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Sammanfattning

Cellulosa ar varldens vanligaste organiska material och har en rad olika applikationer inom till
exempel pappers- och lakemedelsindustrin. Inom ldkemedelsindustrin framstélls idag nya tabletter i
vilka det stalls hoga krav pa membranmaterial. | syfte att styra frisattningen av aktiv substans bor
membranmaterial inneha féljande egenskaper; lag viskositet, styrka, flexibilitet samt 1ag eller ingen
I6slighet i vattenlosningar. Da det ligger i industrins intresse att finna nya formuleringar som kan
anvandas for att forlanga eller fornya patent soker ldkemedelsindustrin standigt efter nya
forbattrade material. En kandidat till dessa material ar nanokristallin cellulosa, NCC, ett material som
kan framstallas ur cellulosafibrer via syrahydrolys. Modifiering av NCC kan ske genom att substituera
hydroxylgrupper som ligger i ytskiktet pa kristallen

Syftet med projektet var att modifiera NCC genom att substituera den primara hydroxylgruppen mot
hydrofoba grupper. Malet med detta var att skapa ett mer hydrofobt material som kan anvidndas
som huvudkomponent i membran i membrandragerade tabletter. Modifiering av NCC utférdes med
1,2-epoxybutan och 1,2-epoxyoktan. En forsta modifieringsvag dar aceton anvandes som
[6sningsmedel togs fram och genomférdes. De modifierade proverna analyserades med IR och
resultaten indikerade att endast modifiering med 1,2-epoxybutan hade skett. | syfte att forbattra
modifieringsreaktionen byttes |6sningsmedel till DMSO, temperaturen hojdes, reaktionstiden
forlangdes samt koncentrationen NaOH och NCC i reaktionskarlet 6kades. Nya analyser utférda med
AFM, ESCA, kontaktvinkel och IR indikerade att bada substitueringarna hade lyckats i olika
utstrackning



Abstract

Cellulose is a naturally accessible material with many applications in areas such as in the
pharmaceutical and paper industries. New drugs are constantly being developed and have high
demands on the materials used as membranes in drug formulations. In order to control the release
of drugs the material of the membrane should have the following properties: low viscosity, strength,
flexibility and low or no solubility in aqueous solutions. As it is in the industry’s interest to find new
formulations that may be used to extend or renew patents the pharmaceutical industry is constantly
searching for new improved materials to be used in formulations. A candidate for these materials is
nano-crystalline cellulose, NCC, a cellulosic material that may be prepared from cellulosic fibers by
acid hydrolysis. Modification of NCC can be performed by substitution of the hydroxyl groups located
on the surface of the NCC crystals.

The aim of this project was to modify NCC by substituting the primary hydroxyl group with
hydrophobic groups. The purpose was to create a more hydrophobic material that can be used as the
main component in membranes in membrane-coated tablets. Modifications were performed with
1,2-epoxybutane and 1,2-epoxyoctane. A first modification reaction, where acetone was used as
solvent, was developed and carried out. The modified samples were analyzed by IR and the results
indicated that only the modification with 1,2-epoxybutane had succeeded. In order to improve the
modification reaction the solvent was exchanged to DMSO, the temperature was increased, the
reaction time was prolonged and the concentration of NaOH and NCC in the reaction vessel was
increased. New analyzes were performed by the means of AFM, ESCA, IR and contact angle
measurements which indicates that both substitutions had succeeded, to different extents.
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1. Inledning

Cellulosa ar ett naturligt forekommande material med manga applikationer inom till exempel
pappers- och lakemedelsindustrin. Da cellulosa &r ateranvandningsbart och biologiskt nedbrytbart
utgor det en hallbar kélla till bade material och energi. Dessa egenskaper i kombination med en stor
naturlig tillgang pa cellulosa gor det till en ekonomisk och miljovanlig ravara. Det ligger darmed i
samhallets intresse att utdka dess anvandningsomraden. (1)

Cellulosa och andra biopolymerer har ldnge anvants inom lakemedelsindustrin som ravara i olika
lakemedelsformuleringar. Da cellulosa ar ofarligt och icke-nedbrytbart i manniskokroppen ar den
ldmplig som komponent i t.ex. tabletter. (2) Cellulosa ar icke-reaktiv och kan darfér blandas med
aktiv substans utan att den degraderas och ger upphov till farliga biprodukter. | lakemedelstabletter
kan frisdttningen av den aktiva substansen styras med hjalp av ett membran, vilket fungerar som en
kapsel och innesluter den aktiva substansen. Membranets permeabilitet styr frisattningshastigheten
och darmed hur mycket lakemedel som frisatts som funktion av tiden. (3)

Ett cellulosamaterial som kan framstallas ur cellulosafibrer via syrahydrolys ar kristallin cellulosa i
nano-mikrodimensioner, vilket ar ett aktuellt omrade inom cellulosaforskning. (4) Kristallin cellulosa
har manga fordelar dd materialet har en stor ytarea lamplig for modifiering som kan ge 6nskade
egenskaper. Storleken pa de kristallina partiklarna kan varieras beroende pa vilken ravara som valjs
vid framstéllningen. (1) Ett av dessa kristallina cellulosamaterial ar nanokristallin cellulosa, NCC.
Egenskaper hos NCC sasom laga ravarukostnader, god tillgadng och att det ar kemiskt stabilt gor det
till ett anvandbart material samt ett gront alternativ i jamforelse med andra nanomaterial. (2)

Tillampningar av NCC och modifierad NCC inom ldkemedelsindustrin har under de senaste aren blivit
allt mer aktuellt och forskning kring detta har o©kat. Det storsta och mest undersokta
anvandningsomradet for NCC inom ldkemedelsindustrin dr som frisattningsstyrande material. (1)
Modifiering av NCC sker vanligtvis genom att substituera hydroxylgrupper pa cellulosapolymerer, se
figur 1, som ligger i ytskiktet pa kristallen. Likemedelsindustrin har mycket att vinna pa att hitta nya
former av cellulosa, till exempel i form av NCC, som kan anvadndas i nya formuleringar genom vilka
patent kan forlangas eller fornyas.

OH

Figur 1. Molekylar uppbyggnad av en cellulosapolymer.



1.1. Syfte
Syftet med projektet ar att modifiera NCC genom att substituera den primara hydroxylgruppen mot
olika hydrofoba grupper. Malet med modifieringen ar att skapa ett mer hydrofobt material som
skulle kunna anvandas inom ldkemedelsindustrin, som huvudkomponent i membranen hos

membrandragerade tabletter.

1.2. Delmal
Projektet ar uppdelat i ett antal delmal som bér genomfdras for att uppna syftet:
1. NCC ska tillverkas utifran filterpapper.
2. En lamplig substitutionsvdg ska utvecklas under projektets gang med hjalp av
litteraturstudier och laborativt arbete.
3. NCC ska modifieras med lamplig metod.
For att verifiera en lyckad substitution ska lampliga karakteriseringsmetoder tas fram.

1.3. Avgransningar
Det hade varit 6nskvart att undersoka flera typer av modifieringskemi for att géra NCC mer
hydrofobt och jamfdéra bland annat substitutionsgrader och kvalité. Da detta projekt ar tidsbegransat
har endast en typ av substitutionsreaktion valts ut, i detta fall alkylering av hydroxylgrupper med
hjalp av epoxidreagens. Inom en modifieringsmetod kommer de olika substituenterna att behandlas
pa samma satt for att en relevant jamforelse ska kunna genomforas.

Vid hydrolysen anvands enbart en koncentration pa svavelsyra. Ingen undersokning mellan NCC
tillverkad med olika koncentrationer av svavelsyra, under olika temperaturer samt olika ramaterial
gors. Detta pa grund av att fokus ar att studera effekten av modifieringar, med olika substituenter, av
ett och samma utgangsmaterial.

2. Teoretisk bakgrund

| detta kapitel forklaras kraven for anvandning av cellulosa som membranpolymer samt hur cellulosa
ar uppbyggt och teorin om hur nanokristallin cellulosa framstalls och modifieras. Har presenteras
dven karakterisering av saval NCC som modifierad NCC.

2.1. Farmaceutisk teori
| inledningen namns att ytterligare tillampningar av modifierad cellulosa ar 6nskvart. Ett potentiellt
utvecklingsomrade ar inom lakemedelsindustrin som kraver standig fornyelse och férbattring av sina
lakemedelsformuleringar i stravan efter nya och férlangda patent.

| ett ldkemedel beror verkningsgraden av den aktiva substansen pa dess koncentration i
blodplasman. Denna bor hallas tillrdackligt hog for att ge 6nskad effekt men samtidigt under en kritisk
niva for att undvika en for hog risk for bieffekter. Detta koncentrationsintervall kallas for terapeutiskt
omrade och den tid substansen haller sig inom detta intervall kallas for durationstid, se figur 2.
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Figur 2. | diagrammet over frisattningen av ldkemedel visas det terapeutiska
omradet. Koncentrationen av aktiv substans ar har tillrdckligt hog for att behandla
men inte sa hog att risken for bieffekter 6kas.

Tabletter ar idag det vanligaste sattet att administrera lakemedel. Den traditionella typen av
tabletter l6ses upp i kroppen och leder till omedelbar frisdttning av den aktiva substansen. Den hoga
koncentrationen aktiv substans som utsondras vid snabb frisattning kan 6ka risken for biverkningar
hos patienten. For att uppna en effektiv koncentration under langre tid krdavs darmed hogfrekvent
dosering, se bla graf i figur 3. Genom att anvanda sa kallade Modified Release System, MR-system,
kan frisdttningen styras och pa sa satt minskas risken for biverkningar, vilket leder till en lagre
doseringsfrekvens och 6kar bekvamligheten for patienten. (3)

Malet med MR-system &r att halla koncentrationen av den aktiva substansen i blodplasman pa en
konstant eller langsamt avtagande niva inom det terapeutiska omradet, enligt rod graf i figur 3. (3) |
en undergrupp av MR-system, vilka kallas Extended Release system, ER-system, 0©nskas
durationstiden forlangas. (5)
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Figur 3. Frisattningsprofiler for Extended Release (rod graf) dar koncentrationen aktiv substans i blodet ligger inom det
terapeutiska omradet, relativt direkt frisattning (bla graf) dar koncentrationen stundtals 6verstiger en kritisk niva. Tabletter
med omedelbar frisattning kraver mer frekvent dosering for att uppna effektiv koncentration under samma tid som vid ER.



ER-system klassas generellt som matrissystem, membrankontrollerade system eller osmotiska
pumpsystem. Det finns flera kombinationer och typer av ndmnda system. (3) |
membrankontrollerade system pabérjas frisattningen genom att den omgivande vatskan, magvatska,
tranger in och l6ser upp den aktiva substansen samtidigt som membranet hydreras och blir
semipermeabelt. En koncentrationsgradient bildas mellan membranets in- och utsida, vilket leder till
diffusion 6ver det ca 30 um tjocka membranet. Frisdttningshastigheten bestams av diffusionen
genom membranet vilken avgors av membranets permeabilitet. (3) (6)

Utover onskan om forlangd frisattningstid stalls dven krav pa att membranmaterialet har féljande
egenskaper: tillrackligt 1ag viskositet for att appliceras pa tabletten, styrka och flexibilitet samt lag
eller ingen lo6slighet i vattenlosningar. Kraven mots genom att filmerna satts samman av
membranpolymerer och mjukgorare. (3) Icke-vattenlosliga cellulosaderivat ar vanliga som
membranpolymerer i MR-system eftersom membranet inte ska |6sa upp sig i kroppen. Tabletten kan
pa sa satt verka under en langre tid. Polymererna férekommer ofta i form av substituerade
cellulosaetrar eller cellulosaestrar, exempelvis etylcellulosa som anvands i manga ER-system. (3) (6)

2.2. Cellulosa
For att framstalla och modifiera NCC kravs kunskap om cellulosas kemiska struktur. Detta samt hur
NCC skulle kunna modifieras for att ett hydrofobt material ska skapas presenteras nedan.

2.2.1. Kemisk struktur for cellulosa

Cellulosa ar en polymer uppbyggd av glukosmolekyler. Dessa befinner sig i stolkonformation och ar
kovalent bundna via 1,4-B-glykosidbindningar vars bildning medfor spjalkning av vatten. De bendamns
darfor anhydroglukosenheter, AGU, i kedjan. Varje enhet har tva sekundara hydroxylgrupper pa C-2
och C-3 och en primar hydroxylgrupp pa C-6, alla i ekvatoriell position vilket visas i figur 1. AGU ar
dven ordnade i kedjorna sa att varannan enhet ar roterad ca 180°. Denna struktur mojliggor
vatebindningar mellan cellulosakedjorna till ordnade strukturer som kan liknas vid flak, se figur 4.
Flaken interagerar med varandra, framst via van der Waals-bindningar som uppkommer fran de
axiellt placerade C-H- bindningarna. (7)

Figur 4. Interaktioner mellan glukoskedjor.



Cellulosakedjorna kan utover det ordnade kristallina sattet, med mikro- till nanodimensioner,
aggregera pa ett oordnat amorft satt enligt figur 5a. Ldnga kombinationer av kristallina och amorfa
regioner bildar mikrofibriller som sedan packas ytterligare och bildar cellulosafibrer. (7) | figur 5b

visas nanokristallin cellulosa.
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Figur 5. a) Cellulosakedjor innehdllande amorfa och kristallina delar. b) NCC. (8)

2.2.2. NCC

Nanokristallin cellulosa, NCC, framstalls genom att med hjalp av syrahydrolys avldgsna AGUs i de
amorfa delarna av cellulosa enligt figur 5b. Beroende pa cellulosans ursprung och férhallandena
under hydrolysen kan storleken pa de kristallina delarna variera. Det vanligaste ar att de stavliknande
kristallerna har en diameter pa 10-20 nm och en langd pa nagra hundra nanometer. D3 hydrolys sker
med svavelsyra bildas sulfatestergrupper, Cellulosa-0O-SOs, pa ytan av NCC kristallerna pa en del av de
platser dar hydroxylgrupper tidigare satt. Detta bidrar till en negativ ytladdning och okar
dispersionsmajligheten i hydrofila miljéer. (1)

2.2.3. Modifiering av NCC for tillampning i ER-system

| syfte att anvanda NCC som komponent i membranmaterial i ER-system bor kristallerna modifieras
for 6kade hydrofoba egenskaper. (3) Da den primara hydroxylgruppen sitter ekvatoriellt grenad ut
fran glukosringen, enligt figur 1, kan det antas att den ar mindre steriskt hindrad och darfér mer
tillganglig for substitution an de sekunddra hydroxylgrupperna. Substitution antas ske pa
cellulosakedjorna i ytskiktet av kristallerna, parallellt med flaken. Vid modifiering med en hydrofob
substituent gar stora delar av mojligheten till vatebindningar mellan kristaller och vatten férlorade,
vilket leder till att NCC blir mer hydrofobt. Det i sin tur innebar att vattenlosligheten fér NCC minskar
och istallet forvantas fler mojligheter uppsta fér NCC-kristaller att interagera med varandra via van
der Waals-bindningar. (9) Detta tros kunna utnyttjas for att tillverka membran som inte l6ses upp i
kroppen pa grund av den hydrofoba effekten som uppstar da omgivningen i kroppen ar hydrofil.
Darmed skulle detta membranmaterial, tillsammans med mjukgoérare, kunna uppfylla kraven for att
anvandas i ett ER-system. (3)

2.3. Analysmetoder
| syfte att verifiera att NCC framstallts och modifiering av NCC skett anvands AFM, ESCA, IR samt
kontaktvinkelmatningar, vilka presenteras i féljande avsnitt.



2.3.1. AFM
Atomic Force Microscopy, AFM, ar en viktig teknik inom nanoteknologin. Den utfor hogupplosta
matningar vilket ger tredimensionella bilder av nanostrukturer (10). | en AFM-analys kan
dimensionerna av olika partiklar urskiljas, ordningen pa enskilda atomer samt strukturer av enstaka
molekyler. (11)

Det finns olika varianter av AFM. En typ av AFM gar ut pa att en spets i nanostorlek oscillerar dver
provet med en bestamd frekvens. Forandringar i frekvensen pa grund av hojdskillnader i provet
detekteras och en tredimensionell bild av provets yta kan skapas. (12) | och med att metoden noterar
partikelns dimensioner underlattar det for en jamférelse av sma forandringar mellan strukturer.
(3)(9) Denna typ av AFM kallas for Tapping Mode och anvédnds bland annat for att inte forstora
kdnsliga prov, som polymerer och proteiner.

Resultat av AFM-analyser presenteras i form av tvadimensionella bilder, dar x-, y- och z-skalan kan
varieras. | bilden beskriver x-skalan bredden och y-skalan héjden. Z-skalan motsvarar nanospetsens
avstand till provet och stalls in utifran provets tjocklek. (13)

Det tvadimensionella resultatet bestar av tva bilder, en hojdbild och en fasbild. Hojdbilden ar en
topografisk representation av ytan, ljusa nyanser anger hoga partier av ytan och moérka anger lagre
partier. Ur hojdbilden kan storleken av partiklarna i provet matas, saval hojd som langd. Denna bild
kan dven fas i 3D. Fasbilden ar en tvadimensionell bild dar man kan se om ytan innehaller tva
material med olika viskoelastiska egenskaper, till exempel kristallina delar i ett amorft material. (13)

2.3.2. ESCA
Electron Spectroscopy for Chemical Analysis, ESCA, ar en ytkanslig analysmetod som lampar sig val till
att analysera polymermaterial och ger bade kvantitativ och kvalitativ information av provet.
Metoden bendamns dven som X-ray Photoelectron Spectroscopy, XPS. Metoden gar ut pa att ett prov
bestralas med monokromatiskt rontgenljus. Fotonerna i ljuset kolliderar med provet och elektroner
fran provets yta emitteras. Dessa elektroner detekteras sedan och informationen redovisas i
spektrum dar antalet emitterade elektroner &r plottade mot bindningsenergin. (14)

Tva olika typer av spektrum skapas via en ESCA-analys, ett Oversiktsspektrum och ett hégupplost
spektrum. Oversiktsspektrumet skapas genom att plotta antalet emitterade elektroner mot deras
bindningsenergier och anvands for att identifiera vilka grunddmnen som provet innehaller. Vidare
kan det hégupplosta spektrumet anvandas for att undersoka de kemiska skift som existerar fér funna
grundamnen. Strukturen och sammansattningen av provet kan tas fram genom att analysera det
kemiska skiftet och de olika bindningsenergierna. Intensiteten hos topparna i bada spektrumen ger
en kvantitativ analys av provet. (14)

Det hogupplosta spektrumet for kol utgar ifran CH,-CH,-bindningen, som ligger vid ca 284 eV. Detta
skift anvands som utgangspunkt for att relatera till andra bindningar. Bindningen mellan kol och syre
i C-OH skiftar ca 1,5 eV ifran CH,-CH,-bindningen medan bindningen mellan kol och tva syre, O-C-O,
skiftar ca 2,93 eV ifran CH,-CH,-bindningen. (14)



2.3.3. IR-spektroskopi

Infrarod spektroskopi, IR-spektroskopi, anvands for att identifiera funktionella grupper pa kolskelett.
Provet bestralas med IR-stralning som absorberas av de olika bindningarna i molekylerna. | dessa
bindningar uppstar vibrationsfrekvenser som varierar olika beroende pa vilken typ av bindning det &r
samt massan hos de angransande atomerna. Den vagldngd som sedan sdnds ut ger upphov till en
svagare signal jamfort med om ingen absorption skett. Skillnader mellan vibrationsfrekvenser
detekteras och sammanstalls i ett IR-spektrum. | detta spektrum anvands en enkelbindning mellan
kolatomer som bas och utifran denna kan funktionella grupper identifieras. (15) (9)

For vanliga alkaner sker absorbans i C-H-bindningen inom frekvenser 3000-2840 cm™. Specifikt har
metylgrupper absorbanstoppar nira 2960 cm™ samt 2870 cm™ och metylengrupper nara 2930 cm™
samt 2850 cm™. Intermolekylart vitebindande hydroxylgruppers O-H-bindning bidrar med ett starkt
brett band vid 3550-3200 cm™i IR-spektrumet. (16)

2.3.4. Kontaktvinkelmatning
Kontaktvinkel, 8, kallas den vinkel som uppkommer i gransskiktet mellan vatska/fast material och
gransskiktet mellan vétska/gas da en viatskedroppe placeras pa en fast yta. Med hjidlp av ett
mikroskopsobjektiv kan vinkeln direkt detekteras, men matningarna ar vanligen automatiserade och
datoriserade. Detta gor det mojligt att fa en hogre grad av reproducerbarhet jamfért med manuella
matningar. (17)

En hydrofob yta har lag ytenergi och en hydrofil yta har hog ytenergi. En yta karakteriseras som
hydrofob om 6 > 90° och hydrofil om 8 < 90°, se figur 6. Kontaktvinkeln kan dndras med hjalp av
tillsatser av olika @mnen till provet. (17)

a) b)

6 <90° 6 >90°

/ \

Figur 6. a) Hydrofil yta dar 6 < 90°. b) Hydrofob yta dar 6 > 90°.

For att genomfora kontaktvinkelmatningar tillverkas polymera filmer genom att lata l6sningsmedlet
evaporera bort. Filmformationen styrs av kohesionskrafter mellan glukoskedjorna och
adhesionskrafter mellan kedjorna och olika additiv, till exempel mjukgorare. Kvalitén pa filmen
bestdms utav egenskaper hos polymeren, sa som molekylvikt, kemisk sammansattning och
forgrening hos kedjorna. Aven interaktioner mellan additiv och polymer har stor betydelse for
kvalitén. (18)



3. Material

Foljande material anvdndes fér framstéallning av NCC, modifiering av NCC och karakterisering av
modifierad NCC.

Till NCC framstallning anvandes filterpapper fran Munktell. Detta maldes i maskin och siktades
genom en sil, med halstorlek 1 mm. Svavelsyra fran Sigma-Aldrich, 95-98 %, spaddes till 64 % (w/w)
och anvéndes for hydrolys av filterpapper. For dialys anvdandes membran fran Spectrum Laboratoric
Inc, MWCO 12 000-14 000. Viraduk av polyestervav fran Derma, med en porstorlek pa 5 um,
anvandes for filtrering av dialyserad och sonikerad NCC. Vid titrering av filtrerad NCC anvandes NaOH
(Sigma-Aldrich, 96-98 %) spadd till 5 M.

Till alla modifieringsreaktioner anvandes 1,2-epoxybutan (Sigma-Aldrich, 99 %), 1,2-epoxyoktan
(Sigma-Aldrich, 96 %) och fast NaOH vilken |6stes i minsta mdjliga volym destillerat vatten. | en
modifieringsreaktion anvidndes aceton (Solveco AB, 99,5 %) som spaddes till 90 % (v/v) och 1,2-
epoxydodekan (Sigma-Aldrich, 95 %). Till 6vriga modifieringsreaktioner anvdndes DMSO (Lab-scan
analytical sciences, 99,9 %).

Vid tillverkningen av filmer anvandes glycerol (Sigma-Aldrich, 99 %), som sp&ddes till 0,8 % (w/w).

4. Metod

NCC framstdlldes och modifierades i syfte att 0Oka dess hydrofoba egenskaper.
Modifieringsreaktionen utférdes med tre olika epoxider vilka skiljde sig at i antalet kol i kolkedjan, se
figur 7.

]

A

1,2-epoxybutan
o]

M

1,2-epoxyoctan

0]

W

1,2-epoxydodecan

Figur 7. De tre olika typerna av epoxider som anvandes for
substitutionsreaktion med NCC.

Framstéalld samt modifierad NCC karakteriserades via AFM. Vidare verifierades modifieringar dven

med ESCA, kontaktvinkelmatningar och IR.



4.1. Framstillning och karakterisering av NCC
Framstéallningen av NCC utgick fran ett recept erhallet av Kloser, E. m.fl. (19). | syfte att avldgsna de
amorfa regionerna utsattes malt filterpapper (40 g) for syrahydrolys med svavelsyra 64 % (w/w) (700

ml). Hydrolysen avbrots genom att suspensionen spaddes med destillerat vatten (3-4 I).

NCC-aggregaten centrifugerades och resuspenderades i destillerat vatten, varefter suspensionen
dialyserades i membran for att avldagsna kvarvarande joner. Dialysvattnet byttes kontinuerligt tills
konduktiviteten i vattnet uppmattes till 5 pS eller lagre. Darefter sonikerades suspensionen, vilket
dissocierade NCC-aggregat till enskilda NCC-enheter. Vidare filtrerades suspensionen genom viraduk.
| sista steget titrerades suspensionen med NaOH for att neutralisera l6sningen och avldgsna
eventuella sulfatrester.

Den framstédllda NCC karakteriserades via AFM. Det primédra i detta steg var att verifiera att de
amorfa regionerna hade avlagsnats under hydrolysen och att de kvarvarande kristallina delarna hade
ratt storlek.

4.2, Framstillning och karakterisering av modifierad NCC
Modifieringarna antas ske pa de primara hydroxylgrupperna i glukosenheterna. Reagensen bestod av
tre epoxider med kolkedjor av langderna 4, 8 respektive 12 kol, se figur 7. Reaktionen ses i figur 8 dar
R representerar respektive kolkedjor.

Figur 8. Reaktion mellan cellulosans AGU och en epoxidgrupp, som har en hydrofob R-grupp.

Infor modifieringsreaktionerna undersoktes vilket I16sningsmedel som var [ampligt att anvanda for att
fa NCC att reagera med de icke-vattenltsliga epoxiderna samt om frystorkad NCC eller NCC
dispergerad i vatten skulle anvdandas. De lI6sningsmedel som undersoktes var aceton och DMSO. 1,2-
epoxydodekan l6ste sig inte i DMSO, darfor undersoktes bara 1,2-epoxybutan och 1,2-epoxyoktan i
reaktioner med DMSO. Frystorkad NCC dispergerade lika bra i bada l6sningsmedel, medan NCC i
vattenlOosning dispergerade bast i aceton. NCC i vattenlésning dispergerade generellt battre an
frystorkad NCC, dven efter en tid i ultraljudsbad. | reaktioner med aceton anvandes vattenlést NCC
och i reaktioner med DMSO valdes frystorkad NCC, da vattenhalten ville hallas minimal for att 6ka
epoxidernas loslighet i DMSO samt undvika sidoreaktioner mellan epoxider och vatten.

For att karakterisera modifierad NCC anvadndes aterigen AFM. De modifierade kristallerna férvantas
interagera pa ett annat sitt eftersom ytan antas ha substituerats och gjorts mer hydrofob. Fler
verifieringsmetoder kravdes for att avgéra om substitutionen lyckats. ESCA och IR anvandes till detta,
da det med dessa metoder gar att se om mangden CH,-CH,- och C-H-bindningar har 6kat. En 6kning
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var onskvard da detta betyder att epoxiderna har bundit in till ytan av NCC. Fér underséka om de
hydrofoba egenskaperna 6kat utfordes kontaktvinkelmétningar.

4.2.1. Modifieringsrektioner med aceton som lésningsmedel
Samtliga modifieringsreaktioner utgick ifran en blandning av olika recept erhallna av Hasani, M. et al.
(20) och Hasani, M. et al. (21). Alla reaktioner utférdes i ultraljudsbad i syfte att dels férhindra att
aggregat bildades under reaktionens gang och dels kunna halla en konstant temperatur. Innan
reaktionen startades dispergerades NCC i l6sningsmedlet i ultraljudsbadet under ca 30 min. Vid
samtliga reaktioner kordes dven ett nollprov som referens. Nollprovet behandlades pa samma satt
som 6vriga prover med skillnaden att inga epoxider tillsattes.

Reaktionen med aceton som l6sningsmedel, 97 % (v/v), utfordes i ett 42 °C ultraljudsbad under ca 5
timmar. Innan epoxiderna tillsattes, aktiverades NCC, 0,6 % (w/w), i ca 30 min med NaOH, 0,3 %
(w/w). Efter aktiveringen tillsattes 1,2-epoxybutan, 1,6 % (w/w), 1,2-epoxyoktan, 2,8 % (w/w) samt
1,2-epoxydodekan, 4,1 % (w/w). For utrakningar av epoxidméangd, se bilaga 1.

Reaktionen avslutades genom att reaktionskarlen centrifugerades i 4000 rpm i 5 min varefter
supernatanten ersattes med lika stor mangd ren aceton. Detta utférande upprepades tre ganger for
att avlagsna eventuella biprodukter och icke-reagerade epoxider. Efter sista centrifugeringen
tillsattes ingen ny aceton utan proverna stalldes att lufttorka under aluminiumfolie, varefter de
frystorkades.

4.2.2. Modifieringsrektioner med DMSO som lésningsmedel
Modifieringsreaktionen med DMSO som lésningsmedel skedde pa liknande satt som reaktionerna
som utférdes i aceton. Reaktionerna utfordes i ett 65 °C ultraljudsbad, da epoxidernas reaktivitet ar
hogre vid en hogre temperatur (19), under ca 6 h. NCC, 4,5 % (w/w) aktiveras med NaOH, 3,6 %
(w/w). Detta gav ett gel-likande material som blandades innan epoxiderna tillsattes, 1,2-epoxybutan,
12 % (w/w), samt 1,2-epoxyoktan, 22 % (w/w). Reaktionsviatskan omrordes 4 ganger under
reaktionens gang.

For att avlagsna joner och icke-reagerade epoxider centrifugerades proverna i 3000 rpm i ca 8 min
tva ganger. Supernatanten byttes mot destillerat vatten mellan varje gang. En spadning av proverna,
med DMSO, skedde innan centrifugeringen for att avstanna reaktionen. For att ytterligare avlagsna
joner utfordes en sexgangersspadning med vatten innan proven sattes pa dialys tills konduktiviteten
uppmattes till under 3 pus. Slutligen sonikerades proverna under ca 5 min for att dispergera
eventuella aggregat.

4.2.3. Tillverkning av filmer fér kontaktvinkelméatning
Tva filmer av icke-modifierad NCC framstalldes genom att tva vagskepp innehallande 2,58 % (w/w)
NCC-l6sning placerads i en ugn vid 40°C respektive under filterpapper i ett dragskap.

Tre vagskepp innehallandes NCC, 2,58 % (w/w), och tre olika koncentrationer av glycerol, 7,7 %
(w/w), 11,5 % (w/w) och 23,5 % (w/w), forbereddes och placerades i ett dragskdap under dubbla
filterpapper. Dessa lats sta i 48 h och torka till filmer. En glycerolkoncentration pa 23,5 % (w/w)
visade sig bilda bast filmer. Filmer av NCC modifierad i reaktioner med DMSO som l6sningsmedel och
0-prov fran samma reaktion gjordes aven.
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5. Resultat

Verifiering av framstallning och modifiering av  NCC genomférdes med AFM, IR, ESCA och
kontaktvinkelmatningar. Prover som betecknas 0 ar nollprov. Prov A motsvarar reaktion med 1,2-
epoxybutan, prov B reaktion med 1,2-epoxyoktan och prov C reaktion med 1,2-epoxydodekan. For
reaktioner i DMSO presenteras resultat fran tva separata férsok, méarkta 1 och 2.

5.1. Framstillning av NCC
Efter framstallning av NCC anvandes AFM for att verifiera att NCC-kristallernas storlek lag inom det
onskade intervallet. | figur 9 visas resultatet av AFM-undersékningen och med hjalp av denna kan
bland annat NCC-kristallernas forhallande till varandra studeras. Figur 9a ar hojdbilden och ur denna
bestdmdes storleken pa NCC-kristallerna till ca 10 x 200 nm. | figur 9b visas provets fasbild.

> /

P
‘V‘ F X %
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5.00
Pata type Data type Phase
Z ranye S0. 2 range 41.8 de

Figur 9. AFM-bild pa framstdlld NCC, 10 X 200 nm, fran en x-skala pa 5 um och en
z-skala pa 50 um. a) hojdbild 6ver provet; ju ljusare kristallerna dr desto hogre ar de.
b) visar fasbilden.

Utbytet vid framstallning av NCC berdknades till 62 % (w/w), se bilaga 2.

5.2. Modifieringsreaktion i DMSO
Vid modifieringen i DMSO observerades att proverna gulnade vid aktivering med NaOH och slutligen
blev nastan bruna, se figur 10. Efter modifieringen av A2- och B2-proven centrifugerades proverna
for att byta I6sningsmedel. Syftet var att minska mangden DMSO och ersatta den med vatten for att
avbryta reaktionen. Efter tillsats av vatten borjade B-provet att skikta sig. Ett lager av NCC lade sig
over vatskan vilket kan ses i figur 10. Detta lager av NCC bildades under centrifugeringen och
aterdispergerades inte i vattnet, ens efter omskakning.
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Figur 10. Efter centrifugeringen av modifieringsproverna och bytet av
DMSO mot vatten bildades ett lager av NCC 6ver vatskeytan.

Detta syns tydligt i B2-provet och markeras av pilen. | figuren syns aven
den bruna fargen som bildades da proverna aktiverades med NaOH.

5.3. IR
IR-analys genomfordes med KBr-tabletter i spektrofotometer. Resultat fran modifieringsreaktioner i
aceton och i DMSO redovisas som transmissionsspektrum, fér kompletta spektrum se bilaga 3. De
frekvensomraden som studeras i detalj dr de frekvenser som motsvarar C-H-bindningar samt C-O-
bindningar. Foljande spektrum har normerats genom att samtliga transmissionsvarden har dividerats
med hogsta vardet i méatserien for att uppna ett mer jamférbart resultat.

| figur 11 redovisas méatning av modifieringsreaktion i aceton i intervallet 2800-3000 cm™, i vilket C-H-
bindningar absorberar. Vid 2960 cm™ noteras en absorptionstopp hos a, b och ¢ och dessa har dven
starkare absorption i intervallet én i nollprovet.
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Figur 11. IR-spektrum fran modifieringsreaktion i aceton for intervallet 3050-2800 em™ Samtliga serier har normerats,
dessutom redovisas prov 0 och a i per mg. En absorptionstopp syns for prov a, b och c vid 2960 em™.
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Figur 12 och 13 presenterar IR-spektrum fran tva modifieringsreaktioner i DMSO. Ett storre intervall

mellan 3800-2650 cm™ visas for att inkludera absorptionsfrekvenserna for bade C-H-bindningar och

O-H-bindningar. Kvoten mellan absorptionstopparna fér namnda bindningar noteras vara stoérre hos

B1 jamfort med 02, se figur 12.
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Figur 12. IR-Spektrum av modifieringsreaktioner utférda i DMSO for intervallet 3800-2650 em™. Samtliga
serier ar normerade mot hogsta transmissionsvardet i respektive serie. Notera de relativa storlekarna pa
absorptionstopparna fér C-H och 0-O runt 2900 em?t respektive 3400 em™. | Bl &r intensiteten pa de
bada topparna lika stor.

| syfte att studera C-H-bindningarnas absorbans i mer detalj valjs ett mindre intervall, se figur 13. Vid

frekvenserna 2980-2830 cm™ syns markanta toppar hos bada B-proverna och dessutom en

absorptionstopp vid 2870 cm™ hos bada B-proverna vilken inte syns i A- eller O-prover. Vid

frekvensen 2960 cm™ syns en topp for prov A och B, som inte syns i nollproven.
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Figur 13. IR-Spektrum fran modifieringsreaktion i DMSO foér intervallet 3050-2800 em™, Samtliga serier ar normerade mot
hogsta transmissionsvardet i respektive serie. Markanta toppar uppfattas vid frekvensen 2960 em™® for samtliga A och B
prover jamfort med nollproven. Starkare absorbans for bédda B proven vid 2980-2830 em™ och 2870 cm™ syns.
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5.4. AFM
Efter modifiering med epoxider i DMSO utfordes nya AFM undersokningar och resultaten av dessa
presenteras i figur 14-16. Vid analys av féljande AFM bilder studeras framforallt storlek pa NCC-
kristallerna samt interaktioner mellan dem, da dessa borde ha dndrats pa grund av modifieringen. |
figur 14 visas resultatet av modifiering med 1,2-epoxybutan. Langden pa NCC-kristallerna i denna
figur ligger inom intervallet 150-200 nm och har en hojd pa 7-10 nm.

3.00 v O
Data type Height Data type

Z range 20.0 nm Z range

Figur 14. AFM-bild av NCC modifierad med 1,2-epoxybutan med en x-skala pa 3 um
och med en z-skala pd 20 nm. NCC-kristallerna har en langd pa 150-200 nm. a) visar
hojdbilden och b) visar fasbilden

AFM-resultaten fran den forsta modifieringen av NCC i DMSO med 1,2-epoxyoktan, B1, visas i figur
15. Provet inneholl ett flertal stora aggregat av NCC och fa enstaka kristaller. AFM-bilden, se figur 15,
har en x-skala pa 3 mikrometer och visar ytan av ett stort NCC-aggregat vilket har en hojd pa nastan
100 nm. | figur 15a visas aggregatets yta vilken ser relativt jamn ut. Fasbilden i figur 15b visar hur
NCC-kristallerna ar packade i aggregatets ytskikt.

3.00 pm O
Data type Height Data type
Z range 100 nm 2 range

Figur 15. AFM-bilden fran den férsta modifieringen med 1,2-epoxyoktan, B1. Bilden har
en x-skala pa 3 um och en z-skala pa 100 nm. | a) visas hojdbilden vilken indikerar en
relativt jamn yta. | b) visas NCC-kristallerna i ytskiktet av aggregatet.
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AFM -resultatet fran den andra modifieringsreaktionen, B2, med 1,2-epoxyoktan visade att NCC-
kristallerna interagerat och bildat aggregat. Hojdbilden, se figur 16a, visar ett stort aggregat med en
uppmatt hojd pa 384 nm och fasbilden, se figur 16b, visar att NCC-kristallerna ligger tatpackat i
flakliknande konformationer.

Data type Data type

2 range 2 range

Figur 16. AFM-bild av ett aggregat i B2, som ar NCC modifierad med 1,2-epoxyoktan.
Bilden har en x-skala pa 3 um och en z-skala pa 400 nm. Ur a) hojdbilden bestamdes
aggregatets hojd till 384 nm och i b) syns det tydligt att NCC-kristallerna har bildat
strukturerade aggregat.

5.5. ESCA
ESCA-maétningar utfordes pa modifieringsreaktioner genomférda i DMSO. Resultaten redovisas i form
av hégupplosta spektrum over kol, for resterande spektrum och tabeller se bilaga 4.

| prov B1 syns en markant 6kning av CH,-CH,-bindningar jamfért med prov 01, denna topp noteras
vid 284 eV i figur 17 for B1 och i figur 18 for 01. En minskning av C-OH och O-C-O-bindningar syns
dven for prov B1 gentemot 01. Dessa toppar ses vid ca 285 eV respektive ca 287 eV. Bortsett fran
dessa tydliga forandringar kunde inga andra stora skillnader mellan nollprov och modifierad NCC
upptackas i matningarna, da inga av de resterande proven visade nagon skillnad i antal CH,-CH,, C-
OH eller O-C-O-bindningar jamfoért med nollprovet.
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Figur 17. Hogupplost spektrum over kol for prov B1.
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Figur 18. Hogupplost spektrum 6ver kol for prov 01.

For att tydligare se resultatet av figur 17 och figur 18 bifogas tabell 1a och b. Tabell 1a och b visar
positioner av toppar i hogupplosta spektrum 6ver kol samt kantiteten av olika bindningar i form av
en area. Genom att jamfora arean for CH,-CH,-bindningar, position 284 eV, syns att i prov B1 ar
arean som motsvarar CH,-CH,-bindningar 55,65 % jamfort med 19,73 % for prov 01. | tabell 1 syns
dven den procentuella minskningen av C-OH- och O-C-O-bindningar fran prov 01 till prov B1.
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Tabell 1a och b. Varden for 6versikts Spektrum fér kol a) prov 01 b) prov B1

Prov Band Position (eV) Skift Area (%)
a. 01 1C-C 284.11 0.00 19.73
2 C-OH 285.68 1.57 64.36
30-C-0 287.10 3.00 14.74
b. Bl 1C-C 283.99 0.00 55.65
2 C-OH 285.51 1.52 39.68
30-C-0 286.99 3.00 4.67

Tabell 2 visar en sammanstallning av atomviktskoncentrationerna for samtliga prov. Resultatet visar
att proverna ar rena fran svavelrester. Prov B2 innehaller dock 0,59 % natrium. Det gar dessvarre inte
att se huruvida det finns epoxider kvar i provet da dessa endast bestar av kol, vate och syre.

Tabell 2. Sammanstéllning av atomviktskoncentrationer for samtliga prover.

Prov Cls O1ls Nals
01 58.74 41.26
Al 57.63 42.37
A2 58.03 41.97
B1 75.61 24.39
B2 59.96 39.45 0.59

5.6. Kontaktvinkel
Vid framstallningen av filmer fér kontaktvinkelmatning anvandes tre olika metoder: torkning i ugn,
lufttorkning under filterpapper samt torkning med varmluftsflakt. De basta filmerna framstalldes via
lufttorkning da de andra tvd metoderna resulterade i ojamna och spréda filmer som sprack vid
beréring. Pa grund av detta anvandes lufttorkning vid tillverkning av filmer. Generellt sett blev rena
NCC filmer slatare an filmer av modifierad NCC, men filmer for bada B-proven och A2-provet
framstalldes som kunde anvandas for kontaktvinkelmatningar.

Rena NCC-filmer, filmer av prov 02 och modifierad NCC-filmer, alla innehallandes glycerol,
framstélldes i ett forsok att 6ka filmernas flexibilitet och pa sa sdtt minska risken for att spanningar
uppstar mellan kristallerna. Filmer med glycerol lyckades framstéllas fér prov med ren NCC, prov 02
samt prov A2. Resultatet av kontaktvinkelméatningar, dar en vattendroppe placeras pa filmer utav
NCC och NCC modifierad i DMSO, presenteras i tabell 3.
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Tabell 3. Resultat fran kontaktvinkelmatning med vatten pa filmer.

Prov Tidi Kontaktvinkel i grader (medel)
sekunder
NCC (ren) 1 28
NCC + glycerol 1 35
02 +glycerol 0,1* 27
A2 1 46
A2 + glycerol 1 41
B1 1 68
B2 1 60

*matning under langre tid var inte mgjligt for prov 02, da vattendroppen absorberades till provet.

Provet med ren NCC absorberade vattendroppen snabbare dn provet med ren NCC med glycerol.
Aven prov 02 med glycerol absorberade vattendroppen snabbt. En 6kning av kontaktvinkeln syns for
modifierade prov jamfért med O-provet och provet med ren NCC, i hogre grad for B-proven.
Tillsatsen av glycerol gav en 6kning av kontaktvinkeln for ren NCC, men motsatt effekt for prov A2.

Figur 19a visar en kontaktvinkelmatning. Bilden visar hur det sag ut da en vattendroppe lagt sig pa
ytan av filmen fran prov B1. Bilden &r tagen efter matningen, observera att droppen inte har
absorberats av filmen. Jamfér denna med figur 19b som visar kontaktvinkelmatning av prov 02 dar

vattendroppen fullstandigt absorberats av provet.

Figur 19a. Prov Bl efter kontaktvinkelmatning Pilen visar en Figur 19b. Prov 02, efter kontaktvinkelmatning. Pilen visar
droppe vatten, observera att droppen inte har absorberats av en vattendroppe som blivit absorberad av provet.
provet.
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6. Diskussion

| foljande avsnitt behandlas framstallningen och modifieringen av NCC samt verifiering av dessa.
Framtagna resultat diskuteras och projektets genomforande utvarderas. Aspekter av framstallningen
och modifieringen som hade varit intressant att underséka men inte hunnits med i detta projekt,

presenteras narmare.

6.1. NCC tillverkning
| tillverkningen av NCC gjordes ett antal férandringar fran utgangsreceptet, Kloser m.fl. (19). Vissa
steg utelamnades och andra lades till, allt for att effektivisera tillverkningsprocessen.

| ett av de inledande stegen sker en syrahydrolys. Da en forlangning av tiden eller 6kning av
temperaturen skulle innebara att dven de kristallina regionerna brots ner varierades inte dessa
parametrar. Hydrolysen avslutades genom att |6sningen spdddes med destillerat vatten. Det ansags
fordelaktigt att minimera méangden vatten som tillsattes da detta maste avldgsnas i ett senare
tidskravande steg. En spadning med totalt 3-4 | ansags darfor racka for att avbryta reaktionen.
Syrakoncentrationen efter spadningen var dock for hog for dialysmembranen och behévde darfor
minskas ytterligare. Centrifugering av l6sningen var ett effektivt satt att sdnka koncentrationen syra
utan en stor 6kning av vattenmangd. For att paskynda dialysen anvandes dessutom flera mindre
membran i syfte att ge en storre kontaktyta. Dialysvattnet byttes ofta, 3-4 ganger per dag under de
forsta tva dygnen, av samma anledning som ovan. For att ytterligare paskynda dialysen skakades och
vandes membranen i samband med byte av dialysvatten.

Efter dialysprocessen sonikerades I6sningen for att sonderdela storre aggregat. Detta ar ett satt att
minska forluster av NCC, da storre NCC-aggregat kan fasta under efterféljande filtrering. | syfte att
effektivisera avdrivningen av vatten efter dialysen prévades centrifugering. Detta fungerade bra da
halten NCC &r lag, men i takt med att koncentrationen NCC okar forsvaras processen att avldgsna
vatten utan att en stor mangd NCC gar forlorad.

Verifiering av NCC framstallningen gjordes med AFM, se figur 9. Kristallerna i figur 9 har en storlek pa
ca 10 X 200 nm, vilket 6verensstammer med storleken pa NCC. Da ett utbyte pa 62 % erhdlls, se
bilaga 2, kan det faststdllas att metoden for framstallning av NCC ar rimlig da vissa forluster ar
oundvikliga.

6.2. Modifiering av NCC i aceton
Generellt sett, vid bade modifieringsreaktionen i aceton och i DMSO, se avsnitt 4.2.1 och 4.2.2, finns
det parametrar som visade sig vara avgorande for en lyckad modifiering. Dessa parametrar ar
temperatur, tid samt koncentration av sa val NaOH, NCC och epoxider.

En forlangd tid i ultraljudsbadet i forsta skedet nar endast NCC finns i I6sningen ledde till att NCC,
vilken fastnar pa sa val glasvaggarna pa reaktionskarl som pa plastvdaggarna hos falkonrér, atergick till
I6sningen. | nasta skede i ultraljudsbadet, efter tillsatts av epoxider, ger en langre tid i badet
epoxiderna en storre chans att reagera med NCC. Har har daven en hog koncentration av NaOH, NCC
samt epoxider en avgorande roll. Ett overskott av NaOH och epoxider gor att en stérre del av NCC blir
aktiverad och dessutom 6kar sannolikheten att epoxider och NCC reagerar. | bade reaktionen med
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aceton och den med DMSO som I6sningsmedel tillsattes epoxider med tva molekvivalenters
overskott med avseende pa totalt antal hydroxylgrupper i glukosenheten. (7)

| reaktionen som utfordes i aceton var koncentrationen NaOH for lag, da halften sa stor mangd NaOH
som NCC tillsattes, och diarmed var aven aktiveringsgraden lag. Den totala mangden NCC i
reaktionskarlet var dven den for lag for att uppna en tillrdckligt hog reaktionshastighet. Detta
justerades till reaktionen med DMSO.

Modifieringsreaktionerna i aceton undersoktes med IR, se figur 11. Vid frekvensen 2960 cm?, som
motsvarar C-H-bindningar, noterades att intensiteten i prov a, b och c ar nagot hogre an nollprovet.
Denna skillnad ar dock for liten i bade b och c for att anta att utslaget visar att epoxiderna fast in till
ytan av NCC. En storre skillnad marks mellan a och 0 vilket skulle kunna indikera att NCC till en viss
grad substituerats med 1,2-epoxybutan. Att reaktionen kan ha gatt battre i a an i b och c beror
troligtvis pa att 1,2-epoxybutan till viss del ar 16slig i vatten och eftersom aceton ar polart |6ser sig
1,2-epoxybutan battre an 1,2-epoxyoktan eller 1,2-epoxydodekan. Lyckad substitutionen kan dock
inte verifieras pa grund av bristande IR-resultat.

Det som begréansar reaktionseffektiviteten var framforallt temperaturen, da acetons kokpunkt &r
56°C medan rekommenderad temperatur fér modifiering av NCC ligger pa 65°C (7). Acetons laga
kokpunkt var den primara anledningen till att ett nytt losningsmedel testades i en ny
modifieringsreaktion, se avsnitt 4.2.2.

6.3. Modifiering av NCC i DMSO
Malet med modifieringen i DMSO var att 6ka substitutionsgraden i prov A samt att genomféra
substitutionen for prov B. Parametrar som justerades fran modifieringsreaktionen i aceton var, som
namnts tidigare, halten NCC och NaOH i reaktionskarlet, temperaturen héjdes och reaktionstiden
forlangdes.

Da reaktionen utfordes observerades att NCC inte fastnade pa véaggar i reaktionskarlet.
Temperaturen 65°C och koncentrationen NaOH gjorde att eventuella sulfatgrupper som inte
avldagsnats under titreringen férsvann. Detta konstaterades da reaktionsldsningen blev gul under
reaktionens gang, se figur 10, och det verifierades av ESCA- analysen, se tabell 2, da inget
svavelinnehall aterfanns i ndgot av proven. ESCA visade endast spar av natriumjoner i ett av proven,
B1. Detta tyder pa att dialysen efter modifieringen gatt bra.

Vid undersokning av IR-spektrumet syns en tydlig fordndring i kvoten mellan C-H-bindningar och O-H-
bindningar, runt 2900 cm™ respektive 3400 cm™, framfor allt i prov B1 och prov 01, se figur 12. Att
det skett en 6kning av C-H-bindningar i B1 jamfort med 01-provet stammer éverens med det resultat
som skulle uppvisats om 1,2-epoxybutan bundit till ytan av NCC.

Vid ndrmare analys av omradet for C-H-absorbans, figur 13, syns en starkare topp i bada B-proven vid
frekvenserna 2980-2830 cm™. Detta indikerar att det finns fler C-H-bindningar i B-proverna jamfort
med i A- och O-proverna. Detta ar rimligt da alkankedjan i 1,2-epoxyoktan ar dubbelt sa lang som i
1,2-epoxybutan. Ytterligare en topp som finns i bada B-proverna men saknas i A- och 0-prover finns
vid 2870 cm™, vilken Thielemans, W. et al. (22) har funnit vid inbindning av kolkedjor till stirkelses
hydroxylgrupper och som antas motsvara CH,-CH,-bindningar i narheten av etrar. Denna
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absorptionstopp kan darfér motsvara CH,-CH,-bindningarna i epoxiderna narmast eterbindningen
mellan alkankedjor och cellulosapolymeren. Att denna topp inte aterfinns i A-proverna kan bero pa
att substitutionsgraden i A-proverna ar sa pass lag att det inte ger nagot utslag i IR-analysen. Dock
kraver denna slutsats fler undersékningar och analyser som inte gjordes i detta projekt.

Ytterligare en indikation pa att modifiering skett kommer fran toppen vid frekvensen 2960 cm™ i figur
12. | samtliga A- och B-prover finns en absorptionstopp vid denna frekvens som inte aterfinns i
nollproven vilken kan svara mot en ny typ av C-H-bindning i dessa prover fran alkankedjor i fore detta
1,2-epoxybutan och 1,2-epoxyoktan.

Ett annat satt att tolka de starkare topparna vid 2960 cm™ och 2870 cm™ hos B-proven, ar att de
svarar mot de specifika absorptionerna hos C-H-bindningar i metylgrupper. D3 bada epoxiderna
endast har en metylgrupp var indikerar detta att substitution har skett i hégre grad for B-proven.

Ovanstaende observationer pekar sammanfattningsvis pa att modifieringsreaktionen i DMSO har lett
till en ny typ av C-H-bindning i samtliga A- och B-prover vilket stdmmer 6verens med att epoxiderna
substituerats till ytan pa NCC. Underlaget for denna slutsats ar extra tydligt i B-proverna dar vi ser en
Okning av C-H-bindningar och indikationer pa CH,-CH,-bindningar nara etrar. Sarskilt i B1 ser vi att
halten C-H-bindningar 6kat i férhallande till C-O-bindningar, vilket stéds av ESCA resultaten, se tabell
1a och b, dar en procentuell minskning av C-O-bindningar syns. | ESCA resultatet syns dven att antal
CH,-CH,-bindningar 6kat markant i B1 jamfort med 01.

En Okning av C-H-bindningar och CH,-CH,-bindningar kan dven uppkomma pa grund av att icke-
reagerade epoxider finns kvar i provlésningen. Med epoxidernas hoga reaktivitet i atanke, samt
reningsstegen efter avslutad reaktion, ar detta mindre troligt.

Vid genomférandet av modifieringsreaktionen observerades att vid byte av I6sningsmedel, fran
DMSO till vatten, uppvisade B2 hydrofoba egenskaper. Under centrifugering separerades innehallet i
falkonréret och en del av materialet lade sig i en fas ovanfoér vatten-DMSO |6sningen, se figur 10.
Detta tyder pa att materialet blivit hydrofobt och har sa pass starka hydrofoba interaktioner att det
inte blandas med vatten-DMSO l6sningen under centrifugeringen vilket starker slutsatsen att en
substitution av 1,2-epoxyoktan till ytan av NCC har genomforts.

Vidare undersoktes samtliga prover med AFM i syfte att underséka hur modifieringen av ytstrukturen
paverkar hur NCC-kristallerna forhaller sig till varandra. Resultatet fran analysen visar att samtliga
prover, se figur 14, 15 och 16, inneholl aggregat som inte aterfanns i ren NCC, se figur 9. Prov B1,
figur 15, visade enbart stdrre aggregat och inga enskilda NCC kristaller. Aven B2 innehéll stora
aggregat och fa enskilda kristaller, se figur 16b.

Modifierad NCC dispergerade samre i vatten vilket styrks av ndarvaron av aggregat som indikerar att
krafterna mellan NCC-kristallerna forandrats till foljd av att ytstrukturen modifierats. Narvaron av
aggregat kan forklaras av att de antingen bildades under tiden fran det att proverna sonikerades tills
det att de torkade; eller sa interagerade aggregaten sa pass starkt att de inte dispergerade under
sonikeringen. Bada forklaringarna tyder pa att modifieringarna lyckats och att ytan ger upphov till
starka hydrofoba krafter och att NCC darfor inte dispergerar i en hydrofil milj6.
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For att utesluta att de iakttagna forandringarna beror pa att NCC-kristallerna brutits ned eller
forstérts under modifieringsreaktionen studerades storleken pa kristallerna, se figur 14a. Langden
uppmattes till 150-200 nm och hdjden 7-10 nm. Denna storlek stammer bra dverrens med storleken
pa icke-modifierad NCC, se figur 9. Detta tyder pa att modifieringsreaktionen inte har brutit ner NCC-
kristallerna under reaktionen, utan att férandringen i interaktioner mellan NCC beror pa att ytan
substituerats med 1,2-epoxybutan och 1,2-epoxyoktan.

Ytterligare en indikation pa att modifieringarna lyckats ar aggregatens storlek. Enskilda NCC-kristaller
har en hojd pa 12 nm eller mindre och det stora aggregatet i figur 16a har en uppmatt hojd pa 384
nm, vilket ar betydligt hogre. Ytterligare en indikation pa att aggregatet ar stort ar att z-skalan i figur
16 ar installd pa 400 nm, jamfért med ren NCC da z-skalan &r instélld pa 50 nm. Mangden NCC-
kristaller som kravs for att uppna denna storlek pa aggregat tyder pa en stark attraktionskraft mellan
kristallerna.

Vid ndrmare undersdkningar av aggregatet i figur 16b syns indikationer pa att NCC ligger i ordnade
strukturer. Substitutionen sker pa den priméara hydroxylgruppen i glukosenheten, vilken sitter grenad
ut fran NCC-kristallerna. Om NCC illustreras som ett ratblock antas substitutionen ske pa ratblockets
motstaende langsidor. Om modifieringen lyckats borde dessa sidor attraheras av varandra i poléra
I6sningsmedel och NCC packas strukturerat till aggregat i tydliga monster. | bade figur 15b och 16b
urskiljs monster av detta slag.

Da det inte fanns nagra enskilda kristaller i B1 och i B2 gick inte storleken att mata men det ar tydligt
fran AFM-bilderna att aggregaten ar uppbyggda av kristaller och att de inte blivit forstérda under
reaktionen. Att A-proverna inte ger upphov till lika tydliga aggregat som B-proverna 6verensstammer
med langden pa epoxidernas alkankedjor. NCC substituerad med 1,2-epoxybutan borde inte ge
upphov till lika starka hydrofoba krafter som NCC substituerad med 1,2-epoxyoktan.

Undersokningen visar med andra ord att interaktionen mellan NCC fordndras i samtliga A- och B-
prov. Krafterna mellan aggregaten har forstarkts sa pass mycket att sonikering inte langre kan
dispergera bildade aggregat i hydrofil milj6. Detta tyder pa att det ar hydrofoba krafter som verkar
mellan NCC kristallerna i samtliga A- och B-prov, vilket dverensstimmer med att substituering av 1,2-
epoxybutan respektive 1,2-epoxyoktan har substituerats till ytan av NCC.

Att ESCA-analysen, se tabell 1a och b, inte visade nagon 6kning av CH,-CH,-bindningar, annat an for
prov B1, kan bero pa att ESCA undersdker en valdigt liten yta av provet och att ingen modifierad NCC
fanns pa just denna yta. Proverna bestar troligtvis inte endast av modifierad NCC utan aven icke-
modifierad NCC som blivit kvar trots reningssteg. Darmed finns det en mdjlighet att den icke-
modifierad NCC skapade en jamn film 6ver ytan, medan modifierad NCC aterfanns som klumpar i
filmen. Aggregation av modifierad NCC ar nagot som de tidigare AFM-analyserna pavisat vilket kan
vara ett argument for att ESCA-analysen undersokt ett omrade med icke-modifierad NCC och darfor
inte visade nagon 6kning av CH,-CH,-bindningar.

Vid kontaktvinkelméatning pa modifierad och icke-modifierad NCC anvédndes ett kort métintervall, pa
grund av att det var endast under detta intervall som ett stabilt viarde pa vinkeln kunde erhallas.
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Forklaring till detta kan vara att filmerna hydrerades och proverna absorberades, darfor ar
matningarna inte tillforlitliga under en langre tid.

Prov 02 absorberade vattendroppen extremt snabbt, varav det valdigt korta tidsintervallet. Proven
bestaende av ren NCC, NCC med glycerol och prov 02 absorberade vattendroppen betydligt snabbare
in de modifierade proverna. Aven om denna snabba absorption tyder pd att mitningen inte &r
tillforlitlig indikerar det att materialet ar hydrofilt.

Det syns i tabell 3 att kontaktvinklarna for 02, ren NCC och NCC med glycerol ar lagre an for samtliga
matningar med modifierad NCC. Detta tyder pa att de modifierade proverna blivit mer hydrofoba,
vilket stodjer att den framtagna modifieringsmetoden inte férandrar egenskaper hos NCC annat an
genom reaktion med epoxiderna.

Resultat efter matningen pa prov A2 ar osakert da filmen var tunn och det ar troligt att droppen gatt
igenom och matt pa det hydrofoba underlaget. Detta kan forklara att vinkeln var hogre an for prov
A2 med glycerol. Vid matning av B1 observerades att droppen inte absorberades av provet, se figur
19. Detta tyder pa att matningen for B1 ar tillforlitlig.

Da kontaktvinkeln for de modifierade proverna inte 6verstiger 90°, kan materialet inte klassas som
hydrofobt. Dock kan vi se en 6kning av kontaktvinkeln mellan modifierat och icke-modifierat prov
vilket indikerar att ett mer hydrofobt material skapats. Bada B-proven visar pa en stérre 6kning av
kontaktvinkeln an A-provet, vilket tyder pa att B-proven har modifierats med mer hydrofoba grupper
an A-proven. Detta 6verensstammer med 6vriga resultat fran IR, ESCA och AFM.

6.4. Vidare studier
Ett nasta steg i denna undersdkning vore att skapa filmer av modifierad NCC, dar permeabiliteten kan
matas. Permeabilitetsméatning for icke-modifierad NCC har genomforts, se bilaga 5. Matningar pa
modifierad NCC behévs dock for att kunna avgéra om modifieringen ger en forbattrad frisattning.

| den framstéllda NCC-filmen anvandes glycerol som mjukgorare. Glycerol ar forhallandevis polart
och borde inte véxelverka val med modifierad NCC. Fler tester med andra mjukgorare, till exempel
trietylcitrat (3), vore 6nskvart da trietylcitrat dr betydligt mer hydrofobt och bor interagerar battre
med den modifierade filmen.

For att forbattra metoden hade det varit relevant att studera om en 6kad reaktionstid, ytterligare
hojning av temperaturen och 6kad mangd epoxid hojer substitueringsgraden.

7. Slutsatser

| detta projekt genomférdes en lyckad framstidllning av NCC. En metod for att géra NCC mer
hydrofobt utarbetades, i vilken det skedde en reaktion mellan hydrofoba kolkedjor och icke-hydrofob
NCC. Da bade epoxider och NCC visade sig l6sligt i DMSO anvédndes detta som l6sningsmedel. Sjélva
reaktionen genomfors med fordel i ett ultraljudsbad eller liknande dd NCC pa sa satt tvingas vara
dispergerad under en langre tid och mojliggér darmed reaktion mellan NCC och epoxider.
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Bilaga 1: Berdknad mingd epoxid och NaOH

Mingd epoxid
Mangden epoxid utgar ifran mangden tillsatt NCC. Da NCC adderas som vattenldsning, berdknas den
faktiska massan ren NCC genom formeln nedan.

[masshalt NCC] - [massan for volymen NCC| = my¢c

For att erhalla substansmangden anvands molmassan for en glukosenhet.

n _ Mpycc
NCC —
Mglukos

dar Mypykos = 162 g/mol

Genom att multiplicera substansméngden NCC forst med antalet OH-grupper pa varje glukosenhet,
tre stycken och sedan dubbla den mangden, pa grund av att tva mol ekvivalenter 6verskott av epoxid
anvéands, fas substansmangden epoxid.

Nyee* 32 = Nepoxid
Volymen epoxid fas sedan genom:

_ Nepoxid * Mepoxid
Vepoxid -

Pepoxid
Dar densiteten och molmassan varierar for de tre olika epoxiderna.
P1,2—epoxybutan = 0,837 g/ml
M3 2—epoxybutan = 72,1 g/mol
P1,2—epoxyoktan = 0,831 g/ml
M 5 _epoxyoktan = 128,2 g/mol
P1,2-epoxydodecan = 0,844 g/ml

Ml,z—epoxydodecan = 184,3 g/mol

Mangd NaOH till aktiveringen
Vid modifieringsreaktionerna med aceton som I6sningsmedel anvandes halften sa stor mangd NaOH
som NCC. Har anvandes dven NaOH i [6sning.

1

Mpycc ) = MyqoH



Da koncentrationen ar kdnd kan volymen bas beradknas.

MyaoH

NNaoH =
M
NaOH

dar Mygon = 40 g/mol

NNaoH

VNaon =
CNaOH

Vid modifieringsreaktionerna med DMSO som l6sningsmedel anvindes 0,8 ganger sa lite NaOH som

NCC, vilket 6verensstammer med en molekvivalent éverskott med avseende pa OH-grupperna.

MyaoH _ 08
- ]

Mycc



Bilaga 2: Berdkning av utbyte vid NCC-framstallning

Utbytet av mangden tillsatt filterpapper till mangden genererad NCC berdknades genom att torka en

bestamd volym framstalld NCC-I6sning i ugn och mata vikten fore och efter.

Meitterpapper = 40g

VNCC—li')sning =1,5ml

Mycc-16sning,innan = 1,439

Myccefter = 0:01549

VNCC—lt‘)sning,totalt = 2410ml
Densiteten for NCC berdknas.

my CCefter

PNcc = = 0,0103 g/ml

VNCC—l('jsning

Darefter kan utbytet beraknas.

pnce * Vce-issning totair = 24,74

24,74
[utbytet] = ———— = 0,62
mfilterpaper

Utbytet fran cellulosa till NCC blev 62 %.



Bilaga 3: IR-spektrum for reaktion i Aceton och DMSO

Komplett IR-spektrum fér modifieringsreaktion med aceton som I6sningsmedel.
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Figur 1. Komplett IR-spektrum for reaktion med aceton. Foljande spektrum har normerats genom att samtliga

transmissionsvarden har dividerats med hogsta vardet i matserien.

Komplett IR-spektrum fér modifieringsreaktion med DMSO som I6sningsmedel.
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Figur 2. Komplett IR-spektrum for reaktion med DMSO. Féljande spektrum har normerats

transmissionsvarden har dividerats med hogsta vardet i matserien.

genom att samtliga



Bilaga 4: ESCA resultat fran modifieringsreaktioner i DMSO.

12042608.spe: none Company Name
2012 Apr26 Almono 17.9 W 100.0 u45.0°117.40 eV 1.5162e+004 max 7.37 min
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Figur 1. Oversiktspektrum fér prov 01.

12042606.spe: none Company Name
2012 Apr26 Almono 17.9 W 100.0 p 9.9023e+003 max 7.37 min
Su/Area6: B1/1 (SG5 SG5)
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Figur 2. Oversiktspektrum for prov B1.



12042607.spe: none Company Name
2012 Apr26 Almono 17.9 W 100.0 p45.0° 1.2775e+004 max 7.38 min
Su/Area7: B2/1 (SG5 SG5)
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Figur 3. Oversiktspektrum fér prov B2.
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Figur 4. Oversiktspektrum fér prov Al.



12042610.spe: none Company Name
2012 Apr 26 Almono 17.9 W 100.0 p45.0°117.40 eV 1.5865e+004 max 7.29 min
Su/Areal0: A2/1 (SG5 SG5)
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Figur 5. Oversikts spektrum for prov A2.

12042617.spe: none Company Name
2012 Apr26 Almono 17.9 W 100.0 p45.0° 1.2966e+003 max 4.91 min
Cls/Area7: B2/1
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Figur 6. Hogupplost spektrum for kol for prov B2.
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12042619.spe: none Company Name
2012 Apr26 Almono 17.9 W 100.0 p45.0° 1.5747e+003 max 3.64 min
Cls/Area9: Al/1
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Figur 7. Hogupplost spektrum for kol for prov Al.

12042620.spe: none Company Name
2012 Apr26 Almono 17.9 W 100.0 p 1.7202e+003 max 3.64 min
Cls/Areal0: A2/1
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Figur 8. Hogupplost spektrum for kol for prov A2.
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Tabell for hogupplosta Spektrumn.

Tabell 1. Sammanstallning for prov B2 hogupplosta spektrum.

Band Pos PosSep FWHM  Height %Gauss %Area
B2 1 284.07 0.00 1.19 448 95 20.98
2 285.67 1.60 1.32 1258 90 66.64
3 287.20 3.12 1.21 255 90 12.38
Tabell 2. Sammanstallning for prov A1 hogupplosta spektrum.
Band Pos PosSep FWHM  Height %Gauss %Area
Al 1 284.25 0.00 1.19 282 98 12.21
2 285.86 1.61 1.26 1539 90 73.20
3 287.32 3.07 1.21 316 100 13.71
4 288.58 4.33 1.11 22 100 0.89
Tabell 3. Sammanstallning for prov A2 hégupplosta spektrum.
Band Pos PosSep FWHM  Height %Gauss  %Area
A2 1 284.11 0.00 1.19 302 100 12.41
2 285.72 1.60 1.25 1682 100 72.46
3 287.20 3.08 1.10 364 100 13.84
4 288.30 4.18 1.11 34 100 1.28
Tabell 4. Sammanstallning for prov 01 hogupplosta spektrum.
Band Pos PosSep FWHM  Height %Gauss %Area
1 284.11 0.00 1.19 436 90 19.73
01 2 285.68 1.57 1.21 1467 99 64.36
3 287.10 3.00 1.21 337 100 14.74
4 288.23 4,12 1.11 28 92 1.17
Tabell 5. Sammanstallning for prov B1 hogupplosta spektrum.
Band Pos PosSep FWHM  Height %Gauss %Area
Bl 1 283.99 0.00 1.12 1539 96 55.65
2 285.51 1.52 1.15 1058 96 39.68
3 286.99 3.00 1.21 122 100 4.67




Bilaga 5: Permeabilitet

Permeabilitet kan matas i en diffusionscell. | diffusionscellen tillsdtts radioaktivt vatten till ena sidan
om membranet, donatorsidan, se figur 1. Sedan mats halten radioaktivt vatten som diffunderat
igenom till andra sidan av membranet, aceptorsidan.

Radioaktivt **, *

vatten °

Membran

Donatorsidan Aceptorsidan

Figur 2. En schematisk bild av en diffusionscell.

Genom att mata diffusionen over ett membran kan permeabiliteten berdknas. Diffusionshastigheten
genom ett membran kan uttryckas av Ficks forsta lag, ekv.1. Dar forandringen i massa Over tiden,
dM /dt, ar diffusionshastigheten.

dM/dt = —DS(dC /dx) (1)

Dar D ar diffusionskoefficienten, S &r ytan oOver vilket diffusion sker och dC/dx ér
koncentrationsgradienten.  Vid antagandet att koncentrationsfallet &r linjart kan
koncentrationsgradienten uttryckas enligt ekv. 2.

—dC/dx = (Cpno — Cn)/h (2)

Cino Och Cp,p, representerar koncentrationen vid membranets yta vid x = 0 och x = h, dar h star for
membranets tjocklek. For att harleda parametrarna C,,q och C,,;, till donator- och aceptorsidorna
infors partitionskoefficient, K, se ekv.3.

K = Cno/Cq = Cun/Cq (3)

Dar C,och C; ar koncentrationen i 16sningen pa respektive sida, aceptor och donator. Mangden
substans som diffunderar ar, jamfort med volymen pa donator och aceptorsidan, liten.
Koncentrationerna pa de olika sidorna definieras darfor enligt ekv. 4 och 5.

Co=Mqg—M)/V, (4)

Cqg=WMg—M)/Vy (5)



Dar M, och M, éar halten diffusionssubstans vid respektive sida vid tiden t = 0, I/, och V; ar volmen
av de olika sidorna och M ar masskillanden. Insattning av ekv. 2,3,4 och 5 i ekv. 1 ger ekv.6.

DKS ,Mgq—M Mg —M

aM/dt === (= 7

) (6)

Integration av ekv. 6 samt insdttningavatt I, =V; =V och M, = 0 fas ekv. 7.

22t = —In(Mg — 2M) /My (7)

Da M, /V ar koncentrationen i I6sningen i donator sidan vid tiden t = 0 och M /V &r koncentrationen
i acceptorsidan omvandlas ekv. 7, se ekv. 8. | ekv. 8 inférs dven att P = DK/h, dar P ar
permeabilitetskoefficient.

2PS Co —2C,
v Co

(8)

Permeabilitetskoefficienten kan erhallas genom en graf av - In[(C, — 2C,)/C,] mot tiden. (18)

Figur 2 visar en graf av -In[(Cy, — 2C,)/C,] mot tiden for en film av NCC med glycerol (23 %).
Permeabilitet blev 2,24 - 10~ m?2/s, vilket &r ett rimligt varde fér att cellulosamembran. (23) Det
faktum att matningen endast genomfdrs under ca 20 min, eftersom filmen sedan I6stes upp av
vattnet, visar pa att ren NCC ar olampligt som membranmaterial i lakemedelsformuleringar. En
annan orsak till osdkerhet i resultaten av permeabilitetsundersokningen ar den tveksamma

linjarregressionen, da r? = 0,89.
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Figur 2. Linjarregression éver permeabilitetsmatning pa film av NCC.
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