigt som det fungerar
 som lim mellan växtcellerna. Lignin försvarar även mot mikrobiell nedbrytning av trä. [5]
 2.1.1. Lignins struktur och bindningar
 Lignin består av oregelbundna fenylpropanenheter som är ihoplänkade med eterbindningar (C-
 O-C) och kol-kolbindningar (C-C). Eterlänkarna är dominerande och utgör ungefär 2/3 av alla
 länkar i lignin. Bland fenylpropanenheterna går att hitta tre strukturer; p-coumarylalkohol,
 sinapylalkohol och coniferylalkohol. Strukturerna korresponderar mot p-hydroxyfenyl-,
 syringyl- samt guaiacyl-enheterna i lignin, se Figur 1 nedan. [6] [7]
 Figur 1. Lignins vanligaste strukturelement [7, p. 2]
 Lignin kan delas in i softwood (barrved) lignin/gymnosperm, hardwood (lövved)
 lignin/angiosperm samt gräslignin beroende på vilken typ av trä ligninet härstammar från. [8]
 För barrvedslignin är nästan alla fenylpropanenheter av guaiacyl-typen, medan lövvedslignin
 även innehåller syringyl-enheter. Lignins funktionella grupper utgörs huvudsakligen av metoxi-
 grupper och fenoliska hydroxylgrupper men terminala aldehydgrupper på sidokedjan är också
 vanliga. [6]
 Lignin kan extraheras från trä på olika sätt. Ett sätt att extrahera lignin, som används mycket
 för att studera dess struktur, är genom malning i kvarn med eller utan lösningsmedel
 (exempelvis toluen). På detta sätt förstörs trä-cellen och oförstörd så kallad ”milled wood
 lignin” kan erhållas genom extraktion med en lösning av dioxan och vatten. Det tar lång tid och
 oftast erhålls inte mer än 50 % av totala innehållet. [6] Industriella ligniner kommer från
 massaproduktionen och har ofta annan struktur än det ursprungliga ligninet. [9]
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4
 Figur 2. Typiska bindningar/strukturer i lignin. 1. β-O-4; 2. α-O-4, β-O-4; 3. β-1; 4. 5-5; 5. 5-O-4; 6. (5-5)
 + (α-O-4, β-O-4) 7. β-5; 8. β-β; 9. Kanelalkohol terminalgrupp; 10. felplacerad sidokedja; 11. β-β
 tetrahydofuran. [10, p. 501]
 Vanliga bindningar mellan fenylpropanenheterna är β-O-4, β-5, 4-O-5, α-O-4 samt 5-5. Den
 absolut vanligaste bindningen i lignin är β-O-4 och utgör 50 % i barrved- och 60 % i lövveds-
 lignin. [6] De vanligaste strukturerna och bindningarna hos lignin finns i Figur 2.
 β-O-4-bindningen förekommer i två former i lignin, erythro och threo, se Figur 3. Formerna
 skiljer sig genom absolutkonfigurationen på α-kolet, kolet närmast den aromatiska strukturen.
 Vilken form som det finns mest av varierar beroende på vilken typ av lignin det är. Erythro-
 formen är dominerande i lövvedslignin som har fler syringyl-enheter. Generellt gäller att högre
 andel metoxi-grupper ger högre andel erythro-grupper. [11]
 Figur 3. Första strukturen är erythro, andra strukturen är threo (i β-O-4-bindningen). [11, p. 276]
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5
 2.1.2. Sulfatmassaprocessen
 Den största delen av ligninet som produceras härstammar från massaindustrin. [6] I
 massaproduktionen frigörs fibrer från lignin. Fibrerna användas sedan vidare för att göra papper
 eller andra produkter. Detta sker genom bland annat kemisk massatillverkning, som består av
 två processer; sulfatmassaprocessen och sulfitmassaprocessen. Sulfatmassaprocessen är den
 vanligaste och därifrån erhålls det så kallade kraftligninet. [12]
 I sulfatmassaprocessen extraheras lignin genom att trä behandlas med NaOH- och Na2S-lösning
 vid höga temperaturer på 155-170 ºC under ett flertal timmar. 90-95 % av ligninet extraheras
 ur startmaterialet. De fasta cellulosafibrerna separeras ur lösningen innehållande lignin, den så
 kallade svartluten. Svartluten neutraliseras sedan med en lösning av HCl (saltsyra) och
 HSCH2COOH (tioglykolsyra) till pH 1-2 vid en temperatur på 100 ºC, vilket gör att ligninet
 fälls ut och bildar det så kallade kraftligninet. [5] [6] En ny teknik att extrahera kraftlignin från
 svartluten är med den så kallade lingoboost-processen. Den har utvecklats av Innventia (RISE)
 tillsammans med Chalmers universitet och gör det möjligt att erhålla ett lignin med hög renhet
 på ett effektivt sätt, vilket är viktigt för att kunna använda ligninet vidare. [13]
 Kraftligninet har en förändrad struktur och en lägre molekylvikt än det ursprungliga ligninet.
 Detta beror på att vissa bindningar bryts samt att fragmenten i sin tur reagerar med HO- och
 HS-joner (OH- samt HS-). [5] β-O-4 och α-O-4-bindningarna hydrolyseras under katalys med
 syror eller baser. Detta innebär att reaktionen med β-O-4 är viktig i sulfatmassaprocessen, då
 β-O-4 klyvs efter den alkaliska behandlingen och leder till en fördubbling av antalet fria
 fenoliska strukturer. [8] Även repolymerisering av ligninet kan förekomma i viss utsträckning
 vilket kan leda till en ökad molekylvikt. Kraftligniner kan vidare innehålla en del orenheter från
 aska och kolhydrater. [9]
 2.1.3 Kraftlignin och hållbar utveckling
 För dagens samhälle är det viktigt att hitta hållbara alternativ till oren teknik eller utnyttjande
 av naturen. Endast 1 % av kraftligninet används vidare till nya produkter, resterande slängs eller
 förbränns. Det finns därför stor potential att använda sig av lignin i framtiden som substitut för
 fossila kolkällor vid materialframställning (kolfibrer) eller som biobränsle. [5] Kemiindustrin
 skulle kunna använda sig av lignin som råmaterial, speciellt som källa för fenoler och epoxider.
 [14] Lignin är dessutom biologiskt nedbrytbart och har låg toxicitet. [5]
 2.1.4 Analys av kraft-lignin
 Strukturen hos olika ligniner har undersökts mycket, men många aspekter av lignins specifika
 strukturer är ännu inte klarlagda. [6] Det finns ingen generell metod för strukturanalys av lignin.
 Ändå har analys av lignin varit en viktig del inom massaindustrin för bedömning av effekterna
 av kemiska, fysikaliska eller biologiska behandlingar av trä och massa samt för övervakning av
 utflödet ifrån träindustrin. Kvantitativ bestämning av kraftlignin delas in i två olika kategorier;
 direkt metod samt indirekt metod. Den direkta metoden baseras på att lignin extraheras och
 analyseras gravimetriskt. Den indirekta bygger på att funktionella grupper detekteras med
 exempelvis spektroskopi såsom 31P-NMR spektroskopi. [5] Att använda sig av 31P-NMR
 spektroskopi har fördelen att den ger kvantitativ information för varierande typer av
 hydroxylgrupper i lignin på kort tid och med små mängder analyt. [15]
 2.2. 31P-NMR spektroskopi
 Nuclear magnetic resonance (NMR) spektroskopi är en analysmetod som ger information om
 atomernas kärna och vilken omgivning de befinner sig i. Det finns olika typer av NMR
 spektroskopi, varav 31P-NMR spektroskopi är en teknik som används bland annat för analyser
 av biopolymer, såsom lignin. [16] [17]
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6
 2.2.1. Principen för 31P-NMR spektroskopi
 Alla atomkärnor har en laddning. I vissa atomkärnor (1H, 19F, 13C, 31P) ger denna laddning ett
 spinn och gör kärnan magnetiskt aktiv. I ett magnetfält har fosforatomkärnan två energinivåer,
 det vill säga två nivåer av spinn. Den kan antingen spinna mot fältet i den högre energinivån
 eller med fältet i den lägre energinivån. [18] Vid 31P-NMR-analyser placeras ett upplöst prov
 innehållande fosfor i ett Ø 5 mm rör med en stark elektromagnet runt om. Magnetfältet som
 läggs på provet i 31P-NMR spektroskopi är 9,4 T, vilket kan jämföras med jordens magnetiska
 fält som är 5 ∗ 10−5 T. [19] När magnetfältet läggs på spinner de flesta av fosforatomkärnorna
 i den lägre energinivån, men vissa spinner också i den högre energinivån. Provet utsätts sedan
 för flera snabba radiovågor, som fångas upp och exciterar fosforatomkärnan. När pulsen upphör
 faller kärnan tillbaka till det ursprungliga tillståndet/spinnet. Denna energi emitteras vilket
 fångas upp av en detektor. Resultatet omvandlas genom en Fourier-transformation och ges i
 form av intensitet mot frekvensen i ett spektrum. Denna frekvens i spektrumet är angivet i ppm
 (parts per million) så att resultatet inte ska vara beroende av hur starkt magnetiskt fält som läggs
 på och därav vara beroende av vilket instrument som används. [20]
 De olika fosforatomerna absorberar energi vid olika frekvenser, så kallat kemiskt skift (δ),
 beroende på vilken omgivning de finns i. Tre faktorer påverkar skillnaderna i det kemiska
 skiftet hos fosforkärnan. Den första och mest betydande är elektronnegativiteten hos X i P-X
 bindningen. Elektronerna runt fosforkärnan ger upphov till ett eget magnetiskt fält med motsatt
 riktning till det pålagda magnetfältet och agerar därmed som en sköld, ”shield”, vilket minskar
 styrkan hos det pålagda magnetfältet. Detta innebär att en 31P-atom med en omgivning av
 elektrondragande grupper kommer att uppleva ett starkare magnetfält. Ju mer elektroner en
 atom har runt sig desto mer skyddad blir den från det yttre magnetfältet och ger därmed signal
 vid lägre kemiskt skift i NMR. Den andra faktorn är skillnader i π-elektroners överlapp med
 omgivande grupper och den tredje är skillnader i σ-bindningarnas vinkel. Olika omgivningar
 hos fosforatomen ger därav olika utslag i det kemiska skiftet. [17] [18]
 2.2.2. Relaxationstid
 Spin-lattice relaxationstid, t1, innebär tiden efter radiovågen träffar kärnan till att kärnan har
 emitterat all uppfångad energi och är tillbaka till jämviktstillståndet igen. Vid inställning av
 NMR-analyserna ställs delay time, d1 in, vilket är tiden mellan radiovågs-pulsarna. Denna är
 beroende av relaxationstiden och bör ligga mellan en och fem gånger relaxationstiden. Det är
 en fördel om en kort relaxationstid kan erhållas eftersom provet då kan analyseras under en
 kortare tid. Det innebär också en bättre kvantifiering eftersom signalen blir mer korrekt,
 exempelvis vid mätning av instabila strukturer som kan falla sönder mer ju längre tid som går.
 För att inte ha en alltför lång relaxationstid används ett relaxationsreagent, krom-
 acetylacetonate. [16]
 2.2.3. Intern standard
 En intern standard av en känd halt och struktur tillsätts till analyserna med 31P-NMR
 spektroskopi. Denna används sedan för att kalibrera spektrat vilket gör att halterna av
 hydroxylgrupperna i lignin kan beräknas. För analys av lignins hydroxylgrupper används en
 intern standard med en eller två hydroxylgrupper som derivatiseras samtidigt som ligninet.
 Därav är den interna standarden alltid derivatiserad vid analys i 31P-NMR spektroskopi.
 Vid val av intern standard är det lämpligt att den ger en stark signal i de yttre regionerna av
 spektrat utan påverkan av signalen från lignin, alltså att den är baslinjeupplöst. Det leder till att
 den interna standarden inte påverkar spektrat av det som ska analyseras och en bra kalibrering
 för vidare kvantifiering av hydroxylgrupperna kan erhållas. Det är även viktigt att den
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 derivatiserade interna standarden är stabil, så att den inte faller sönder under experimentets
 gång. Vidare bör den interna standarden inte reagera med ligninets strukturer. [16]
 2.3. Derivatiseringen av lignin
 Ligninet som analyseras innehåller inte fosfor. För att kunna analysera det i 31P-NMR
 spektroskopi måste ett derivatiserings-reagens innehållande fosfor tillsättas. Efter upplösning
 av ligninet under två timmar utförs derivatiseringen under 10 minuter innan analysen utförs
 med 31P-NMR spektroskopi. Se Bilaga 1 för en mer ingående experimentell beskrivning.
 2.3.1. Derivatiserings-reagens
 Tidigare har derivatiserings-reagenset DR(II) använts, 2-chloro-4,4,5,5-tetramethyl-1,3,2-
 dioxaphospholane. Det nya derivatiserings-reagenset DR(I) har en liknande struktur men är en
 mindre molekyl, se Figur 4 och 5.
 Figur 4. Derivatiseringsreagens (I) Figur 5. Derivatiseringsreagens (II)
 I 31P-NMR-analyser av lignin derivatiserat med DR(II) påvisas ett lägre antal alifatiska och
 totala hydroxylgrupper jämfört med lignin derivatiserat med DR(I). Detta tros ha att göra med
 att DR(II) är steriskt hindrat vilket leder till att fosfityleringen med DR(II) inte är fullständig.
 DR(I) bör därför kunna visa fler och andra hydroxylgrupper i 31P-NMR-spektrat där DR(II) inte
 kan komma åt. [2] Derivatiserings-reaktionen med lignin och DR(I) ses i Figur 6.
 Derivatiseringen med DR(II) har lett till identifiering av karboxylsyror, fenoler och sekundära
 alifatiska hydroxider med god upplösning. Däremot kan 31P-NMR spektroskopi med DR(II)
 inte påvisa en skillnad mellan primära och sekundära alifatiska hydroxiderna, samt den
 vanligaste bindningen i fenylpropanenheterna (β-O-4). [16] [21] I och med att β-O-4-
 bindningen påverkas vid sulfatmassaprocessen, kan det vara av intresse att beräkna den
 bindningen vid analys av kraftligniner.
 Figur 6. Derivatiseringsreaktionen med DR(I)
 2.3.2. Andra kemikalier i derivatiserings-reaktionen
 Pyridin fungerar som lösningsmedel och som katalysator av reaktionen. Eftersom pyridin är
 basisk hjälper den derivatiserings-reaktionen genom att ta upp protoner från ligninet samt
 fångar upp HCl som bildas vid reaktionen, se Figur 5. Utöver pyridin används N,N-
 dimethylformamid som lösningsmedel främst för att lösa upp ligninet. CDCl3 är deuterad
 kloroform, som används till att låsa det magnetiska fältet i 31P-NMR spektroskopi innan
 analysen görs. Kloroformet hjälper även med att lösa upp ligninet samt hjälper till att förhindra
 fällning av pyridin-HCl-salt. [15]
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 3. Resultat
 Det experimentella tillvägagångssättet finns beskrivet mer utförligt i Bilaga 1. Beräkningarna
 följer i Bilaga 2. Fler resultat och spektra finns att hitta i Bilaga 4.
 En analys med endast lignin utfördes för att se vart ligninstrukturen ger utslag i spektrat, se
 Bilaga 4 Figur A. Barrved kraftligninet gav utslag från 126-137 ppm. Där skulle det vara
 olämpligt att en intern standard (IS) ger signal.
 3.1. Tidigare använda interna standarder 1-4
 Utifrån tidigare litteratur valdes fyra interna standarder ut:
 IS 1: N-hydroxy-5-norborene-2,3-dicarboxylic acid imine
 IS 2: Bensoesyra
 IS 3: Bisfenol A
 IS 4: N-hydroxy-1,8-naftalimid
 N-hydroxy-5-norborene-2,3-dicarboxylic acid imine är den interna standarden som används för
 närvarande med DR(II) och undersöktes vidare med DR(I).
 Bensoesyra har tidigare använts som intern standard med DR(I). Den har ansetts som ett bra
 val eftersom den som aromatisk syra inte bör reagera med det derivatiserade ligninet. [16] [22]
 Bensoesyras lämplighet som intern standard har därför undersökts vidare.
 Bisfenol A rekommenderades med DR(I) som intern standard för ligniner som inte innehåller
 många p-hydroxylfenyl-grupper. [16] Den har därför också undersökts vidare.
 N-hydroxy-1,8-naftalimid ger den bästa separationen av samtliga interna standarder. [2] Denna
 interna standard har som nackdel att den inte visat sig tillräckligt stabil för att kunna ge pålitliga
 resultat, men på grund av att den har så bra separation undersöktes även denna interna standard
 vidare.
 Först utfördes ett blankprov på de fyra interna standarderna för att se vid vilket kemiskt skift de
 ger signal, se Figur 7. De interna standarderna undersöktes sedan med barrved kraftlignin i
 samma lösning för att se hur ligninets kemiska skift ligger i förhållande till de fyra interna
 standarderna, se Figur 8.
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 Figur 7. IS 1-4, blankprov.
 Figur 8. IS 1-4 med barrved kraftlignin.
 Resultatet visade att IS 4 har den bästa baslinjeupplösningen med barrved kraftligninet. Även
 IS 1 såg ut att vara baslinjeupplöst, men gav signal precis vid ligninssignalens slut. IS 2 och IS
 3 kunde uteslutas som lämpliga interna standarder då de överlappar ligninsignalen. Signalen för
 IS 3 vid 128,3 ppm var dubbelt så hög som de andra interna standarderna på grund av att IS 3
 har två OH-grupper.
 I blankprovet framkom också att det fanns främmande signaler som stör vid 133,6 ppm vid
 analys av samtliga interna standarder.
 125126127128129130131132133134135136137138139140141142143144145δ [ppm]
 Intern standard 1-4, blankprov
 1. IS(1)136,9 ppm
 2. IS(2) 127,5 ppm
 3. IS(3) 128,3 ppm
 4. IS(4) 138,3 ppm
 125126127128129130131132133134135136137138139140
 δ [ppm]
 Intern standard 1-4 med lignin
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 3.1.1. Stabilitetstest intern standard 1-4
 Stabiliteten undersöktes på alla fyra interna standarder i ett långtidstest. IS 3 utsågs till den mest
 stabila derivatiserade föreningen, då resultatet för denna interna standard förändrades minst
 med tiden. Integreringen kalibrerades därför utifrån IS 3.
 Integreringsgränser togs fram utifrån jämförelse av tidigare studiers spektra, se Bilaga 3. [2]
 [10][16] [23] [24] [25]
 Stabiliteten togs sedan fram genom:
 It=integreringsarean för tidpunkten, I0=Integreringsarean vid 53 minuter efter derivatisering,
 för varje tidpunkt It /I0*100= [%]. Därför startar alla IS på 100 % vid 53 minuter, se Figur 9 och
 10.
 Figur 9. Stabilitet långtidstest, IS 1-4.
 0
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 Figur 10. Stabilitet långtidstest med alla interna standarder samt barrved kraftlignin. Nedersta spektrat
 är taget 53 min efter derivatisering, mittersta spektrat är efter 7 timmar och översta spektrat är taget 24
 timmar efter derivatisering.
 Långtidstestet påvisade att IS 4 är ostabil och olämplig att använda, då mer än 80 % har
 försvunnit på två timmar. Efter 24 timmar sågs IS 4 endast som brus i spektrat. Se Bilaga 4 bild
 B för mer information om stabilitetstestets första två timmar.
 Samma spektrum integrerades sedan med ligninsignalen som referens för att kontrollera
 stabiliteten av IS 3, se Bilaga 4 Figur B. Ligninsignalens stabilitet motsvarade IS 3:s stabilitet
 den första tiden efter derivatisering.
 3.1.2. Stabilitetstest intern standard 1 och 3
 Nya stabilitetstest utfördes med IS 3 som referens och IS 1 utan lignin för att undersöka
 stabiliteten hos IS 1, ett snabbtest och ett långtidstest, se Bilaga 4 Figur C, D och E.
 I resultatet från snabbtestet (Figur C) sågs att IS 3 var mindre stabil än IS 1 den första tiden.
 Detta stämmer dock inte med de övriga gjorda stabilitetstesten och kunde förklaras med en
 sämre erhållen signal då endast 64 scanningar utfördes i snabbtestet.
 IS 1 var stabil under de första 3 h med 98,8 % kvarvarande signal. Därefter började den att
 minska. Ingen påverkan på ligninets struktur kunde heller ses med tillsats av den interna
 standarden.
 125126127128129130131132133134135136137138139140δ [ppm]
 Efter 53 minuter
 Efter 7 timmar
 Efter 24 timmar
 Stabilitet intern standard 1-4, långtidstest
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 3.2. Obeprövade interna standarder 5-10
 Sex nya komponenter som inte har undersökts tidigare som interna standarder valdes sedan ut.
 Deras strukturer skulle likna IS 1 och 4, för att öka chansen att de hamnade på rätt ställe i
 spektrat.
 Intern standard 1 Intern standard 4
 N-hydroxy-5-norborene-2,3-dicarboxylic acid
 imine
 N-hydroxy-1,8-naphtalimide
 Intern standard 5 Intern standard 6 Intern standard 7
 N-hydroxysuccinimide 4-hydroxyindole 5-hydroxyindole
 Intern standard 8 Intern standard 9 Intern standard 10
 N,N’-
 dihydroxypyromellitimide
 N,N’-Dihydroxy-1,2,3,4-
 cyclobutanetetracarboxdiimide
 5-Nitro-3-phenyl-1H-2-
 carboxylic acid
 Först utfördes blankprov för att identifiera var de interna standarderna hamnar i spektrat och se
 om någon av strukturerna gick att utesluta, se Figur 11 och 12.
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 Figur 11. Blankprov IS 5-7
 Figur 12. Blankprov IS 8-10. De främmande signalerna vid 133 ppm är större på grund av att spektrat är
 inzoomat.
 Med resultatet kunde IS 6, 7 och 10 uteslutas, då dessa skulle överlappa lignin-signalen. För IS
 7 kunde dessutom två signalmax ses, vilket gör den svår att använda vid integrering. IS 9 gav
 signal vid 137,3 ppm, vilket inte skulle överlappa spektrat av lignin. Dock löstes den inte upp
 helt med pyridin. Flera försök gjordes att lösa upp den genom att variera halterna av kloroform-
 D, DMF och pyridin, utan att lyckas. Den kan därmed inte användas för kalibrering. Inte heller
 kunde IS 8 och 10 lösas upp helt.
 IS 5 är den enda av de obeprövade interna standarderna som skulle kunna användas som intern
 standard.
 3.2.1. Stabilitetstest intern standard 5
 Stabilitetstest utfördes med IS 3 som referens, se Bilaga 4 Figur F-G. IS 5 var mindre stabil än
 IS 1 med 96,0 % kvarvarande signal efter 3 timmar jämfört med 98,8% av IS 1.
 122123124125126127128129130131132133134135136137138139140
 δ [ppm]
 Intern standard 5-7 blankprov
 IS 5 136,9 ppm
 IS 6 128,2 ppm
 IS 7 127,3 ppm
 122123124125126127128129130131132133134135136137138139140
 δ [ppm]
 Intern standard 8-10 blankprov
 IS 8 136,9 ppm
 IS 9 137,3 ppm
 IS 10 126,5 ppm
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 3.3. Vald intern standard och olika lignin
 IS 2 och 3 kunde tidigt uteslutas som interna standarder då de gav signal över lignin-signalen.
 IS 3 var den mest stabila av alla. IS 4 var bäst baslinjeupplöst av alla interna standarder men
 var olämplig då den var för ostabil. Endast IS 5 kunde användas som intern standard av de
 tidigare obeprövade komponenterna, men var inte lika stabil som IS 1. IS 1 valdes därför till
 den mest lämpliga interna standarden som bör användas med DR(I).
 3.3.1. Intern standard 1 och olika kraft-lignin
 IS 1 analyserades sedan med olika typer av kraftlignin och de olika grupperna identifierades
 för de olika ligninstrukturerna, se Figur 13.
 Figur 13. IS 1 med olika kraftlignin. Integreringsgränser är utmarkerade, den streckade linjen används
 inte vid barrved kraftlignin. S=syringyl, G=guaiacyl, C5-sub.=C5-substituerad, p-H=p-hydroxyfenyl,
 COOH=karboxylsyra.
 När IS 1 analyserades med ligninet sågs en liten förskjutning i spektrat jämförelse med
 blankprovet. Ingen av de olika derivatiserade hydroxylgrupperna i ligninet var baslinjeupplöst.
 Dock fanns en uppdelning mellan de olika alifatiska grupperna, något som inte kunde urskiljas
 med DR(II). [16] [21] Integreringsgränserna anpassades efter varje prov men generella
 integreringsgränser finns inritade i Figur 13 och i Bilaga 3. Den streckade linjen finns inte med
 för barrvedslignin eftersom denna typ av lignin inte innehåller syringylgrupper.
 125126127128129130131132133134135136137138139140
 δ [ppm]
 1. Ej lignin
 2. Barrved
 IS(1) 136,9 ppm
 3. Lövved
 4. Blandning
 IS(1) 137,1 ppm
 IS Sekundäralifatisk
 Primär alifatisk C5-Sub.
 S C5-Sub.
 G
 p-H COOH
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 Utifrån integreringsareorna beräknades antal hydroxylgrupper i de olika ligninproverna, se
 Tabell 1. I Bilaga 2 finns en mer detaljerad beskrivning av hur beräkningarna av mängden olika
 hydroxylgrupper utfördes. Dessa beräkningar jämfördes sedan med motsvarande beräkningar
 med DR(II) gjorda vid tidigare tillfälle för samma lignin, se Tabell 2.
 Tabell 1. Beräkning av hydroxylgrupperna med DR(I) [mmol OH/g lignin]
 Prov DR(I)
 Sekundär alifatisk -
 OH
 Primär alifatisk -
 OH S-OH C5-Sub.-
 OH G-OH p-H-OH Karboxyl Σ -OH
 1. Barrved 0,21 1,82 0,00 0,59 2,21 0,18 0,24 5,24
 2. Lövved 0,22 1,49 1,96 0,68 0,46 0,11 0,25 5,11
 3. Blandning 0,29 1,81 1,08 0,65 1,47 0,10 0,27 5,66
 Tabell 2. Tidigare utförda beräkningar av hydroxylgrupperna med DR(II) [mmol OH/g lignin]
 Prov DR(II) Totala
 alifatiska -OH S -OH C5-Sub.-
 OH G-OH p-H-OH Karboxyl Σ -OH
 1. Barrved 1,05 0,00 1,40 1,75 0,17 0,40 4,78
 2. Lövved 1,02 1,85 0,74 0,63 0,06 0,28 4,57
 3. Blandning 1,45 1,28 1,26 1,79 0,17 0,43 6,37
 Enligt beräkningarna var de totala alifatiska hydroxylgrupperna betydligt fler med DR(I) och
 därav blev också det totala antalet hydroxylgrupper fler med DR(I) för barrveds- och lövveds-
 kraftligninerna.
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 3.3.2. Intern standard 1 och milled wood lignin
 Två olika typer av milled wood lignin analyserades sedan med IS 1. Milled wood lignin 1 är
 vårtbjörk, det vill säga lövvedslignin och milled wood lignin 2 är gran, det vill säga
 barrvedslignin, se Figur 14.
 Figur 14. Milled wood lignin och IS 1 (137,1 ppm). Markerade signaler för erythro och threo samt
 integreringsgränser.
 För ligniner med många sekundära alifatiska hydroxylgrupper blev det tydligt att intern
 standard 1 överlappar med ligninsignalen, exempelvis som för milled wood lignin 1. Om
 integrering för ligninet skulle utföras, skulle resultatet bli osäkert, då intern standard 1 inte är
 baslinjeupplöst. För milled wood ligninerna kunde de olika erythro och threo strukturerna
 identifieras och integreringsgränserna för de olika sekundära alifatiska strukturerna kunde
 bestämmas, se Tabell 3. [10] [25]
 Tabell 3. Integreringsgränser och hydroxylgrupper
 Integreringsgränser, kemiskt skift [ppm] Lignins funktionella grupp Sekundär alifatisk OH-grupp
 136,4-135,2 (signalmax 135,6) Erythro för Syringyl.
 135,2-134,4 (signalmax 134,8) Erythro för Guaiacyl
 134,4-133,6 (signalmax 134,0) Threo för Syringyl och Guaiacyl
 125126127128129130131132133134135136137138139140141
 δ [ppm]
 Milled wood lignin med intern standard 1
 1. MWL 1 Lövved
 2. MWL 2 Barrved
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 3.3.2. Intern standard 1 och identifiering av erythro och threo
 För att tydliggöra de olika alifatiska gruppernas strukturer hos kraftligninerna och jämföra
 med milled wood ligninerna, zoomades det kemiska skiftet in, se Figur 15.
 Figur 15. Spektra över de alifatiska grupperna för de olika ligninerna med IS 1 med integreringsgränser.
 Signalerna för erythro och threo hos kraftligninerna låg inte exakt på samma ställe i spektrat
 som för milled wood ligninerna, vilket leder till en osäkerhet i strukturbestämningen.
 Lövvedslignin innehåller fler β-O-4-kopplingar, vilket också kunde bekräftas för både
 kraftligninerna och milled wood ligninerna. [6]
 132133134135136137138139
 δ [ppm]
 4. Blandning KL
 5. MWL 2 Lövved
 3. Lövved KL
 2. MWL Barrved
 1. Barrved KL
 ErythroS-OH Erythro
 G-OH
 Threo S/G-OH
 Erythro G-OH
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 3.4. Relaxationstid
 Relaxationstiden för de olika grupperna togs fram, se Bilaga 1 för mer experimentell
 information.
 Tabell 4. Relaxationstiderna för de olika strukturerna.
 DR(I) [s]
 Intern standard
 [s]
 Sekundär alifatisk OH
 [s]
 Primär alifatisk OH [s]
 S-OH [s]
 C5-Sub.-
 OH [s] G-OH
 [s] p-H-
 OH[s] Karboxyl
 [s] Hydrol. DR(I) [s]
 Barrved KL 2.210 1.514 0.904 1.321 - 0.943 1.186 1.000 1.178 2.457
 Lövved KL 2.134 1.425 0.871 1.426 1.000 1.185 1.131 1.000 1.267 2.359
 Blandning KL 1.610 2.204 0.884 2.575 1.313 1.313 1.421 1.220 1.220 2.739
 MWL1 (HWL) 1.445 1.880 0.798 1.646 1.225 1.081 1.256 1.068 0.852 2.427
 MWL2 (SWL) 1.494 1.851 0.802 1.074 - 1.074 1.147 1.147 1.207 2.225
 Den högsta relaxationstiden av betydelse var 2,575 sekunder, se Tabell 4. Detta innebär att ett
 experiment med DR(I) och hela spektrat på lignin bör göras med delay time, d1, på 2,575-12,875
 sekunder. För intern standard 1 låg den högsta relaxationstiden på 2,204 sekunder.
 Relaxationstiderna för derivatiserings-reagenset och det hydrolyserade derivatiserings-
 reagenset är inte av relevans för analys av hydroxylgrupperna i lignin.
 3.5. Repeterbarhet
 Repeterbarheten undersöktes genom att analysera det utvalda barrvedsligninet sex gånger på
 samma sätt, se Bilaga 1 för mer experimentell information. De erhållna spektrana analyserades
 därefter med samma integreringsgränser, se mer information om areorna i Bilaga 3.
 Medelvärdet och standardavvikelsen av de beräknade mängderna av de olika
 hydroxylgrupperna togs fram. Till sist beräknades variationskoefficienten
 (standardavvikelsen/medelvärdet), se Tabell 5.
 Tabell 5. Repeterbarhet av utvalt barrved kraftlignin.
 Prov DR(I) sekundär alifatisk-
 OH
 primär alifatisk-OH
 C5.-Sub.-OH
 G-OH p-H-OH Karboxyl
 1. Barrved KL [mmol OH/g lignin] 0.22 1.71 0.61 2.18 0.17 0.23
 2. Barrved KL [mmol OH/g lignin] 0.21 1.55 0.56 1.93 0.18 0.25
 3. Barrved KL [mmol OH/g lignin] 0.22 1.56 0.67 2.06 0.19 0.28
 4. Barrved KL [mmol OH/g lignin] 0.21 1.60 0.50 1.91 0.11 0.30
 5. Barrved KL [mmol OH/g lignin] 0.22 1.60 0.63 2.11 0.17 0.26
 6. Barrved KL [mmol OH/g lignin] 0.22 1.55 0.58 1.94 0.22 0.28
 Medelvärde [mmol OH/g lignin]
 0.2156 1.5946 0.5926 2.0210 0.1729 0.2679
 Standardavvikelse ±0.0055 ±0.0563 ±0.0564 ±0.1040 ±0.0324 ±0.0223
 Variationskoefficient [%] ±2.55 ±3.53 ±9.51 ±5.15 ±18.73 ±8.33
 Trots att integreringarna gjordes mycket noggrant efter satta integreringsgränser visade
 resultatet att beräkningarna varierade mycket med en variationskoefficient på upp mot ±19 %.
 Detta beror främst på att ingen hydroxylgrupp i ligninet var baslinjeupplöst vilket påverkar
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 integreringens noggrannhet. De grupper som gav lägst variationskoefficient var de alifatiska
 grupperna, där variationskoefficienten låg på ±2.55-3.53 %.
 3.6. Kompletterande analyser
 3.6.1. Främmande signaler
 Främmande signaler förekom i samtliga blankprov, trots att lösningarna gjordes om med
 oöppnade kemikalier. De främmande signalerna syntes i området 133,7 till 132,8 ppm med
 signalmax vid 133,6 ppm. Det fanns även små signaler vid 127,9-127,3 ppm med signalmax
 vid 127,6 ppm. För att se hur dessa förändrades över tiden utfördes ett stabilitetstest (snabbtest)
 tillsammans med IS 1, se Bilaga 4 Figur H. Resultatet integrerades och spektrat kalibrerades
 efter IS 1. Testet påvisade ingen tendens till ökning eller minskning av de främmande signalerna
 fram till två timmar efter derivatisering.
 3.6.2. Stabilitetstest lignin snabbtest
 Eftersom ligninstrukturen förändrades vid långtidstestet med IS 1-4 utfördes även ett snabbtest
 med IS 1 och barrved kraftligninet, se Bilaga 4 Figur I-J. Resultatet påvisade ingen förändring
 av lignins struktur över den tiden. Att beakta är dock att vid längre analyser såsom relaxationstid
 kan spektrat av ligninet förändras allt eftersom tiden går.
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 4. Diskussion
 4.1. Val av intern standard
 Lignin som är derivatiserat med DR(I) ger signal vid 126-137 ppm. En intern standard som
 överlappar i detta område bör inte användas då det påverkar kalibreringen av den interna
 standarden vilket i sin tur påverkar beräkningarna av halterna av de olika hydroxylgrupperna.
 IS 2 och 3 kunde därför tidigt uteslutas som interna standarder. Även tidigare obeprövade IS 6,
 7 och 10 kunde uteslutas då deras signaler överlappar med ligninsignalen.
 IS 3 har visats vara den mest stabila derivatiserade interna standarden av alla interna standarder.
 Den rekommenderades för ligniner utan många p-hydroxyfenyl-grupper. [16] Som vi nu förstått
 är detta på grund av att IS 3 ger signal exakt över signalen för p-hydroxyfenyl-gruppen.
 Stabilitetsmätningarna utfördes med och kalibrerades utifrån IS 3. Stabiliteten av den
 derivatiserade IS 3 är däremot okänd, vilket innebär att stabiliteten av de övriga analyserade
 interna standarderna kan vara ännu lägre än rapporterat. Resultatet av stabilitetstestet med IS 1
 och 4 kan jämföras med tidigare utförda stabilitetstest där referensen som spektrat kalibrerades
 utifrån var totala antalet derivatiserade hydroxylgrupper på ligninsignalen. [2] Resultatet
 visade en förlust på 60 % av signalen från IS 4 efter 6,5 timmar, vilket även kunde ses här.
 Stabiliteten för IS 1 var däremot något högre i vårt erhållna resultat. För att undersöka
 stabiliteten av intern standard 3 ändrades referensen till totala antalet derivatiserade
 hydroxylgrupper av ligninsignalen, där IS 3 och ligninsignalen gav liknande stabilitetsresultat.
 Det innebär att IS 3 kunde och kan användas vidare som referens för kalibreringen vid
 stabilitetstesten.
 Av de olika interna standarderna som har analyserats, har den interna standarden som används
 för närvarande med DR(II) visat sig vara lämpligast även med DR(I), trots att den överlappar
 lite med ligninsignalen. IS 4 var bättre baslinjeupplöst och hade varit ett bättre alternativ, men
 eftersom den som derivatiserad var så pass instabil att det fanns mindre än 80 % kvar efter två
 timmar, är den olämplig. Även om tiden för experimentet skulle kunna förkortas till en timme
 är den för instabil för att kunna användas, då signalen minskade 20 % på en timme.
 Utgångsvärdet noterades dessutom 53 min efter derivatiseringens slut, vilket kan innebära att
 den kan vara ännu mer instabil än vad resultatet visar, eftersom mätningen inte skedde direkt
 efter derivatiseringen.
 Eftersom halterna av de sekundära alifatiska hydroxylgrupperna var så låga kan IS 1 användas
 med kraftligniner. Vid analys av milled wood lignin och andra naturliga lignin bör eventuellt
 en annan intern standard användas, då det finns risk att IS 1 överlappar med ligninsignalen. För
 vidare forskning kan andra N-hydroxy-komponenter (likt IS 1 och 4) prövas som lämpliga
 interna standarder som inte undersökts i denna rapport.
 4.2. Metoden
 Vid integreringen anpassades gränserna efter varje spektrum men tidigare använda gränser från
 litteraturen sattes som ledning. Ingen hydroxylgrupp av ligninet var baslinjeupplöst vilket gör
 det svårt att integrera och beräkningarna blir osäkra. Analyser med DR(II) har gett god
 upplösning för karboxylsyrorna och fenolerna. [16] [21] DR(II) är därför bättre att använda sig
 av vid analys av dessa grupper. Analysen med DR(I) separerar de primära och sekundära
 hydroxylgrupperna, vilket visas i resultatet för det här arbetet, något som inte är möjligt med
 DR(II).
 Vid analys av lignin i 31P-NMR spektroskopi med DR(I) bör även beaktas att det finns
 främmande signaler på två ställen i spektrat. De främmande signalerna bidrar till signalerna för
 de primära alifatiska hydroxylgrupperna med en överskattning på ungefär 0,14 mmol/g lignin
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 (38,4 % av IS 1). Den andra signalen gav utslag mellan karboxylsyra och p-hydroxylfenyl-
 gruppen med en överskattning av signal på ungefär 0,02 mmol/g lignin (5,43 % av IS 1). För
 dessa grupper bör beräkningarna justeras vid användning av denna metod.
 Eftersom β-O-4-bindningen hydrolyseras och bryts i sulfatmassaprocessen, leder det till en
 lägre halt av den, vilket också kunde bekräftas i den här undersökningen. I kraftligninerna kunde
 signalerna för erythro av β-O-4-bindningen urskiljas till en liten grad. Resultatet från
 kraftligninerna jämfördes med två milled wood ligniner för att identifiera de olika strukturerna.
 Det var inte helt klart att det just var de angivna strukturerna som kunde urskiljas, då signalmax
 inte låg på samma ställe i kemiska skiftet. I denna region (136-133,5 ppm) kan även nya enheter
 som formas av sulfatmassaprocessen ge signal, vilket försvårar identifiering av strukturerna i
 detta område av spektrat. [2] För bäst resultat bör erythro och threo i kraftligninerna inte delas
 upp vid integrering, då det är så låg halt av dessa samt att det finns en viss osäkerhet i
 strukturbestämningen.
 I tidigare studier erhölls med DR(I) fler beräknade hydroxylgrupper i lignin jämfört med
 DR(II). Detta skulle bero på att DR(II) är steriskt hindrat och därför inte kan reagera med alla
 hydroxylgrupper, vilket då gav lägre antal hydroxylgrupper. [2] Eftersom integreringen gav
 osäkra beräkningar kan vi inte fastslå att det gäller för vårt resultat. Det fanns dock en tendens
 till fler beräknade hydroxylgrupper med DR(I) jämfört med DR(II), då både barrved- och
 lövved kraftligninerna gav fler totala beräknade hydroxylgrupper. Framför allt de alifatiska
 hydroxylgrupperna gav 45-96 % fler med DR(I).
 Svårigheterna med integreringens noggrannhet, som i sin tur påverkar beräkningarna, kunde
 bekräftas i resultatet för repeterbarheten. Detta resultat visade att variationskoefficienten var
 upp mot ±19 %. Bäst repeterbarhet fick vi för de alifatiska grupperna, där
 variationskoefficienten låg på ±2,55-3,53 %. I spektrat av de primära alifatiska grupperna finns
 dock en överlappning av de C5-substituerade grupperna och syringyl. [2] Även finns det i denna
 del av spektrat redan en osäkerhet i beräkningarna i och med de främmande signalerna. Detta
 leder till en överrepresentation av de primära alifatiska grupperna och större osäkerhet i
 resultatet. Därmed kan denna metod komplettera den nuvarande metoden endast för bestämning
 av de sekundära alifatiska grupperna.
 Relaxationstiden varierade mellan de olika ligninslagen. Relaxationstiden är beroende av
 koncentrationen på ligninet och interna standarden, temperaturen, syrgasinnehållet och det
 magnetiska fältets styrka. [26, p. 158] Koncentrationen på ligninet varierade något vid
 mätningarna. Dessutom varade analysen i över 15 timmar, vilket gjorde att den derivatiserade
 interna standarden föll sönder allteftersom tiden gick och ligninets struktur i spektrat
 förändrades över tiden (vilket visades i stabilitetsprövningen långtidstestet med IS 1-4). De sista
 mätningarna blev således annorlunda än de första, något som bidrar till osäkerhet vid
 bestämning av relaxationstiden. Den använda delay time, d1, på 10 sekunder i mätningarna
 innan relaxationstiden hade bestämts, var korrekt att använda i mätningarna. För vidare analyser
 med DR(I) kan en delay time på 2,575 till 12,875 sekunder användas för hela spektrat. Väljer
 RISE Research Institutes of Sweden att använda metoden som ett komplement till den
 nuvarande metoden med enbart de sekundära alifatiska grupperna behövs god upplösning
 endast för IS 1 och de sekundära alifatiska grupperna, vilket gör att analystiden kan förkortas
 något med en delay time på 2,204 till 11,02 sekunder.
 RISE Research Institutes of Sweden kan i framtiden använda sig av DR(I) tillsammans med
 intern standard 1 som en kompletterande metod för att differentiera de sekundära alifatiska
 hydroxylgrupperna i bestämningen av antal hydroxylgrupper i kraftlignin med 31P-NMR
 spektroskopi. Detta är intressant då dessa grupper innehåller information om den vanligaste
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 bindning hos lignin som bryts vid sulfatmassaprocessen. Med en förfinad integreringsmetod
 kan även de övriga grupperna ge mera information.
 5. Slutsats
 Vid val av intern standard med DR(I) är stabiliteten och baslinjeupplösningen det viktigaste att
 ta hänsyn till. Av de undersökta interna standarderna var det bara intern standard 1 (N-hydroxy-
 5-norborene-2,3-dicarboxylic acid imine) som uppfyllde kraven.
 I analys av lignin med DR(I) är ingen grupp i spektrat baslinjeupplöst men en uppdelning av de
 alifatiska grupperna i sekundära och primära går att urskilja. Även en uppdelning av de olika
 formerna (erythro och threo) av den vanligaste bindningen hos lignin, β-O-4-bindningen, går
 att urskilja.
 RISE Research Institutes of Sweden kan i framtiden använda sig av DR(I) tillsammans med
 intern standard 1 (N-hydroxy-5-norborene-2,3-dicarboxylic acid imine) som en kompletterande
 metod för att beräkna halten av de sekundära alifatiska hydroxylgrupperna i bestämningen av
 antal hydroxylgrupper i kraftlignin med 31P-NMR spektroskopi. Vid användning av DR(I) med
 kraftligniner är det inte nödvändigt att dela upp threo och erythro i integreringen för att
 bestämma de olika hydroxylgrupperna, då det ger lite information.
 Vid analys av andra typer av lignin än kraftligniner bör en annan intern standard användas. För
 vidare undersökning av detta kan andra N-hydroxy-komponenter (likt intern standard 1 och 4)
 prövas som inte undersökts i denna studie.
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 Bilaga 1 - Experimentellt
 Den beskrivna metoden bygger på den tidigare fosfityleringen av hydroxylgrupper med
 reagenset 2-chloro-4,4,5,5-tetramethyl-1,3,2-dioxaphospholane, DR(II). De olika interna
 standarderna har beräknats utifrån tidigare använd substansmängd.
 1. Förberedelser
 1.1 Intern standard-lösning
 Substansmängd för intern standard görs enligt tidigare metod: 10,82771µmol/100µl. En
 lösning på 0,3 µmol intern standard/mg lignin har tidigare används i försök. [2] [27] Här
 uppnås den till 0,36 µmol intern standard/mg lignin.
 1. 0,20 g N-hydroxy-5-norborene-2,3-dicarboxylic acid imide vägdes upp i en 10 ml
 mätkolv. Mätkolven späddes med vattenfritt pyridin till strecket och mätkolven
 märktes. Lösningen förvarades i exsickator.
 2. 0,13 g bensoesyra vägdes upp i en 10 ml mätkolv. Mätkolven späddes med vattenfritt
 pyridin till strecket och mätkolven märktes. Lösningen förvarades i exsickator.
 3. 0,13 g Isopropylidenediphenol (Bisfenol-A) vägdes upp i en 10 ml mätkolv.
 Mätkolven späddes med vattenfritt pyridin till strecket och mätkolven märktes.
 Lösningen förvarades i exsickator.
 4. 0,24 g N-hydroxy-1,8-naftalimid vägdes upp i en 10 ml mätkolv. Mätkolven späddes
 med vattenfritt pyridin till strecket och mätkolven märktes. Lösningen förvarades i
 exsickator.
 5. 0,13 g N-hydroxysuccinimide vägdes upp i en 10 ml mätkolv. Mätkolven späddes med
 vattenfritt pyridin till strecket och mätkolven märktes. Lösningen förvarades i
 exsickator.
 6. 0,15 g 4-hydroxyindole vägdes upp i en 10 ml mätkolv. Mätkolven späddes med
 vattenfritt pyridin till strecket och mätkolven märktes. Lösningen förvarades i
 exsickator.
 7. 0,15 g 5-hydroxyindole vägdes upp i en 10 ml mätkolv. Mätkolven späddes med
 vattenfritt pyridin till strecket och mätkolven märktes. Lösningen förvarades i
 exsickator.
 8. 0,14 g N,N’dihydroxypyromellitimide vägdes upp i en 10 ml mätkolv. Mätkolven
 späddes med vattenfritt pyridin till strecket och mätkolven märktes. Lösningen
 förvarades i exsickator.
 9. 0,13 g N,N’-Dihydroxy-1,2,3,4-cyclobutanetetracarboxdiimide vägdes upp i en 10 ml
 mätkolv. Mätkolven späddes med vattenfritt pyridin till strecket och mätkolven
 märktes. Lösningen förvarades i exsickator.
 10. 0,13 g N,N’-Dihydroxy-1,2,3,4-cyclobutanetetracarboxdiimide vägdes upp i en 10 ml
 mätkolv. Mätkolven späddes med vattenfritt pyridin till strecket och mätkolven
 märktes. Lösningen förvarades i exsickator.
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 1.2. Relaxationsreagenslösning
 Till en 10 ml mätkolv tillsattes 50.0 mg Chromium(III)acetylacetonate och späddes till
 strecket med vattenfritt pyridin. Lösningen förvarades i exsickator.
 1.3. Lösningsmedelsblandning
 5 ml DMF (N,N-dimethylformamid) blandades med 5 ml vattenfri pyridin enligt 1:1 (v:v).
 Kemikalier togs med hjälp av 5 ml engångssprutor. Lösningsmedelsblandningen förvarades i
 exsickator.
 1.4. Derivatiseringslösning
 DR(I) (2-chloro-1,3,2-dioxaphospholane)/kloroform-d 1:4 (v:v). 100 µl av DR(I) blandades
 med 400 µl vattenfri kloroform-d i en 1 ml vial. Kloroform-d togs ur flaskan med hjälp av en
 pasteurpipett, därför att den kan reagera med en del plaster. Lösningen tillreddes precis innan
 användning.
 1.5. Lignin
 Lignin torkades i minst 24 timmar under vakuum i en exsickator i närvaro av silica gel, i
 rumstemperatur.
 2. Utförande
 2.1. Upplösning av lignin och derivatisering
 30 mg av det torkade ligninprovet blandades med 100 µl lösningsmedelsblandning, 100 µl
 internstandardlösning och 100 µl av relaxationsreagenslösningen i en 1 ml vial innehållande
 en magnetloppa. Den förslutna vialen placerades på magnetomrörare (300 rpm) i 2 timmar i
 rumstemperatur. 500 µl derivatiseringslösning tillsattes i samma vial i 10 minuter på en
 magnetomrörare. Derivatiseringsreaktionen är lätt exotermisk och vit gas bildades. Det
 derivatiserade provet överfördes till ett 5 mm NMR-rör. Röret stängdes med lock och locket
 förslöts med en bit parafilm. Mätningen med NMR spektrometern startades.
 Vid NMR-mätning med alla interna standarder samtidigt utan lignin analyserades allt såsom
 tidigare. Vid NMR-mätning med alla interna standarder och lignin uppmättes 150 µl
 derivatiseringsreagens till istället för 100 µl.
 2.2. Blankprov intern standard
 Blankprov analyserades som beskrivning ovan, dock utan tillsats av torkat lignin. Vid
 mätning med alla interna standarder tillsattes 100 µl av alla interna standarder med 100 µl
 lösningsmedelsblandning samt av relaxationsreagenslösningen i en 1 ml vial. Derivatiseringen
 utfördes såsom ovan.
 2.3. Relaxationstid
 30 mg lignin, 100 µl av internstandardlösningen, 100 µl av relaxationsreagenset samt 100 µl
 lösningsmedelsblandningen tillsattes i en 1 ml vial med magnetloppa, och fick stå under
 omrörning i 2 timmar. Derivatiseringen utfördes såsom innan under 10 minuter. Det
 derivatiserade provet fördes över till ett 5 mm NMR-rör. Mätning i NMR spektrometern
 startades så snart som möjligt.
 3. 31P-NMR spektroskopi
 Topspin (mjukvaran) öppnades. Innan mätningen startades kontrollerades det att inget annat
 prov fanns i NMR-apparaturen. NMR-röret placerades i 5 mm proben. BSMS keybord
 öppnades och ”lift”-ikonen klickades i för att erhålla ett luftflöde. Proben och röret hölls över
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 öppningen tills de stabiliserats och ”lift”-ikonen trycktes i igen för att stoppa luftflödet och
 röret åkte ner i apparaten. Temperaturen ställdes in på 26 oC. Ett dataset med liknande
 parametrar letades upp och öppnades. De allra första dataparametrarna togs utifrån en tidigare
 körning som hade utförts av handledaren. Parametrarna innefattade bland annat vilken
 kemikalie som var inlåsningssignalen (CDCl3), titel på provet, hur många scanningar som
 skulle göras och vart på spektrat som skulle redovisas. ”New” skrevs in i kommandoraden för
 öppnande av nytt dokument. ”getprosol” skrevs in i kommandoraden. ”lock” skrevs sedan in
 för att låsa fältet. Lösningsmedlet CDCl3 valdes. Automatisk tuning genomfördes sedan
 genom att skriva ”atma” i kommandoraden. Tuningen innebär att NMR ställer in sig på rätt
 frekvens för angivet lösningsmedel. ”rsh” skrevs och senaste 3D_water_31P 5 mm-probe
 valdes och lästes av. Automatisk shimning genomfördes genom att skriva ”topshim”. Detta
 homogeniserar magneten vilket leder till att störningar i magnetfältet korrigeras. Genom
 kommandot ”xaua” startade mätningarna. När mätningen var klar skrevs ”efapk” in för
 processing av spektrat såsom Fourier-transformering och automatisk fasning av spektrat.
 Manuell fasning, integrering samt kalibrering utfördes sedan av det erhållna spektrat.
 Hydrolyserad derivatiseringsreagens ger en signal vid 121,1 ppm och spektrat kalibrerades
 utifrån denna signal. [16] Vid mätningarna (förutom mätning av relaxationstid) var delay time
 inställd på 10 sec. Bredden för spektrat sattes till 70 ppm med 185 ppm som max. 90 o flip-
 angle användes. Antal scanningar var oftast 512.
 3.1. Stabilitetskörning
 Antal scanningar valdes till 64 stycken för snabbtesten och 128 stycken för långtidstesten.
 Delay time var inställd på 10 sec såsom tidigare. Mätningarna upprepades på samma prov så
 snabbt som möjligt med 64 scanningar upp till 2 timmar efter derivatisering (snabbtest) eller
 med en halvtimmesintervall med 128 scanningar upp till 24 timmar efter derivatisering
 (långtidstest). Förinställningarna såsom tuning och shimning utfördes inte mellan körningarna
 men innan stabilitetstestet start.
 3.2. 31P-NMR mätning – relaxationstid
 Relaxationstidsbestämningen utgick ifrån ett tidigare försök med bestämning av
 relaxationstid. Bredden för scanning på spektrat sattes till 90 ppm med 190 ppm som max.
 Antal scanningar valdes till 256 stycken för varje tidsenhet. 16 olika tidsenheter testades:
 0.01s, 0.1 s, 0.25 s, 0.5 s, 0.7 s, 1 s, 1.2 s, 1.5 s, 1.8 s, 2.4 s, 2.8 s, 3.2, s, 4 s, 5 s, 7 s och 10 s.
 Resultaten integrerades utifrån det spektrat med mest erhållen signal (som alltid var det sista
 spektrat med 10 sekunder) och programmet beräknade därefter relaxationstiden utifrån varje
 area-integral.
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 Bilaga 2 - Beräkningar
 1. Interna standarder
 10,8277 ∗ 10−6𝑚𝑜𝑙
 100𝜇𝑙∗ 𝑀𝑜𝑙𝑚𝑎𝑠𝑠𝑎𝑛
 𝑔
 𝑚𝑜𝑙∗
 1
 𝑟𝑒𝑛ℎ𝑒𝑡 ∗ 𝑎𝑛𝑡𝑎𝑙 𝑂𝐻 − 𝑔𝑟𝑢𝑝𝑝𝑒𝑟 ∗
 100,1
 𝑚𝑙
 𝑚𝑙= 𝑔 𝐼𝑆 / 10 𝑚𝑙 𝑙. 𝑚.
 Intern standard Molvikt [𝒈
 𝒎𝒐𝒍] OH-
 grupper
 Renhet [%] Vikt [g]
 1: N-hydroxy-5-norborene-2,3-
 dicarboxylicacidimide
 179,17 𝒈
 𝒎𝒐𝒍 1 97 % 0,200 g
 2: Bensoesyra 122,12 𝒈
 𝒎𝒐𝒍 1 100 % 0,132 g
 3: Bisfenol-A 228,2902 𝒈
 𝒎𝒐𝒍 2 97 % 0,127 g
 4: N-hydroxy-1,8-naftalimid 213,19 𝒈
 𝒎𝒐𝒍 1 97 % 0,238 g
 5: N-hydroxysuccinimide 115,09 𝒈
 𝒎𝒐𝒍 1 98 % 0,127 g
 6: 4-hydroxyindole 113,15 𝒈
 𝒎𝒐𝒍 1 99 % 0,146 g
 7: 5-hydroxyindole 133,15 𝒈
 𝒎𝒐𝒍 1 97 % 0,147 g
 8: N,N’dihydroxypyromellitimide 248,15 𝒈
 𝒎𝒐𝒍 2 96 % 0,140 g
 9: N,N’-Dihydroxy-1,2,3,4-
 cyclobutanetetracarboxdiimide
 226,14 𝒈
 𝒎𝒐𝒍 2 98 % 0,125 g
 10: 5-Nitro-3-phenyl-1H-2-
 carboxylic acid
 282,25 𝒈
 𝒎𝒐𝒍 1 95 % 0,322 g
 2. Torrhalt lignin
 Lignin vägdes, därefter torkades i 105 oC och sedan vägdes igen.
 Den angivna torrhalten beräknades sedan i %:
 𝑉𝑖𝑘𝑡 𝑡𝑜𝑟𝑟 𝑙𝑖𝑔𝑛𝑖𝑛 − 𝑣𝑖𝑘𝑡 𝑎𝑙𝑢𝑚𝑖𝑛𝑖𝑢𝑚𝑓𝑜𝑟𝑚
 𝑉𝑖𝑘𝑡 𝑙𝑖𝑔𝑛𝑖𝑛 − 𝑣𝑖𝑘𝑡 𝑎𝑙𝑢𝑚𝑖𝑛𝑖𝑢𝑚𝑓𝑜𝑟𝑚= 𝑇𝑜𝑟𝑟ℎ𝑎𝑙𝑡 𝑙𝑖𝑔𝑛𝑖𝑛
 3. Hydroxylgrupper från integreringar
 Substansmängd tillsatt intern standard: 10,8277 ∗ 10−3 𝑚𝑚𝑜𝑙
 Substansmängd intern standard/mg lignin: 10,8277 ∗ 10−3 𝑚𝑚𝑜𝑙/0,030 𝑔 = 0,36 𝑚𝑚𝑜𝑙/𝑔 𝑙𝑖𝑔𝑛𝑖𝑛
 Beräkning av hydroxylgrupperna:
 𝐴𝑟𝑒𝑎 ∗ 𝑆𝑢𝑏𝑠𝑡𝑎𝑛𝑠𝑚ä𝑛𝑔𝑑 𝑖𝑛𝑡𝑒𝑟𝑛 𝑠𝑡𝑎𝑛𝑑𝑎𝑟𝑑/𝑔 𝑙𝑖𝑔𝑛𝑖𝑛
 𝑉𝑖𝑘𝑡 𝑙𝑖𝑔𝑛𝑖𝑛∗ 𝑡𝑜𝑟𝑟ℎ𝑎𝑙𝑡 = 𝑚𝑚𝑜𝑙 ℎ𝑦𝑑𝑟𝑜𝑥𝑦𝑙𝑔𝑟𝑢𝑝𝑝/𝑚𝑔 𝑙𝑖𝑔𝑛𝑖𝑛
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 Erhållna data – beräkningar hydroxylgrupper
 DR(l) 31P NMR av lignin
 K-lignin IS(1) weight dry weight ash+CH lignin weight c IS n IS
 Josefin sample content 100% dry content content 100% lignin (mg/ml) (µmol)
 sample (viktprocent)
 2017-11-13 m (mg) (weight %) m (mg) ( weight %) (weight %) m (mg)
 AH 63-19; 512 scans d1=10s lb=5 DMF+PY, IS+PY och RR+PY, DR+CDCL3, m = 20 mg, c = 20 mg/ml, V ≈ 1 ml, n = 10.82771 µmol IS/100 µl
 1.1. Barrved (SKL) 31,00 93,63 29,03 100,00 29,03 20,03 10,8439
 1.2. Barrved (SKL) 30,30 94,71 28,70 100,00 28,70 20,03 10,8439
 2.1. Lövved (HKL) 30,90 95,20 29,42 100,00 29,42 20,03 10,8439
 2.2. Lövved (HKL) 33,90 94,69 32,10 100,00 32,10 20,03 10,8439
 3.1. Blandning (SHKL) 30,30 93,91 28,46 100,00 28,46 20,03 10,8439
 3.2. Blandning (SHKL) 30,30 94,35 28,59 100,00 28,59 20,03 10,8439
 Area (mmol/g lignin) Area (mmol/g lignin) Area (mmol/g lignin) Area (mmol/g lignin)
 0,5782 0,22 4,5861 1,71 0,00 1,6420 0,61
 0,5541 0,21 5,1108 1,93 0,00 1,4774 0,56
 0,5656 0,21 4,2147 1,55 5,1030 1,88 1,8337 0,68
 0,6762 0,23 4,2360 1,43 6,0421 2,04 2,0414 0,69
 0,7445 0,28 4,5485 1,73 2,8579 1,09 1,4403 0,55
 0,7905 0,30 4,9622 1,88 2,8048 1,06 1,9933 0,76
 Σ C5-substituerad Fenol -OH2° (α) Allifatisk -OH Syringyl -OH1° (γ) Allifatisk -OH
 Σ Ph -OH Σ -OH
 Area (mmol/g lignin) Area (mmol/g lignin) Area (mmol/g lignin) (mmol/g lignin) (mmol/g lignin)
 5,8462 2,18 0,4516 0,17 0,6274 0,23 2,97 5,13
 5,9018 2,23 0,4826 0,18 0,6539 0,25 2,97 5,36
 1,1395 0,42 0,3050 0,11 0,6133 0,23 3,09 5,08
 1,4623 0,49 0,2972 0,10 0,8356 0,28 3,33 5,27
 3,7299 1,42 0,2439 0,09 0,6734 0,26 3,15 5,43
 3,9787 1,51 0,2685 0,10 0,7608 0,29 3,43 5,90
 Guaiacyl -OH Karboxyl (-COOH) -OHp -hydroxyfenyl -OH
 Sammanfattning Prov DR(I)
 Sekundära Al-OH
 [mmol OH/g lignin]
 Primära Al-OH [mmol OH/g lignin]
 S-OH [mmol OH/g lignin]
 C5-Sub.-OH [mmol OH/g lignin]
 G-OH [mmol OH/g lignin]
 p-H-OH [mmol OH/g lignin]
 Karboxyl [mmol OH/g lignin]
 Σ -OH [mmol OH/g lignin]
 1.1. Barrved (SKL) 0,22 1,71 0,00 0,61 2,18 0,17 0,23 5,13
 1.2. Barrved (SKL) 0,21 1,93 0,00 0,56 2,23 0,18 0,25 5,36
 2.1. Lövved (HKL) 0,21 1,55 1,88 0,68 0,42 0,11 0,23 5,08
 2.2. Lövved (HKL) 0,23 1,43 2,04 0,69 0,49 0,10 0,28 5,27
 3.1. Blandning (SHKL) 0,28 1,73 1,09 0,55 1,42 0,09 0,26 5,43
 3.2. Blandning (SHKL) 0,30 1,88 1,06 0,76 1,51 0,10 0,29 5,90
 Medelvärde
 Prov DR(I)
 Sekundära Al-OH
 [mmol OH/g lignin]
 Primära Al-OH [mmol OH/g lignin]
 S-OH [mmol OH/g lignin]
 C5-Sub.-OH [mmol OH/g lignin]
 G-OH [mmol OH/g lignin]
 p-H-OH [mmol OH/g lignin]
 Karboxyl [mmol OH/g lignin]
 Σ -OH [mmol OH/g lignin]
 1. Barrved (SKL) 0,21 1,82 0,00 0,59 2,21 0,18 0,24 5,24
 2. Lövved (HKL) 0,16 1,49 1,96 0,68 0,46 0,11 0,25 5,17
 3. Blandning (SHKL) 0,29 1,81 1,08 0,65 1,47 0,10 0,27 5,66
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 Repeterbarhet
 Erhållna data
 DR(l) 31P NMR of lignin
 K-lignin IS(1) weight dry weight ash+CH lignin weight c IS n IS
 Josefin sample content 100% dry content content 100% lignin (mg/ml) (µmol)
 sample (viktprocent)
 2017-11-13 m (mg) (weight %) m (mg) ( weight %) (weight %) m (mg)
 AH 63-19; 512 scans d1=10s lb=5 DMF+PY, IS+PY och RR+PY, DR+CDCL3, m = 20 mg, c = 20 mg/ml, V ≈ 1 ml, n = 10.82771 µmol IS/100 µl
 1.1. Barrved KL 31,00 93,63 29,03 100,00 29,03 20,03 10,8439
 1.2. Barrved KL 30,30 94,71 28,70 100,00 28,70 20,03 10,8439
 1.3. Barrved KL 29,70 94,92 28,19 100,00 28,19 20,03 10,8439
 1.4. Barrved KL 29,50 94,92 28,00 100,00 28,00 20,03 10,8439
 1.5. Barrved KL 30,60 94,92 29,05 100,00 29,05 20,03 10,8439
 1.6. Barrved KL 30,00 95,42 28,63 100,00 28,63 20,03 10,8439
 Area (mmol/g lignin) Area (mmol/g lignin) Area (mmol/g lignin) Area (mmol/g lignin)
 0,5782 0,22 4,5861 1,71 1,6420 0,61 5,8462 2,18
 0,5541 0,21 4,1108 1,55 1,4774 0,56 5,1145 1,93
 0,5816 0,22 4,0564 1,56 1,7501 0,67 5,3436 2,06
 0,5383 0,21 4,1209 1,60 1,2854 0,50 4,9198 1,91
 0,5765 0,22 4,2750 1,60 1,7001 0,63 5,6615 2,11
 0,5827 0,22 4,0892 1,55 1,5269 0,58 5,1087 1,94
 2° (α) Allifatisk -OH 1° (γ) Allifatisk -OH Σ C5-substituerad Fenol -OH Guaiacyl -OH
 Σ Ph -OH Σ -OH
 Area (mmol/g lignin) Area (mmol/g lignin) (mmol/g lignin) (mmol/g lignin)
 0,4516 0,17 0,6274 0,23 2,97 5,13
 0,4826 0,18 0,6592 0,25 2,67 4,69
 0,4935 0,19 0,7405 0,28 2,92 4,99
 0,2871 0,11 0,7757 0,30 2,51 4,62
 0,4478 0,17 0,6968 0,26 2,92 4,99
 0,5762 0,22 0,7347 0,28 2,73 4,78
 p -hydroxyphenyl -OH Carboxyl (-COOH) -OH
 Sammanfattning
 Prov DR(I) α Al -OH γ Al -OH C5-Subs. F-OH G-OH H-OH Karboxyl Σ -OH
 1.1. Barrved KL 0,22 1,71 0,61 2,18 0,17 0,23 5,13
 1.2. Barrved KL 0,21 1,55 0,56 1,93 0,18 0,25 4,69
 1.3. Barrved KL 0,22 1,56 0,67 2,06 0,19 0,28 4,99
 1.4. Barrved KL 0,21 1,60 0,50 1,91 0,11 0,30 4,62
 1.5. Barrved KL 0,22 1,60 0,63 2,11 0,17 0,26 4,99
 1.6. Barrved KL 0,22 1,55 0,58 1,94 0,22 0,28 4,78
 Medelvärde 0,2156 1,5946 0,5926 2,0210 0,1729 0,2679 4,8647
 Standardavvikelse 0,0055 0,0563 0,0564 0,1040 0,0324 0,0223 0,1826
 Variationskoefficient 0,0255 0,0353 0,0951 0,0515 0,1873 0,0833 0,0375
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 Bilaga 3 - Integrering
 Integreringsgränser
 Kemiskt skift - integreringsgränser [ppm]
 Struktur
 176,0-158,0 DR(I)
 138,7-137,5 Intern standard 4 (N-hydroxy-1,8-naphtalimide)
 137,6-136,7 Intern standard 1 (N-hydroxy-5-norborene-2,3-dicarboxylic acid imide)
 136,7-133,6 Erythro, threo (α-OH) sekundär OH-grupp
 133,6-132,3 (γ-OH) primär OH-grupp
 132,3-131,6 Syringyl (hos HKL)
 132,3 (131,6 HKL) -130,6 C5- substituerade OH-grupper
 130,6-128,9 Guaiacyls OH-grupp
 128,9-127,7 p-hydroxyl-grupp
 127,7-126,0 karboxylsyror
 128,8-127,8 Intern standard 3 (Bisfenol A)
 127,8-126,9 Intern standard 2 (Bensoesyra)
 122,5-119,7 Hydrolyserad DR(I)
 Syringyl-gruppen finns endast i mycket små mänger i barrvedslignin och är därmed inte med
 vid dessa lignin-typer.
 Nedan följer exempel på hur integreringen utförts relaterat till spektrats utseende för de olika
 kraftligninerna.
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32
 Exempel på integrering av barrveds kraftlignin
 Exempel på integrering av lövveds kraftlignin
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33
 Exempel på integrering av bland-kraftlignin
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34
 Bilaga 4 – Resultat från laboreringar
 Figur A Spektrum av barrved kraftlignin utan intern standard.
 125126127128129130131132133134135136137138139140
 δ [ppm]
 Ej Intern standard
 Barrved Kraftlignin
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35
 Figur B Stabilitetstest intern standard 1-4, lignin som referens.
 Figur C Stabilitetstest med Intern standard 1 och 3, snabbtest.
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36
 Figur D Stabilitetstest med Intern standard 1 och 3, långtidstest med tillhörande tabell.
 Tid slut [h] Tid start NMR [min] Tid slut NMR [min] Intern
 standard 3 [%]
 Intern standard 1
 area Intern standard 1
 [%]
 0,883333 30 53 100 0,8953 100
 1,383333 60 83 100 0,8743 97,6544
 1,883333 90 113 100 0,8845 98,7937
 2,383333 120 143 100 0,8842 98,7602
 2,883333 150 173 100 0,8842 98,7602
 3,383333 180 203 100 0,854 95,387
 3,883333 210 233 100 0,8381 93,6111
 4,383333 240 263 100 0,8378 93,5776
 4,883333 270 293 100 0,8393 93,7451
 5,383333 300 323 100 0,8252 92,1702
 5,883333 330 353 100 0,8204 91,6341
 6,383333 360 383 100 0,8185 91,4219
 6,883333 390 413 100 0,8059 90,0145
 24,38333 1440 1463 100 0,6823 76,2091
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37
 Figur E Spektrum av Stabilitetstest med Intern standard 1 och 3.
 125126127128129130131132133134135136137138139140
 δ [ppm]
 Efter 53 minuter
 Efter 1,5 timme
 Efter 2 timmar
 Stabilitetstest Intern standard 1 och 3
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38
 Figur F Stabilitet långtidstest intern standard 5 och 3 med tillhörande tabell.
 Tid slut NMR [h] Tid start NMR
 [min] Tid slut NMR
 [min]
 Intern standard 5
 area
 Intern standard 5
 [%]
 Intern standard 3
 [%]
 0,883333333 30 53 1,3207 100 100
 1,383333333 60 83 1,311 99,2655 100
 1,883333333 90 113 1,2861 97,3802 100
 2,383333333 120 143 1,2699 96,1536 100
 2,883333333 150 173 1,2684 96,04 100
 3,383333333 180 203 1,2618 95,5402 100
 3,883333333 210 233 1,2618 95,5402 100
 4,383333333 240 263 1,259 95,3282 100
 4,883333333 270 293 1,2053 91,2622 100
 5,383333333 300 323 1,1835 89,6116 100
 5,883333333 330 353 1,1564 87,5596 100
 6,383333333 360 383 1,1859 89,7933 100
 6,883333333 390 413 1,1851 89,7327 100
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39
 Figur G Stabilitet långtidstest intern standard 5 och 3 jämförelse med intern standard 1. R2=0,9396 för intern standard 1 och R2=0,8915 för intern standard 5.
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40
 Figur H Främmande signaler och intern standard 1, med tillhörande tabell.
 125126127128129130131132133134135136137138139140
 δ [ppm]
 Efter 53 minuter
 Efter 1,5 timme
 Efter 2 timmar
 Främmande signaler
 Tid efter derivatisering Främmande signaler area,
 signalmax 133,35 ppm
 Främmande signaler area, signalmax 127,6 ppm
 53 [min] 0,3746 0,0672
 1,5 [h] 0,3843 0,0581
 2 [h] 0,3931 0,0372
 Medelvärde 0,3840 0,0543

Page 47
						

41
 Figur I-J Spektrum av snabbtest lignin, tiden anges efter derivatisering.
 125126127128129130131132133134135136137138139140
 δ [ppm]
 Efter 21 minuter
 Efter 33 minuter
 Efter 48 minuter
 Stabilitetstest Intern standard 1 och barrved kraftlignin
 Efter 61 minuter
 125126127128129130131132133134135136137138139140
 δ [ppm]
 Efter 73 minuter
 Efter 86 minuter
 Efter 99 minuter
 Stabilitetstest Intern standard 1 och barrved kraftlignin
 Efter 111 minuter
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