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Sammanfattning

I strdvan mot ett hallbart samhille ligger det intresse i att minska beroende av olja
och andra fossila ravaror for att tillgodose behovet av energi, kemikalier och material.
For att uppna detta maste forst och framst virdet i att undersoka férnyelsebara ravaror
uppméirksammas. Ett biomaterial som har uppvisat intressanta egenskaper liknande de
hos dagens oljebaserade produkter &r hemicellulosa.

Syftet med projektet var att utarbeta en extraktionsprocess for hemicellulosa ur en
utvald ravara samt att modifiera en del av den extraherade hemicellulosan. Under pro-
cessen tillimpades en férsoksplanering, sa kallad faktorial design (2°%), for att skapa en
modell 6ver extraktionen. Tre parametrar i modellen optimerades varav tva visade sig
vara signifikanta.

Med hjélp av analysmetoderna IR och 'H-NMR péavisades det att arabinoxylan extra-
herats fran kornskal. Samma metoder visade ocksa en viss forekomst av lignin kovalent
bundet till arabinoxylan i det extraherade materialet. Med diskussion har det faststéllts
att nirvaro av cellulosa i det erhallna materialet kunnat uteslutas. Vidare erholls utbyten
av hemicellulosa mellan 1.35g och 2.23 g fran ursprungliga 10 g startmaterial.

Den lyckade modifieringen av arabinoxylan som utférdes resulterade i ett annorlunda
utseende och kemisk struktur. En kemisk modifiering innebér att det &r mojligt att dndra
fysikaliska egenskaper hos materialet och ddrmed utoka hemicellulosans anviningsomra-
den.

Abstract

In the quest towards a sustainable society it is in everyone’s interest to reduce the
dependence on oil and other fossil raw materials. To achieve this first of all attention must
be given to the value in exploring renewable substitutes. A biomaterial that has shown
interesting properties, similar to those of today’s oil-based products, is hemicellulose.

The purpose of the project was to develop a method for extraction of hemicellulose
from a selected raw material and to modify a portion of the extracted hemicellulose. The
extraction process was performed under the influence of an experimental design, so called
factorial design (2*), to create a model over the extraction. Three parameters of the model
were optimized, two of which proved to be significant.

With the use of the analytical methods IR and 'H-NMR, it was detected that ara-
binoxylan was successfully extracted from barley husks. With the same methods it was
confirmed that some lignin, covalently bound to arabinoxylan, was present in the extracted
material. With discussions it has been claimed that the presence of cellulose in the extrac-
ted material could be excluded. The extracted hemicellulose resulted in yields between
1.35g and 2.23 g from initial 10 g starting material.

The successfully performed modification of arabinoxylan resulted in a material with
different appearance and chemical structure. A chemical modification indicates that it is
possible to change physical properties and expand the number of applications for hemi-
cellulose.
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1 Introduktion

Idag tillgodoses vara behov av energi, kemikalier och material till stor del av petroleum och
naturgas. Framtida kostnader for att tillverka produkter av dessa fossila ravaror kommer att cka
i och med att konkurrensen fér den aterstaende oljan och naturgasen blir allt storre. Dessutom
har efterfragan for mer miljovéanliga alternativ tilltagit i och med dkad medvetenhet for miljo-
och klimatpaverkan bland konsumenter och beslutsfattare. Denna utveckling har kraftigt ckat
incitamenten for att utveckla ny miljovénlig produktion [1].

For att kunna 6verga till ett mer héallbart samhélle maste ménniskan bland annat ta bétt-
re hand om ravaror och minska sitt avfall. En global trend som leder denna utveckling &r
Overgangen till biobaserade ravaror som kan tillgodose vara behov av energi, kemikalier och
material pa ett nytt och fornyelsebart vis [2].

Med nya tekniker och metoder dppnas mojligheten for fler fornyelsebara ravaror att ersét-
ta petroleum i bland annat plaster och kompositer. Plastférpackningar &r idag det framsta
verktyget for att bevara vara livsmedels produktkvalitet och for att forlinga dess hallbar-
het. Samtidigt ar syntetiskt forpackningsavfall problematiskt ur flera avseenden, kanske framst
ekologiskt. Av denna anledning undersdks lipider, proteiner och polysackarider intensivt som
filmbildande material [3].

Genom att battre hushalla med fornyelsebara ravaror i befintliga produktionsfloden skul-
le en stor miljovinst kunna uppnas. Ett exempel pa detta &ar outnyttjad hemicellulosa som
aterfinns i stora kvantiteter i flertalet industrier med anknytning till skogs- och lantbruk, till
exempel i sulfatmassabruk som idag bryter ner och férbrinner hemicellulosa under produktion
av pappersmassa [4]. Trots att hemicellulosa utgor 20-30 viktprocent av ravarans torrmassa
separeras den fran pappersmassan och brianns slutligen upp i processens sodapanna [5].

Hemicellulosa ar en av de tre grupper polymeriska bestandsdelar som férekommer i cellvég-
gen hos vixter, diar de tva andra &mnena &r lignin och cellulosa. Hur stor andel av vixtmassan
som utgors av hemicellulosa beror pa vilken del av viixten som analyseras och vilken art den
tillhor. Trad bestar typiskt av 20-35 viktprocent hemicellulosa [6] medan ettariga viixter har
visats innehalla sa mycket som 46 viktprocent, vilket gér hemicellulosa till en av de vanligast
féorekommande naturliga polymererna.

Extraherad hemicellulosa har en rad potentiella anvdndningsomraden. I sin polymeriska
form har hemicellulosa bland annat visat lovande resultat for framtida anvéindning inom pac-
ketering [7], ldkemedelsfriséittning i tablettform [8] samt hydrogeler, det vill séiga superabsor-
benter [9]. Dessutom skulle hemicellulosa kunna bearbetas for att erséitta en betydande andel
petroleumbaserade drivimedel och organiska baskemikalier [10], [11].

Manga forsok har gjorts for att extrahera hemicellulosa ur olika ravaror med olika metoder
och volymer [4], [12], [13], [14]. Ofta paverkar extraktionen av hemicellulosa andra produkter
som kan extraheras ur samma ravara. Sarskilt svart dr det att extrahera hemicellulosa utan
att paverka befintliga produkters kvalité och kvantitet. I exempelvis pappersmassabruk skulle
en extraktion av hemicellulosa skapa en konflikt mellan pappersmassans kvalité och méngd
atervunnen hemicellulosa. Dessa konflikter forsvarar hemicellulosans utveckling inom befintliga
industrier och da sérskilt storskaliga sadana, som papper- och massaindustrin [11].

For att undvika sérintressen har den hér studien fokuserat pa en ravara dir extraktionen
av hemicellulosa inte kommer i konflikt med andra befintliga intressen for ravarans anvind-
ning. Med detta i atanke har kornskal, som &r en restprodukt fran jordbruk med en hég halt
hemicellulosa, anvénts som ravara.

1.1 Syfte

Syftet med projektet dr att ur vald ravara extrahera polymerisk hemicellulosa. En modell ska
tas fram som beskriver hur utbytet av hemicellulosa beror av utvalda parametrar i syfte att cka
utbytet. En modifiering ska utforas for att fordndra hemicellulosans egenskaper och tillamp-
ningar. Extraktet ska karakteriseras med ldmpliga metoder. Karakteriseringen ska bekréfta att
hemicellulosa har extraherats, samt att modifieringen som utforts uppnatt onskat resultat.



1.2 Avgrinsningar

Valet av startmaterial begrénsades till en ravara fran lantbruks- eller skogsindustrin fér att
skapa ett resultat av intresse for svensk industri och forskning. Ravarans tillgénglighet 1 Sverige
resulterar dven i korta transportstrickor och ddrmed minskad miljopaverkan.

Forsoksdesignen som har anvints ar en 23 faktorial design. Antalet parametrar till forsoks-
designen begrinsades till tre stycken. Avgransningen géillande antalet ravaror och parametrar
var relevant eftersom ytterligare en ravara skulle innebéra 18 nya experiment. Undersékning
av ytterligare parametrar hade dven det tkat antalet experiment avsevirt. Hade fler ravaror
eller parametrar undersckts skulle det inneburit ett betydligt storre projekt &n vad som hade
rymts inom tidsramen.

Projektet syftade delvis till att undersoka vilka parametrar som &r signifikanta fér hemicel-
lulosautbytet och utifran detta bygga en regressionsmodell. Dock dras inga slutsatser gillande
de kemiska och fysikaliska processer som ligger till grund for parametrarnas effekt. Denna av-
gransning tar sin grund i att hemicellulosans sammanséittning skiljer sig at mellan ravaror och
att ravaran vid projektformuleringen inte var bestiamd. Detta tillsammans med att teoretiskt
ingaende litteratur pa omradet &r knapphéndig gor att atagandet bedémdes vara for stort.

Antalet modifieringar har begrinsats till en. For att fa en tydligare bild av potentialen hos
modifierad hemicellulosa krévs betydligt fler modifieringar och djupare analys av hemicellulo-
sans forvarvade egenskaper. Tid och utrustning har dock varit begrédnsande faktorer.

Karakterisering har frimst utférts med IR-spektroskopi, 'H-NMR. och *C-NMR. Fler ana-
lysmetoder hade gett en béttre forstaelse for det extraherade materialet, dock har tillgdnglighet
och tid begriansat karakteriseringen till de ovan ndmda metoderna. Polymerstorleken har inte
heller kunnat utvérderas da sadan utrustning inte varit tillgénglig.

Vidare har projektet inte studerat hur en eventuell uppskalning av extraktion samt modi-
fiering skulle kunna utforas.

2 Teoretisk bakgrund

I foljande avsnitt presenteras den teoretiska bakgrund som rapporten bygger pa. Inledningsvis
beskrivs de polymerer som bygger upp cellviggen hos véxter. Vidare presenteras teori tillho-
rande kornskal, extraktion av hemicellulosa samt modifiering av polysackarider, f6ljt av teori
bakom foérsoksplanering samt analysmetoder.

2.1 Biopolymerer i vixter

Vixtceller dr inneslutna av en cellviigg bestaende av olika typer av polymerer. Polymertypernas
struktur och méngd kan variera stort beroende pa vixtart, typ av vivnad, stadie i utvecklingen
och vilket viigglager som avses [15].

De vanligaste biopolymererna i vixtceller &r cellulosa, lignin och hemicellulosa, men det
forekommer dven andra dmnen sa som pektiner, proteiner, fetter samt vatten [16]. Forhallandet
mellan bestandsdelarna varierar mellan olika véxttyper [17].

Polysackarider ar kolhydrater som &r allmént féorekommande i vixtvarlden dar de fyller
olika funktioner, framst strukturgivning och energibevaring. Pa grund av deras funktionsbredd
anvands polysackarider inte bara inom livsmedelsindustrin utan &dven inom ett flertal andra
industrier [18].

2.1.1 Cellulosa

Cellulosa ar den vanligast férekommande biopolymeren i viixtceller déir den utgér ungefir 40%
av cellviggens torrvikt. Dess huvudsakliga funktion dr att ge viixter stabilitet och styvhet [19].

Cellulosa ér en vildefinierad grupp polysackarider som endast skiljer sig at med avseende pa
polymeriseringsgrad och kristallinitet. Cellulosapolymerer &r homogena, vilket innebér att hela
polymeren &r uppbyged av likadana monomerer [20]. Polymerkedjorna bestar av langa kedjor
av D-glukos som #r ihopkopplade via (-1,4-bindningar, se Figur 1. Kedjorna kan forekomma



helt utstriackta, dar varje glukosmolekyl dr vinklad 180° mot nésta. Detta gor att de kan forma
bindningar inom och mellan kedjorna, nagot som ger cellulosan dess stabiliserande egenskaper
[21]. Cellulosa &r olosligt i vatten och flertalet andra poléra losningsmedel pa grund av de starkt
verkande inter- och intramolekyléra interaktionerna inom fibernétverket [18].

OH OH
OH OH o
HO O _HO o
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Figur 1: Tva sammanlénkade D-glukosmonomerer som utgor den repetativa enheten for cellu-
losa.

2.1.2 Lignin

Efter cellulosa anses lignin vara den vanligaste férekommande biopolymeren [22]. Andelen
lignin i véxtmaterial varierar mellan 18-35 viktprocent. I véxter fungerar lignin framférallt
som mekaniskt stod genom att nitverk av ligninfibrer binder till cellviggarna och pa sa vis
forankrar cellerna [23].

Lignin bestar av korta linjira enheter av fenylpropan som tvérbinds genom linkar av gly-
cerolaryleter. Monomererna i lignin ansluts via eter- och C-C-bindningar vilket ger upphov
till en komplex tredimensionell struktur [22]. Lignin &r en stor biopolymer som huvudsakligen
bestar av starka ester- och fenylgrupper, vilket gor det svarlosligt i néistan alla 16sningsmedel
och komplicerar separation fran évriga biopolymerer [24].

2.1.3 Hemicellulosa

Begreppet hemicellulosa myntades under sent 1800-tal for att sérskilja en grupp polysackarider
fran cellulosa. Initialt antogs dessa vara strukturellt och kemiskt besldktade med cellulosa men
det fastslogs senare att hemicellulosa dr en grupp polysackarider med en sammanséittning,
struktur och biosyntes som skiljer sig fran den hos cellulosa [16].

Hemicellulosa &r till skillnad fran cellulosa inte ett lika véldefinierat begrepp. Hemicellu-
losapolymerer ér betydligt kortare dn cellulosa och &r heterogena, vilket innebér att polymer-
kedjorna byggs upp av en kombination av olika monomerer. Hemicellulosa binder till cellulosa
med vétebindningar. Dessutom binder hemicellulosa kovalent till lignin genom esterbindningar
till acetylenheter och hydroxikanelsyror [20].

Hemicellulosa delas in i fyra 6vergripande grupper; xylaner, mannaner, "mixed linkage”-
B-glukaner och xyloglukaner. Grupperna skiljer sig at i vilka typer av sidokedjor de har och
hur ofta dessa forekommer pa ryggraden. Xylaner dr den vanligaste typen av hemicellulosa
framforallt i 16vtriad och ettariga plantor, medan mannaner ér vanligast i barrtriad. "Mixed
linkage”-B-glukaner forekommer marginellt i sddesslag och xyloglukaner aterfinns i kirlvixter
[25].

2.2 Kornskal

Korn &r ett robust sidesslag som odlas vid olika arstider beroende pa klimat. I Sverige odlas
den framst pa varen men kan i de sédra delarna av landet dven odlas pa hosten [26]. Ungefir 13
viktprocent av kornet utgors av dess skal, som i sin tur bestar av 30 viktprocent hemicellulosa.
Skalet saknar niringsvérde for ménniskan [27].

Den huvudsakliga hemicellulosan i kornskal &r arabinoxylan, som strukturellt bestar av
en linjir ryggrad av xylan med monomeriska férgreningar. De individuella sidoférgreningarna



bestar for det mesta av a-L-arabinofuranos men dven 4-O-metyl-a-D-glukuronsyra forekom-
mer. Dessa dr sammanldnkade med O-glykosidbindningar till polymerens ryggrad, se Figur
2. Pa ryggraden av xylan forekommer dven disackarid- och trisackaridrester bestaende av 2-
O-D-xylopyranosyl-a-L-arabinofuranos, eller sma méngder av andra terminala rester, sasom
galaktos eller glukos bunden till arabinofuranisylgrupper. Det forekommer &ven disackarid-
och trisackaridrester bestaende av 2-O-D-xylopyranosyl-a-L-arabinofuranos, eller sma méng-
der av andra terminala rester, sasom galaktos eller glukos bundet till arabinofuranosylgrupper
pa ryggraden av xylan [28].
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Figur 2: Struktur 6ver arabinoxylan. Sammanldnkade enheter av xylos utgor ryggraden i po-
lymeren och sidoférgreningarna bestar for det mesta av enkla arabinosenheter men dven glu-
kuronsyra forekommer.

2.3 Extraktion av hemicellulosa

I relation till de tva andra stora grupperna av biopolymerer innefattas hemicellulosa av en
betydande diversitet. Diversiteten i kombination med den historiska bristen pa anvindnings-
omraden har lett till bristande kunskap vad géller separation- och extraktionsmoment. Metoder
fran litteraturkéllor skiljer sig ocksa avsevirt at beroende pa var informationen adr hamtad. Kri-
terierna for renhet dr heller inte likformiga [29].

Vid extraktion av hemicellulosa ur véxtceller finns det ett antal komponenter som hemicel-
lulosan behover separeras fran. Dels behover fetter i cellmembranet 16sas upp, nagot som kan
utforas genom en mild forbehandling med syra [7]. Dessutom behéver lignin avligsnas. Det
finns olika metoder for delignifiering, exempelvis genom behandling med natriumklorit. Natri-
umkloriten verkar genom att bryta ned lignin samt bindningar mellan lignin och kolhydrater.
Delignifieringen sker ofta vid forhojda temperaturer da det dkar reaktiviteten hos det deligni-
fierande medlet [30]. Nér fetter och lignin avldgsnats extraheras hemicellulosa ldmpligast med
basiska medel [7]. Cellulosans kristallstruktur luckras upp och molekylen svéller under alkaliska
betingelser [31]. Kovalenta bindningar bryts endast upp i en mindre utstrickning och cellulosan
forblir olosligt 1 vatten, till skillnad fran méanga av hemicellulosorna [18]. Cellulosa kan déarfor
avldgsnas fran hemicellulosa genom filtrering.

2.4 Modifiering av polysackarider

For att utoka hemicellulosans anvindningsomraden dr det av stor vikt att kunna #ndra dess
egenskaper genom kemisk modifiering. Katjoniserad hemicellulosa har undersckts som poten-
tiell tillsats i pappersmassaindustrin, som flockningsmedel, som jonbytare samtidigt som den
har uppvisat antimikrobiella egenskaper [32].

Katjoniserade polysackarider dr redan tillgingliga pa marknaden, exempelvis katjoniserad
stirkelse och cellulosa. Dessa anvinds inom manga industrier sasom pappers-, kemikalie-, mat-,
kosmetika-, och likemedelsindustri. Mangden anvindningsomraden beror pa deras unika egen-
skaper i kombination med lag kostnad, att de &r biologiskt nedbrytbara och att de har lag
toxicitet [32]. En vanlig katjoniseringsprocess kan ske genom att polymeren far reagera med ett
katjoniskt reagens under alkaliska betingelser. Detta resulterar i en katjongrupp vid polymerens
ryggrad genom foretring av hydroxylgrupper [33].



I manga fall anvands en epoxykemikalie, till exempel 2,3-
epoxypropyltrimetylammoniumklorid (EPTMAC). I Figur 3 visas en generell katjonisering
med EPTMAC. Tack vare den laga bindningsvinkeln for syre i epoxypropylgruppen éir detta
dmne reaktivt och limpar sig for den hir typen av modifiering [32].
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Figur 3: Schematisk bild 6ver reaktion mellan polysackarid och EPTMAC.

2.5 Forsoksplanering

Syftet med en forsoksplanering &r att underséka hur stor inverkan olika ingaende parametrar
har pa resultatet av ett experiment. Inledningsvis véljs vilka parametrar som skall undersokas,
och de tilldelas ett hog- och ett lagvirde var. Samma experiment upprepas sedan flera ganger,
och varje iteration av experimentet har en unik kombination av hog- och lagvarden pa paramet-
rarna. Hur manga ganger experimentet maste upprepas beror dels pa hur manga parametrar
som ska undersokas och dels pa vilken typ av forsoksdesign som anvinds. Nar experimenten
utforts ar det mojligt att fastsla vilka parametrar som har en signifikant effekt, samt att stélla
upp en regressionsmodell som beskriver resultatet som en funktion av parametrarna.

2.5.1 23 Faktorial Design

Tabell 1: Generell designmatris for 23 Faktorial Design.

Forsck I A B C Etikett
1 + - - - @1

2 + + - - a

3 + - + - b

4 + + + - ab

5 + - - + c

6 + + - + ac

7 + - + + be

8 + + + + abc

I forsoksdesignen 23 faktorial design utfors atta grundliggande experiment for att undersoka
tre parametrar A, B och C. Uppldgget pa dessa atta experiment askadliggors schematiskt i
Tabell 1. Den forsta parametern ”I” &r ett intercept nodvéndigt for att passa in modellen i y-
led. I designmatrisen betecknas en parameters hogvirde av "+, och lagvirde av ”-”. Etiketten
betecknar vilken parameter som har sitt hogvirde i forsoket. En enkel regressionsmodell kan
utifran denna design stéllas upp pa formen

y = Bo + Biz1 + Bawa + B3z + € (1)

dér y representerar métresultatet, x; representerar den kodade variabeln for parametern i
kolonn 7 i designmatrisen; exempelvis motsvarar x; hir parameter A. Att variabeln ar kodad
innebér att den skalats till att anta ett lagvirde pa -1 och ett hogviarde pa +1. Regressionsko-
efficienten f3; representerar effekten av variabel x; [34]%.



2.5.2 Effekter

Den genomsnittliga effekten av en parameter A, B eller C kan berédknas enligt

A:%[a+ab+ac+abcf(l)fb—cfbc} (2)
n
1
B = _-[b+ab+be+abe— (1) —a—c—ad ®)
C:%[C—i—ac—kbc—kabc—(1)_"_6_“0} )
n

dér n betecknar antalet replikationer av designen, a betecknar resultatvirdet av forsck
a, ab beteckar resultatvirdet av forsok ab och sa vidare. Effekten A definieras alltsa som
den genomsnittliga skillnaden i resultatvirde mellan de forsék diar A har ett hog- respektive
lagvarde. Pa ett liknande sétt kan eventuella interaktionseffekter berdknas. En interaktion sker
da effekten av en faktor beror av virdet pa en annan faktor. Interaktionseffekten AB kan saledes
definieras som den genomsnittliga skillnaden mellan effekten A vid de tva olika virdena for
B. Vidare kan interaktionseffekten ABC' definieras som den genomsnittliga skillnaden mellan
effekten AB vid de tva olika virdena pa C. Det dr mojligt att utoka designmatrisen i Tabell 1
sa att den innefattar interaktionseffekter, vilket kan ses i Tabell 2.

Tabell 2: Designmatris med interaktionseffekter.

I A B AB C AC BC ABC
v + - - + -+ + -
a + + - - - - + +
b + -+ - -+ - +
ab + + + + - - - -
c + - - + + - - +
ac.  + + - - + + - -
bc + - + - + - + -
abc + + + + + + + +

Notera att tecknen for en interaktionseffekts kolonn beriknas som produkten av tecknen
hos dess ingaende huvudeffekter.

Det &r nu mojligt att stélla upp en regressionsmodell som tar hansyn dven till interaktions-
effekterna enligt Ekvation 5 [34]®.

y = Bo + frx1 + Paxa + Pr2x1T2 + B3z + fi3x123 + B23Taxs + S123T1T2T3 + € (5)

2.5.3 Variansanalys

For att kunna stélla upp en modell som kan forutse resultatvirden maste forst de effekter som
faktiskt har en signifikant verkan identifieras. Detta gors med en wariansanalys. Den totala
variansen i en forsoksserie beriknas med kvadratsumman 6ver resultatvirdena enligt Ekvation

6

SSr =Y (yi —9)° (6)
K3

dir 7 dr det sammanlagda genomsnittet for y [34]°. For att beriikna variansen som de olika
effekterna bidrar med behover deras kontraster berdknas. I Ekvation 2, 3 och 4 kan kontrasterna
ses som kvantiteterna inom hakparanteserna, och kontrasterna for interaktionseffekterna kan
berdknas pa samma sitt utifran Tabell 2. Effekternas kvadratsummor beriknas enligt Ekvation
7, och saledes kan den generella ekvationen, 8, stdllas upp, dér den sista termen SSg star for

kvadratsumman av residualen.



(Kontrast)?

SSr =854+ 55+ SSap + SSc +S5Sac +SSpc + SSapc + SSE (8)

En overskadlig ANOVA-tabell (se Tabell 3) kan nu stéllas upp for variansanalysen. ANOVA
star for analysis of variance [34]°. Mean square (MS) beréknas som kvadratsumman for ett
element dividerat med dess frihetsgrader, och genom att jamfora M S for en effekt med MSg
(mean square for residualen) fas effektens variansbidrag relativt den naturliga variansen. Det
resulterande Fy-vérdet jamfors med ett tabellvirde Fy, ., »,, dir o betecknar signifikansgraden,
0 < a < 1, vy representerar antal frihetsgrader hos téljaren och vo &r antal frihetsgrader hos
namnaren.

SS =

Tabell 3: ANOVA-tabell.

Killa Kvadratsumma  Frihetsgrader Mean Sqare Fjy

A SS4 1 MS4 MS4/MSg

B SSp 1 MSg MSp/MSg

C SSe 1 MSe MSe/MSg
AB SSap 1 MSap MSsp/MSg
AC SSac 1 MSac MSsc/MSg
BC SSpc 1 MSpe MSpc/MSg
ABC SSasc 1 MSape MSABc/MSE
Error SSg 2F(n —1) MSg

Total SSt n2k —1

Ett hypotestest for varje modell kan nu formuleras enligt
Hy:B1=p=---=P123=0 9)

Hy : B # 0 for minst ett (10)

Hy forkastas i det fall dar Fy > F, 4, 4,, och effekten inkluderas i regressionsmodellen. I
de fall da Fy < Fy v, 0, kan inte Hy med sékerhet forkastas, vilket &r likvéirdigt med att ingen
effekt kan observeras, och dessa utesluts ur modellen [34]*°.

2.5.4 Tilldgg av central- och axialpunkter

Regressionsmodellen som tas fram i Ekvation 5 kan inte beskriva ett forlopp som ¢kar kvadra-
tiskt med ndgon variabel. En generell sadan modell for ett sadant férlopp som beror av tre
parametrar beskrivs i Ekvation 11.

3 j=3 3
Yy =ﬂ0+25il‘i+225ijxi$]’ +Zﬂn‘$?+€ (11)
i=1 i<j i=1

dér (;; beskriver rent kvadratiska effekter. En effektiv metod for att underséka huruvida
forloppet som modelleras har kvadratiska effekter ar att lagga till centralpunkter i forsoksde-
signen. Detta gors praktiskt genom att utfora ne ytterligare experiment, diar 3 < ne, med
samtliga parametrar satta till sitt medelvirde, det vill sdga mitt emellan hog- och lagvirdet
med kodade koordinatvirden (0,0,0) for tre parametrar. o betecknar genomsnittsresultatet
vid centralpunktmétningarna och g betecknar genomsnittsresultatet vid de atta ursprungli-
ga experimenten. Om o — §r ~ 0 innebér det att centralpunkterna ligger nira planet som
passerar genom faktorialpunkterna. En sadan situation karakteriserar en linjér process, dér kur-
vaturen &r liten och eventuella kvadratiska effekter saledes kan forsummas. Att [go — gr| > 0
antyder en betydlig kurvatur, vilket foreslar kvadratiska effekter. For att sakerstélla statistiskt
att kvadratisk kurvatur forekommer kan ett hypotestest likt det i Ekvation 9 och 10 utforas.



Det forsta steget dr da att berdkna en kvadratsumma med en frihetsgrad for rent kvadratisk
kurvatur, vilket gors enligt

= = 32
SSPure quadratic — nFn5£yi nCyC) (12)
dér np dr antal faktorialpunkter, det vill sdga forsoken som foregar centralpunkterna. Ef-
tersom centralpunkerna replikeras utan att nagra parametervirden fordndras dr de lampliga
att anvinda for att ge ett bra matt pa den naturliga osikerheten, M Spr med frihetsgrader

nc — 1, dar PE star for Pure Error. Denna kan beriknas enligt

SS Z entralpun er(yi_gC)Q
e (13)

SSpure quadratic = M Spure quadratic kan infogas i ANOVA-tabellen (Tabell 3), och ett hy-
potestest likt det som utférdes i Ekvation 9 och Ekvation 10 kan formuleras enligt

3

HO : Zﬁii =0 (14)
=1
3

H, - Zﬂ £0 (15)
=1

genom att forkasta Hy da Fy = MSpureguadratic -, Fy1no—1 och saledes konstatera att

MSpE
kvadratiska effekter maste tas i atanke.

En problematik uppstar vid formuleringen av en regressionsmodell med samtliga huvud-,
interaktions- och kvadratiska effekter likt den som beskrivs i Ekvation 11, efter 8 faktorial- och
ne centralpunktsmétningar. Modellen bestar av 11 odefinierade parametrar, men antalet unika
experimentpunkter uppgar endast till 9. Det &r i detta lige mojligt att utdka designen med
6 azialpunkter, placerade sa att de kodade variablerna befinner sig vid avstand v/3 och —v/3
fran centralpunkterna. En schematisk tabell 6ver de kodade parametervirdena for parameter
A, B och C i en design med 8 faktorialpunkter, 4 centralpunkter och 6 axialpunkter redovisas
i Tabell 4 [34]%.

Tabell 4: Schematisk tabell for design med faktorial- central- och axialpunkter.

Experiment A B C
1 1 1 1
2 1 -1 -1
3 -1 1 -1
4 1 1 -1
5 -1 -1 1
6 1 -1 1
7 -1 1 1
8 1 1 1
9 0 0 0
10 0 0 0
11 0 0 0
12 0 0 0
13 V3 0 0
14 -3 0 0
15 0 V3 0
16 0 —V3 0
17 0 0 V3
18 0 0 -3




2.5.5 Regressionsmodellering

Det &r mojligt att skriva om den regressionsmodell som presenterades i Ekvation 11 pa linjér
form. Ett godtyckligt exempel pa hur en sadan omskrivning sker visas nedan

y = o+ Biz1 + Paxa + fraxziTa + ﬁnx% + /3221“3 + €
= Bo+ prxy + Bowa + B3xz + Baxy + Bsxs + € (16)

dér B3 = 12, x3 = x1x9 och sa vidare. Denna omskrivning gor det mojligt att stélla upp
uttrycket

y=XpB+e (17)
dér:
(7 I zi1 - Z1g B1 €1
Y2 1 xo2 - T2k B2 €2
Yy = . aX = . . . . 7/8 = . , € =

Yn 1 Tn2 - Tnk Bn €n

Notera hér att X baseras pa den designmatris som valts (jamfor med Tabell 2), och att y;
ar matvérdet for parametervirden x; 1,252, ..., k. Det &r mojligt att skatta pa 3 enligt

B=(X'X)"'X"y (18)

och dérmed bygga en regressionsmodell enligt:

g=Xp (19)
En variansanalys pa regressionsmodellen och dess ingdende komponenter beriknas pa ett

liknande sétt som i kapitel 2.5.3, dér skillnaden &r att kvadratsummorna beridknas med linjér
algebra. Ett uttryck for SSg kan stéllas upp som

SSp =y'y—BX'y (20)

vilket hérleds ur att residualen for regressionsmodellen ges av

e=y—7 (21)

<:1 yi> (22)

n

SSt kan skrivas som:

SSr=y'y—

SSg, det vill siiga kvadratsumman av residualen, kan stéllas upp enligt

SSg = SSr—SSgp
SSp = SSr—SSg (23)
och en ANOVA-tabell kan stéllas upp enligt Tabell 5

dar k betecknar antalet § bortrdknat fBy. Genom att testa Fy mot Fy ;n—k—1 berdknas
hypoteserna

Hy @ B1=p02=--=p0,=0 (24)
Hy, : p; #0 for atminstone ett j (25)



Tabell 5: ANOVA-tabell for regressionen.

Killa Kvadratsumma  Frihetsgrader Mean Square Fj
Regression SSy k MSpg MSr/MSE
Error SSg n—k—1 MSg

Total SSt n—1

Hypotestester pa enskilda regressionskoefficienter dr nédvindiga for att kunna utesluta de
parametrar som #r insignifikanta. De hypoteser som ska testas ar da

Hy : B;=0 (26)
Hy : B;#0 (27)

I det fall Hy inte kan forkastas utesluts parameter z; ur modellen. Teststatistikan som
anvinds ar

o= 2L (28)

\/o%Cy
d&r en skattning av standardavvikelsen, betecknad &2, beriknas enligt

SS
5% =22F (29)
n—p
dér p = k+ 1. C}; 1 Ekvation 28 &r diagonalelementet i (X’X )~! som korresponderar mot
Bj. Vi kan forkasta nollhypotesen i Ekvation 27 i det fall [to] > tq /2 n—k—1-

2
adj’

_ SSg/(n—p)
SST/(n - 1)

Ett matt pa hur bra modellen passar, RZ ., kan beriknas enligt

R?,. =1

adj <3O>

diir 0 < R2,; <1 [34)°.

2.6 Analysmetoder

Tva vanliga analysmetoder inom biopolymerisk analys &r infraréd (IR) spektroskopi samt kéirn-
magnetisk resonans, pa engelska "Nuclear Magnetic Resonance” (NMR), som anvinds for att
karakterisera och identifiera molekylar sammanséttning. IR anvénds framst for att identifie-
ra funktionella grupper medan NMR ger information om kolvéiteskelett nédr det kommer till
uppbyggnad och struktur.

2.6.1 Infraréd spektroskopi

IR &r en analysmetod som anvénds for att identifiera olika typer av funktionella grupper i
organiska material. I denna metod utnyttjas det faktum att olika bindningar mellan atomer har
olika vibrationsfrekvens. Infraréd stralning har en vaglingd pa runt 1000 nm vilket motsvarar
ca 3 x 10 Hz vilket dr ungefir samma frekvens vid vilken molekyler vibrerar. Frekvensen i en
bindning &dr beroende av massan hos molekylens atomer samt bindningens styvhet. En molekyl
med latta atomer och en stel bindning har en hogre vibrationsfrekvens och absorbans sker dérfor
vid en hogre energi &n hos en molekyl med tyngre atomer och mindre stela bindningar. Da en
infrarod strale passerar genom provet och stralens frekvens 6verensstimmer med frekvensen
hos en viss bindning absorberas energi. I detta skede minskar intensiteten av stralningen som
nar detektorn, vilket avbildas pa ett IR- spektrum. Pa detta vis kan kovalenta bindningar och
funktionella grupper i ett &mne identifieras. Det &r dock svart att siga nagot om ett dmnes
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molekylstruktur med denna analysmetod och ofta kompletteras IR-spektroskopi med NMR for
att identifiera molekylstrukturer [35]%, [36]®.

Nagra av de karakteristiska bindningar och funktionella grupper som férvintas ge utslag
i ett IR-spektrum av arabinoxylan visas i Tabell 6, medan nagra av de funktionella grupper
som skiljer lignin fran 6vriga &mnen visas i Tabell 7. Cellulosa forviintas ge utslag vid samma
frekvenser som arabinoxylan, nagot som forsvarar sirskiljande av polymererna med enbart ett
IR-spektrum.

Tabell 6: Vagtal till nagra av de bindningar och funktionella grupper som aterfinns i arabinox-
ylan [37], [38]°.

Omrade cm~! Bindning Intensitet Foreningar i arabinoxylan

3600-3100 O-H Medium Koordinerat vatten

3550-3500 O-H Medium Fri OH, karboxylsyror (lag koncentration)
3550-3450 O-H Varierande och skarp  Intermolekyldrt bundna OH (dimer)
3400-3225 O-H Stark och bred Intermolykyldrt bundna OH (polymerisk)
3000-2815 C-H Svag till stark Olika kolvatebindningar

1720-1700 Cc=0 Stark Karboxylsyror

1440-1395 C-0 Svag Karbyxylsyror

1240-1070 C-0-C Svag C-O Etrar

1200-1000 C-OH Svag Alkoholer

Tabell 7: Vagtal till nagra av de bindningar och funktionella grupper som aterfinns i lignin
[37], [38]“.

Omrade cm~! Binding Intensitet Foreningar i lignin

3100-3000 C-H Svag till medium  CH i aromater

2835-2815 C-H Stark CH i metylethers (O-CH3)

1625-1585 Cc=C Stark till medium  Aromatiska/konjugerade bindningar i bensen
720-600 O-H Svag Fenoler

2.6.2 Kirnmagnetisk resonans

NMR ér en analysmetod som anvédnds for att fa information om molekylens struktur, det
vill sidga kol-viite-uppbyggnaden och dess skelett. Tekniken kan anvédndas fér alla atomslag
som uppvisar kdrnmagnetisk resonans. Karakteristiskt for dessa typer av atomkérnor ar ett
ojamnt antal neuroner och/eller ett ojimnt antal protoner. Beroende pa elektrondensiteten
runt atomkérnor far de spinn med olika frekvenser da de utsétts for ett starkt magnetfilt. I
ett NMR-spektrum visas signalerna fran dessa frekvenser som toppar. Vidare kan atomer ha
flera olika spintillstand. Vitekédrnan, som endast har tva spinntillstand, dr enklast att beskriva.
Néar kédrnan utsitts for ett starkt magnetfialt kommer dessa tva spinn att ordna sig antingen
parallellt till faltet eller anti-parallellt. Detta kommer att ge upphov till tva energinivaer som
vidare resulterar i att spektrumets toppar splittras beroende pa hur manga viten som sitter pa
niirliggande atomer. Sma molekyler som inte innehaller flera typer av vitekonfigurationer ger
ett sadant utslag i spektrumet att topparna ofta &r vilseparerade och relativt enkla att tolka.
For biopolymerer didremot finns det manga viiten i molekylen som ger nést intill identiska
utslag pa grund av identisk konfiguration. Féljden blir ett spektrum med manga 6verlappande
signaler och komplikationer vid faststéllandet av polymerens exakta struktur. Vanligtvis kan
det endast konstateras att den innehaller eller saknar olika typer av molekylfragment, vilket i
hemicellulosans fall skulle vara olika kolhydrater [35].

I ett 'H-NMR-spektrum visas toppar fér arabinoxylan vid 5.2-5.4 ppm och fér xyloser vid
4.4-4.7 ppm [39]. Vid 4.5 ppm och vid 5.2 ppm géar det dven att aterfinna glukostoppar, det
vill séiga cellulosa-fragment [40]. Slutligen visar sig aromatringar vid 7 ppm, nagot som &r
utmirkande for lignin [36]°.
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For att fa mer detaljerad information géllande struktur kan HSQC-NMR tillimpas. HSQC-
NMR ger ett 2D-spektrum dir 'H- och *C-NMR korrelerar [38]°. Vid katjonisering av poly-
sackarider gar det att tyda att kovalent bunden EPTMAC ger en signal i ett HSQC-spektrum
vid (3.1;85) ppm [40].

3 Materiel

Hemicellulosa extraherades ur kornskal som levererades i mald form fran foretaget Lyckeby
Culinar AB, Kristianstad. Torrhalten bestdmdes med hjilp av en IR-ugn, IR-35 Denver In-
struments, vid 160 °C. IR-analys genomfordes med Perkin Elmer Spectrum One instrument
med frekvenser mellan 500-4000 cm~!. Tabletterna till IR-analysen pressades med 0.3 g kali-
umbromid och 0.002 g av materialet som skulle analyseras. NMR utfordes pa ett Varian 400
System med frekvenserna 400 MHz foér protondetektion och 100 MHz for koldetektion. 'H-
NMR genomfordes med ett frekvensomfang pa 6410 Hz (16ppm), pulsvinkel 45°, temperatur
25°C och med atta genomforda pulser per prov. Som referenspunkt sattes vattensignalen till
4.8 ppm. 3C-NMR genomfordes med ett frekvenomfang pa 25000 Hz (250 ppm), pulsvinkel
45°, temperatur 25 °C och med 1024 pulser per prov.

Samtliga centrifugeringar under extraktionsprocessen utférdes med Thermo Scientific Hera-
eus Megafuge 40. Skakbadet som anvénts dr en OLS200, Grant. En viraduk av nylonfiber med
porstorlek 5 pm anvéndes vid filtrering av proverna. Dialysslangar som anvénts var Spectra/Por
2 membrane, MWCO: 12-14,000, spectrum laboratoris inc. Vakuumcentrifugeringen utfordes
med The Genevac Rocket™ Evaporation System.

Kemikalier som har anvints genomgaende utgors av 12.1 M saltsyra fran Sigma Aldrich
som spiddes till 0.05 M, 98% natriumhydroxid fran Eka Nobel som spiaddes till 4 M och 1
M, natriumborhydrid (NaBH,) fran Sigma Aldrich, 80% natriumklorit fran Sigma Aldrich och
100% é&ttiksyra fran Sigma Aldrich. Vid modifieringen anvindes EPTMAC fran Fluka.

4 Metod

Foljande avsnitt beskriver inledningsvis hur ravara valts ut. Vidare presenteras metod for
extraktion, dar dven forsoksplaneringens uppléigg beskrivs nédrmare. Avslutningsvis beskrivs
hur modifieringen utforts.

4.1 Val av ravara

Vid val av ravara betraktades aspekter som tillginglighet, miljopaverkan och nyttogérande.
Efter omfattande litteraturstudier valdes kornskal vilket dr en restprodukt fran jordbruksindu-
strin. Kornskal har idag fa anvéndningsomraden och att anvinda det for storskalig framtagning
av hemicellulosa riskerar inte att konkurrera med andra industrier. Exempelvis riskeras inte
delar av livsmedelsindustin att utkonkurreras, da kornskal inte innehar nagot néringsvérde for
ménniskan. Utover detta dr kornskal en lokal restprodukt, vilket minimerar transportstrickor
vid en eventuell industriell uppskalning av extraktionen.

4.2 Extraktion ur malt kornskal

Metoden for extraktionen #r baserad pa en artikel av Hoije.A et al. [7], ddr anpassningar
gjorts till befintlig utrustning samt den utformade forsoksplanen. En schematisk bild 6ver
extraktionen kan ses i Figur 4.

10g malt kornskal & 18 satser viigdes upp i rundkolvar och 100 ml 0,05 M HCI tillsattes
till vardera rundkolv. Proverna fick sta forslutna pa omrérning under 16 timmar. Dérefter
centrifugerades proverna under 15 minuter, 4300 rpm. Fiberpelleten sparades och tvittades
med 500 ml avjonat vatten genom en viraduk med hjilp av vakuumlfiltrering. De tvittade
fibrerna I6stes sedan i 100ml avjonat vatten. pH kontrollerades i vardera prov, varpa det
titrerades till ett pa forhand bestdmt virde (se Tabell 8) med hjilp av éttiksyra och NaOH.
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Nar pH justerats tillsattes NaClOs (se Tabell 8) och kolvarna sattes pa virmeplatta under
omrdrning med en given temperatur (se Tabell 8). Efter tva timmar fick proverna svalna
till rumstemperatur. Dérefter centrifugerades proverna var for sig, fiberpelleten sparades och
tvattades med 500 ml avjonat vatten pa samma sitt som efter den foregaende centrifugeringen.
En 16sning med 99.5 massprocent 1 M NaOH och 0.5 massprocent NaBH, forbereddes. Vid
varje enskilt forsok tillsattes sedan 100 ml av denna 16sning till fibrerna. Proverna sattes i ett
rumstempererat skakbad under 16 timmar och titrerades dérefter till pH 7 med hjélp av 12.1
M HCI och 4 M NaOH.

De neutraliserade proverna sattes pa dialys till dess att en jimviktskonduktivitet pa 12-20
pSm~! uppnatts. Produkten efter dialys tviittades ytligt med 50 ml avjonat vatten genom en
viraduk och genomflodet indunstades med hjilp av en vakuumcentrifug. Det torkade materialet
véigdes och utbytet beridknades.

o : . . 3. Delignifiering . Extraktion
Malt kornskal ~ 1- Forbeh?ndhng 2. pH-justering  a. Tillsats av NaClO2 4ﬁaOH+NaBH4 5. Dialys

HCI b. Varmebehandling -behandling

Figur 4: Schematisk bild 6ver extraktionsmetoden.

4.2.1 Forsoksplanering for extraktion

De tre parametrar som valts att variera i extraktionsprotokollet var pH-véarde i steg 2, méngd
natriumklorit i steg 3a samt temperatur i steg 3b (se Figur 4).

18 extraktionsforsok utfordes. Tabell 8 beskriver vilka virden de variabla parametrarna
hade vid varje forsok samt ordningen i vilken de utférdes.

Tabell 8: Experimentella virden for forsoksplaneringsparametrarna.

Experiment pH m NaClOs(g) T(°C)

1 4.5 2.60 82.0
2 3.5 2.60 82.0
3 4.5 1.80 82.0
4 3.5 1.80 82.0
5 4.5 2.60 68.0
6 3.5 2.60 68.0
7 45 1.80 68.0
8 3.5 1.80 68.0
9 4.0 2.20 75.0
10 4.0 2.20 75.0
11 4.0 2.20 75.0
12 4.0 2.20 75.0
13 4.9 2.20 75.0
14 3.1 220 75.0
15 4.0 2.89 75.0
16 4.0 1.51 75.0
17 4.0 2.20 87.1
18 4.0 2.20 62.9

Nér samtliga prover var fardiga anvindes métvirdena for att stéilla upp en regressions-
modell i MATLAB. Algoritmen som anvéndes finns tillgéinglig i Appendix C. Huvudeffekter,
interaktionseffekter och kvadratiska effekter beriknades. Genom att eliminera de effekter som
inte uppvisat signifikans kunde en regressionsmodell stéllas upp.
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4.2.2 Extraktionsfors6k med optimala parametervirden

Efter faststillandet av optimala parametervirden utfordes fem extraktioner baserade pa dessa,
dér pH-vérdet i steg 2 i Figur 4 sattes till 3.1 och méngd NaClO; i steg 3a i Figur 4 sattes till
3.02g.

Dessa prover utgick fran 20 g vatvikt malt kornskal vardera och utférdes enligt ordinarie
extraktionsprotokoll med 6vriga kemikalievolymer férdubblade. Industning av proverna skedde
med hjélp av rullindunstning f6ljt av ugnstorkning i 80 °C under 16 timmar.

4.3 Modifiering av hemicellulosa

Modifieringen utgick fran ett protokoll framtaget av Bigand V. et al. [33]. Hemicellulosa fran
prov 4, 6, 8, 14 och 18 (se Tabell 8) 16stes i avjonat vatten till en koncentration pa 45.5g17 1.
44 ml av 16sningen virmdes under 20 minuter, 41 °C. 10ml 1.66 M NaOH adderades och 16s-
ningen sattes pa omrorning vid 41 °C under ytterligare 20 minuter. Déarefter adderades 9.85 g
EPTMAC och 16sningen fick sta under radande férhallanden i fem timmar till.

Losningen fick svalna till rumstemperatur, varpa dess pH titrerades till 5 med HCIL. 150 ml
etanol tillsattes sedan droppvis for att filla ut den modifierade hemicellulosan. Losningen
filtrerades och tvittades med etanol, filterkakan torkades i ugn under 24 timmar, 80°C.

5 Resultat

I foljande avsnitt presenteras resultat fran torrhaltsbestdmning, extraktion och modifiering
samt resultat fran IR- och NMR-analyser.

5.1 Torrhaltsbestimning

I de 18 forsok som ingick i forsoksplaneringen extraherades hemicellulosa fran 10 g malt korn-
skal. Torrvikten pa startmaterialet for varje sadant forsok berdknades till 8.813 g utifran den
genomsnittliga torrhalten som bestdmdes till 88.13 massprocent.

5.2 Extraktion av hemicellulosa

Tabell 9 presenterar den erhallna massan for samtliga prover férutom prov 12, da inget be-
rdknat utbyte kunnat erhéllas fran detta. Massan presenteras som den totala massan efter
vakuumcentrifugeringen angiven i gram. Utbytet som anges i tabellen ges av kvoten mellan det
extraherade materialets massa och den ursprungliga torrviktsmassan.

14



Tabell 9: Resultat fran forsoksplaneringsprov.

Experiment Extraherad hemicellulosa (g) Utbyte (%)

1 1.79 20.3
2 1.80 20.4
3 2.09 23.7
4 1.60 18.2
5 2.04 23.1
6 1.75 19.9
7 1.82 20.7
8 1.70 19.3
9 1.68 19.1
10 1.58 17.9
11 1.50 17.0
12 N/A N/A
13 1.35 15.3
14 2.14 24.3
15 1.75 19.9
16 2.23 25.3
17 1.50 17.0
18 1.80 20.4
Genomsnitt  1.77 20.1

Ur samtliga avslutade extraktionsforsck erholls ett filmbildande material med plastliknande
egenskaper, se Figur 5. Férgen pa materialet varierade mellan en ljust gul nyans och en morkare
brun nyans, se Figur 6. Samtliga prover var 16sliga i vatten.

Figur 5: Extraherad och torkat material med filmbildande egenskaper.
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Figur 6: Skillnad i nyans mellan extraherade prover som é&r 16sta i deuteriumoxid innan analys
med 'H-NMR.
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5.2.1 Analys av extraktionsprover

I Figur 7 visas en graf 6ver samtliga provers normerade IR-spektrum. De &r normerade genom
att transmittansvirdena for varje prov delats med det hogsta transmittansvérdet i métserien.
Samtliga prover i férsoksserien har toppar vid samma vagtal, och f6ljer en tydlig trend.

Samtliga IR-spektrum visar en bred topp vid omradet 3000-3500 cm ™! nagot som indikerar
en blandning av O-H bindningar samt koordinerat vatten. En mindre bred topp mellan vagtalet
2925-2850 cm ™! tyder pa olika C-H bindningar i materialet. En stark topp vid 1630 liknar bist
de utlsag som konjugerade C-C-bindningar i bensenringar uppvisar. Den utbredda toppen vid
1000-1200 cm ™1 talar for C-O bindningar som alkoholer och etrar ger utslag till (se Tabeller 6
och 7).

I Figur 8 visas ett NMR-spektrum fran prov 4. Da samtliga NMR-spekra visar samma
toppar exemplifieras ett utvalt spektrum, varav spektrumen fran prov 1-3 och 5-18 exkluderat
12 visas under bilaga B.1. I spektrumet gar det att urskilja en tydlig topp vid 4.6-4.8 ppm.
Dessa toppar visar dndgrupperna pa xylan. Tva toppar vid 5.2-5.4 ppm visar pa att provet
innehaller arabinoxylan. Da ingen synlig topp erhallits vid 7 ppm tyder detta pa att det ej
finns lignin i provet.

e
@

Normerad transmittans
1
&

——Prov 12

o
=

—Prov13

—Prov 14

Prov 15
02

— Prov 16
Prov 17

Prov 18

4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
Véagtal [1/cm]

Figur 7: Normerade IR-spektrum fér samtliga prover i férscksplaneringen.
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Figur 8: NMR-spektrum &ver extraherad hemicellulosa fran prov 4.

5.2.2 Regressionsmodellering

Miéngden extraherad material (se Tabell 9) anvéndes tillsammans med parametervirderna i
Tabell 8 for att erhalla f6ljande modell:

MHemicellulosa = 0.96305 — 0.3226pH — 3.45675myNqci0, + 0.745m?\,a0102 (31)

Ekvation 31 beskriver det signifikanta sambandet mellan parameterviarden och utbyte. Be-
rikningarna i Ekvation 32 visar att parametervirdena har en signifikansgrad pa 95%, och
Ekvation 34 visar att modellen dr signifikant till 99%.

\to\—f0.95,13250 = 32.8253 (32)
f1 = 2.2853
Be = 0.0277
Boo = 1.2771
R?> = 0.6903
R, = 0.6189 (33)
Fy(modell) — Fy.99,3,13 = 3.9202 (34)

Temperaturen visade sig vara insignifikant vilket kan styrkas om parametern aterinfors i
MATLAB-koden i Appendix C. Statistiska testresultat redovisas i Ekvation 32, 33 och 34. Sta-
tistiska berékningar samt regressionsmodellering gjordes i MATLAB, algoritmen som anvéndes
finns tillgénglig i Appendix C.

I Figur 9 visualiseras Ekvation 31 som en konturgraf. Utbytet material nar ett maximalt
véarde vid pH 3.1 och 1.5g NaClO,. I Figur 10 visas samma funktion som en tredimensionell
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yta dér kvadratiska effekter av NaClOq syns tydligt. Figuren redogor ocksa for resultaten efter
de 18 utforda extraktionsforsoken. Virden pa pH och méngden NaClO4 for samtliga punkter
visas i Tabell 8. Méngd extraherat material for varje punkt redovisas i Tabell 9.

Hernicelulosa

Makri urnklorit

4
pH

Figur 9: Konturgraf 6ver den ej kodade regressionsmodellen. Ytan beskrivs av Ekvation 31.
"Natriumklorit” asyftar dess massa i gram och "Hemicellulosa” syftar pa extraherat material i

gram.
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Hermnicelulosa

2.5

pH Makriurnklorit

Figur 10: Regressionsyta med extraktionsresultat. Ytan beskrivs av Ekvation 31 och extrak-
tionsresultaten visas individuellt som bla cirklar. "Natriumklorit” asyftar dess massa i gram
och "Hemicellulosa” asyftar extraherat material i gram.

5.2.3 Optimering

Tabell 10 visar massan extraherat material fran de prover som dmnade att verifiera model-
len. Det teoretiska maximala vérdet enligt modellen var 4.87g per 20g startmaterial. Det
genomsnittliga virdet uppnadde 86% av det férvintade viérdet. Torrvikten fér samtliga opti-
mumprover var 17.63 g. Utbytet som anges i tabellen &r kvoten mellan materialets massa och
torrviktsmassa pa proverna. Resultaten for Optl och Opt2 forkastades da de bedomdes inte
vara tillforlitliga.

Tabell 10: Resultat fran optimeringstest.

Prov Extraherad hemicellulosa (g) Utbyte (%)
Optl N/A N/A
Opt2 N/A N/A
Opt3 3.93 22.3
Opt4 3.98 92.6
OptH 4.64 26.3
Genomsnitt  4.18 23.7

5.3 Modifiering

Vid modifieringen erholls ett ljust pulveraktigt material som till skillnad fran ursprungsmate-
rialet inte var filmbildande (se Figur 11). NMR-spektrum for materialet visas i Figur 12. Precis
som i de omodifierade proverna syns tydliga toppar vid 4.6-4.8 ppm vilket tyder pa att provet
innehaller xyloser. De tva mindre topparna runt 5-5.4 ppm indikerar sérskilt férekomsten av
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arabinoxylan. Ett utslag som ej finns i nagot av de omodifierade provernas NMR-spektrum é&r
den topp som &r synlig vid 3.2 ppm.

Figur 11: Det icke filmbildande modifierade materialet.

I Figur 13 visas ett normerat IR-spektrum 6ver det modifierade provet samt de enskilda
omodifierade proverna innan de blandades och modifierades. Hér gar det ej att urskilja nagra
storre skillnader i topparna fére gentemot efter modifieringen skett.

HSQC-NMR-spektrumet i Figur 14 visar en topp vid (3.1; 85) som pavisar att det finns
kovalent bundet EPTMAC.

Det utfordes dven en analys med *C-NMR, men det gick inte att urskilja nagot av virde
ur den (se Figur 31 i Appendix B.2).
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Figur 12: NMR-spektrum 6ver modifierat arabinoxylan.
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Figur 13: Normerat IR-spektrum fér modifierat arabinoxylan och ursprungsprover.
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Figur 14: HSQC-spektrum 6ver modifierad hemicellulosa, dir pilen markerar den relevanta
toppen.

6 Diskussion

I foljande avsnitt diskuteras resultaten som presenterats under avsnitt 5.

6.1 Karakterisering av extraherat material

Hemicellulosor &r heterogena polymerer med varierande lingd och méanga forgreningar, vilket
kan komma att paverkas av extraktionsférhallanden. Trots detta gar det att ur IR-spektrumet
i Figur 7 urskilja en tydlig trend mellan de 18 forsoken vilket visar att samtliga prover har
liknande sammanséttning. Den varierande transmittansen som skiljer proverna i grafen kan
forklaras av skillnader i homogenitet i de tabletter som skapades till IR-analyserna.

Arabinoxylan och cellulosa innehaller olika O-H-bindningar i form av alkoholer vilka for-
véntas ge utslag i ett IR-spektrum. Dessa kommer att koordinera vatten runt arabinoxylan och
cellulosa. Det koordinerade vattnet tillsammans med OH-grupperna bundna till polymererna
kan forklara de breda utslagen vid 3600-3100 cm ™', se Figur 7 samt Tabell 6.

Utslaget vid 3000-2800 cm ™! pavisar flertalet olika C-H-bindningar. Viteatomer bundet
till kol &r nérvarande i bade cellulosa, lignin och hemicellulosa, vilket gor det svart att dra
slutsatser fran detta utslag.

Enligt Tabell 7 skulle nidrvaro av aromatiska C-C-bindningar ge ett mattligt till kraftigt
utslag vid 1625-1585 cm ™. Utslag vid 1630 cm ™! i Figur 7 kan forklaras med C-C-bindningar
i bensen, vilket dr en forening som kinnetecknar lignin. Det dr didremot svart att siga nagot
om ligninets kvantitet i proverna fran ett IR-spektrum.

Utslaget mellan vagtalen 1200-1000 cm ™! #r nagot vagt i vissa prover, men skulle kunna
beskrivas av C-O-bindningar i olika eterformationer och alkoholer som finns nérvarande i bade
arabinoxylan och cellulosa.

Sammanfattningsvis gar det inte att utesluta ndrvaron av lignin med hjéalp av IR-
spektroskopi, da C-C-bindningar som ger utslag for lignin pavisats. Vidare gar det heller inte
att utesluta nirvaron av cellulosa genom IR-spektroskopi, da utslag som indikerar bindningar
typiska for cellulosa och arabinoxylan sammanfaller.
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Analys med 'H-NMR (se Figur 8) visar en tydlig topp vid 4.7 ppm, samt tva toppar
mellan 5.2-5.4 ppm. Topparna vid 5.2-5.4 ppm pavisar nérvaro av arabinoxylan och toppen
vid 4.7 ppm indikerar xylos. Xylosmonomerer ska ha avldgsnats i dialysen och det &r dérfor
troligt att det #r &ndgrupper i polymeren hos arabinoxylan som syns. Att &ndgrupperna syns
tydligt pa NMR-spektrumet indikerar att polymererna &r relativt korta. En viss nedbrytning
av polymererna &ar oundviklig under delignifiering och extraktion.

Lignin bestar till stor del av aromatgrupper och skulle resultera i en tydlig topp vid 7 ppm.
Dock erhalls ej dessa karakteristiska toppar i spektrumet, vilket motséiger resultaten fran IR-
spektroskopin. Aromaternas franvaro fran 'H-NMR kan forklaras i att ligninet i det extraherade
materialet, likt arabinoxylan, aterfinns i stora aggregat eller polymerer. Detta skulle kunna
skapa mycket utbredda toppar vid 7 ppm, vilket kan ses i vissa 'H-NMR-spektrum.

Under forbehandling med HCI och delignifiering med natriumklorit avligsnades det mesta
av fetterna samt lignin nérvarande i kornskalen. I extraktionssteget 16stes arabinoxylan i natri-
umhydroxid och olosligt material filtrerades bort. Den fasta fasen bestod framst utav cellulosa
men kan dven ha innehallit andra hydrofoba &mnen, sasom lignin-aggregat bundet till cellulosa.
Endast lignin och cellulosa som har gjorts vattenlosligt under extraktionssteget kan ha foljt
med filtratet. Cellulosa ar endast vattenlosligt da dess polymerer har reducerats till mycket
kort lingd. Cellulosa adr motstandskraftigt mot behandling av NaOH och det &r darfér mindre
troligt att den ska ha fragmenterats. Skulle sma fragment av nedbruten cellulosa trots detta bil-
dats vid NaOH-behandling bor dessa forsvunnit med osmos under dialysen da korta sackarider
kunnat passera fritt éver dialysmembranet.

Stora lignin-aggregat nirvarande i det extraherade materialet &r i sig sjdlva inte vatten-
16sliga. Dess vattenloslighet hade kunnat forklaras av kovalenta bindningar till arabinoxylan.
Eftersom syftet var att erhalla arabinoxylan med hég polymeriseringsgrad har milda extrak-
tionsbetingelser valts, vilket forklarar att kovalent bunden lignin kan aterfinnas i viss man i
extraktionsmaterialet. Detta stdmmer #ven 6verens med den bruna firgen pa de extraherade
proverna som varierar i nyans (se Figur 6).

En ytterligare lattillgénglig metod for att faststélla kompositionen i produkten skulle vara
att gora en kolhydratanalys. Detta kunde inte genomféras pa grund av tidsbrist. Med hjélp av
kolhydratsanalys hade halten glukos, xylos och arabinos kunnat faststéllas. Ur den informatinen
hade det kunnat avgoras hur mycket cellulosa relativt hemicellulosa som aterfunnits i det
extraherade materialet. Samtligt material som extraherats visade pa filmbildande tendenser.
Dock har utvirdering av filmernas egenskaper inte rymts inom tidsramarna for detta projekt.

6.1.1 Regressionsmodellering

Modellen som framtogs (se Ekvation 31 samt Figur 9 och och 10) visade att pH och mingd
NaClO; var signifikanta for utbytet av hemicellulosa. Inom omradet som understktes visade
sig utbytet vara som ligst da méangden NaClOs antog sitt centralpunktsvirde. Nér méngden
NaClO; avvek fran centralpunkten okade utbytet. Det maximala utbytet Gver det intervall
som undersoktes erholls vid det lagsta undersokta virdet for NaClOo, vilket &r positivt da det
innebér att mer hemicellulosa extraheras nér en minskad mangd NaClOs anvénds.

Eftersom NaClOs dr den kemikalie som anvénds for att avligsna lignin maste fragan stéllas
huruvida det 6kade utbytet for laga méangder NaClOy beror pa ligninrester i produkten. Dock
kunde ingen korrelation hittas mellan méangd NaClO, tillsatt under delignifiering och farg pa
proverna (se Figur 6).

Experiment 16 (se Figur 8) fick ett vildigt hogt utbyte. Det hoga utbytet i kombination
med att detta forsok var det som hade enskilt ldgst méngd NaClOs i forsoksserien gjorde att
det hade hog inverkan pa modellens kurvatur i NaClOs-riktning. Det finns inte nagon anledning
till att anta att detta resultat &r missvisande och bor ha uteslutits vid modelleringen. Dérfor
hade det varit lampligt att upprepa detta forsok for att se om det hoga utbytet kan aterskapas.

Temperaturen visade sig vara insignifikant i modellen. Hade spannet mellan temperaturens
hog- och lagvirden okats tillrickligt hade en effekt kunnat ses, da temperatur och reaktivitet
ar universellt korrelerade.
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Regressionsmodellen i Figur 9 forutspar ett hogt utbyte nir bade NaClOy och pH antar
sina légsta undersokta virden. Samtliga férsok som utfordes i denna punkt (se Tabell 10) hade
hégre utbyte én det genomsnittliga utbytet for de 18 tidigare extraktionerna (se Tabell 9). Att
héga utbyten kunde aterskapas talar for modellens trovéirdighet.

6.2 Modifiering

Modifieringsforsoket med EPTMAC resulterade i en produkt av pulverliknande karaktar istéllet
for det omodifierade materialets filmbildande tendenser. 'H-NMR-spektrumet i Figur 12 visade
en tydlig topp vid 3.2 ppm som inte aterfanns hos den omodifierade hemicellulosan. Denna
topp &r typisk for trimetylammoniumgruppen; en grupp som inte dr naturligt forekommande i
arabinoxylan men som finns i katjoniseringsreagenset.

For att fastsla att reagenset bundit kovalent till hemicellulosan utférdes en analys med
HSQC-NMR. I spektrumet i Figur 14 syns en topp vid (3.1; 85). Denna topp &r karakteristisk
for kovalent bunden EPTMAC.

Det gar inte att utifran IR-analys dra nagra slutsatser gillande modifieringen, detta kan
forklaras av att den tillagda gruppen maskeras av befintliga grupper (se Figur 13).

Den nya NMR-toppen vid 3.2 ppm tillsammans med de synbart fordndrade materiale-
genskaperna talar for att modifieringen var framgangsrik. Att det &r mojligt att katjonisera
arabinoxylan utokar dess potentiella anvindningsomraden avseviirt eftersom katjoniserade po-
lysackarider idag anvénds inom en rad olika industrier.

7 Slutsats

Samtliga extraktionsforsok resulterade i olika massutbyten av material med liknande samman-
séttning. Materialet som extraherades fran kornskal innehéll polymerisk arabinoxylan med en
viss méngd lignin bundet till sig. Kvarstoden av lignin i materialet beror sannolikt pa de mil-
da extraktionsbetingelserna som krivdes for att forhindra nedbrytning av arabinoxylan. Det
samlade materialet som extraherades visade pa filmbildande tendenser. Dock har utvirdering
av filmernas egenskaper inte rymts inom detta projekt.

En statistiskt sdkerstélld modell har skapats for extraktion av arabinoxylan fran kornskal.
Modellen skapades genom att variera tre parametrar. Tva av dessa visade sig vara signifikanta
inom det intervall de varierades. Temperatur var den parametern som visade sig vara insignifi-
kant, vilket orsakades av att den inte varierades 6ver ett tillréickligt stort intervall. Genom att
aterskapa optimala forhallanden med prover i storre skala har modellens trovardighet starkts.

Den del av projektet som syftat till att kemiskt modifiera hemicellulosa har lyckats. Arabi-
noxylan modifierades med EPTMAC vilket kunde bevisas med hjilp av HSQC-NMR-analys,
dér nya kovalenta bindningar pavisades. Det #r vidare tydligt fran s vil 'H-NMR som den
synliga, makroskopiska forindringen att modifiering har skett.
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9 Appendix
A Berdkningar

A.1 Torrviktsbestidmning

Torrvikten pa startmaterialet for samtliga prov berdknades enligt Ekvation 35:

torrvikt = vatvikt * torrhetshalt (35)

Utifran Ekvation 35 berdknades torrvikten for de 18 prover som ingick i faktorialdesignen
enligt Ekvation 36, och torrvikten fér de fem optimeringsproverna enligt Ekvation 37. Véirdet
pa torrhetshalten ar 88.13%.

8.813g = 10g  0.8813 (36)
17.626g = 20g = 0.8813 (37)

A.2 Berikning av parametervirden vid faktorial- central- och axial-

punkter
€ = Sit ;‘&— (38)
& =E&oi TwiV3 (39)

Ekvation 38 bekriver hur virdet for en parameter i i centralpunkten berédknas som medel-
vardet av dess faktorialvirden &1 och &;_.

Ekvation 39 beskriver hur virdet for en parameter A i dess hoga och laga axialpunkter
beréknas, dir w; = {ci — §i— = i — &ci-

B Grafer
B.1 'H-NMR



sanpl e Nare:
kandi dat _pr ov1
Data Col | ected on
agi | ent 400- vanT 5400
Archive directory:
/ home/ Wal kup/ vanr sys/ dat a/ gunnar
sanpl e directory
kandi dat _pr ov1_20140414_01
Fi dFi | e: kandi dat _pr ov_PROTON_001_d20

Pul se Sequence: PROTON (s2pul )
Sol vent: d2o
Data col l ected on: Apr 14 2014

Tenp. 25.0 C/ 298.1 K
Sanpl e #73, Operator: gunnar

Rel ax. delay 1.000 sec
Pul se 45.0 degrees

Acq. time 2.556 sec

Wdth 6410.3 Hz

8 repetitions

OBSERVE HL, 399.9415180 MHz
DATA PROCESSI NG

FT size 32768

Total time 0 min 29 sec

Ayl Technooges

0.04 L

Plotnane:  kandi dat_provl_PROTON_001_d20_pl ot 01

Figur 15: 'H-NMR-spektrum for prov 1.

Sanpl e Nane:
Kandi dat _2
Data Col | ected on
agi | ent 400- vnmr $400
Archive directory:
I hore/ Wal kup/ vanr sys/ dat al gunnar
Sanpl e directory:
Kandi dat _2_20140414_01
Fi dFile: Kandi dat _2_PROTON_001_d20

Pul se Sequence: PROTON (s2pul )
Sol vent: d20
Data col | ected on: Apr 14 2014

Tenp. 25.0 C/ 298.1 K
sanpl e #29, Cperator: gunnar

Rel ax. delay 1.000 sec
Pul se 45.0 degr ees

Acq. time 2.556 sec

Wdth 6410.3 H

8 repetitions

CBSERVE  HL, 399.9415180 M
DATA PROCESSI NG

FT size 32768

Total time 0 mn 29 sec

!
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“4i AglentTechoogs
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Plotname: Kandi dat _2_PROTON_001_d20_pl ot 01

Figur 16: 'H-NMR-spektrum for prov 2.
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Data Col | ected on
agi | ent 400- vanT 5400
Archive directory:
/ home/ Wal kup/ vanr sys/ dat a/ gunnar
sanpl e directory
heni 3_20140512_01
Fi dFile: hemi 3_PROTON_001_d20
Pul se Sequence: PROTON (s2pul )
Sol vent: d2o

Data col | ected on: My 12 2014

Tenp. 25.0 C/ 298.1 K
Sanpl e #52, Operator: gunnar

Rel ax. delay 1.000 sec
Pul se 45.0 degrees

Acq. time 2.556 sec

Wdth 6410.3 Hz

8 repetitions

OBSERVE HL, 399.9415180 MHz
DATA PROCESSI NG

FT size 32768

e
"

0 AglntTeohnlgies

Total time O min 29 sec
A,
e e AL
14 12 10 2 ppm
L N T e T L — T T N A
S5 T T gt
Plotname:  heni 3_PROTON_001_d20_pl ot 01
Figur 17: 'H-NMR-spektrum for prov 3.
Samp e Nare: 43 Al Tchnolges
Kkandi dat _5 o

Data Col | ected on
agi | ent 400- vnmr $400
Archive directory:
/home/ al kup/ vnnr sys/ dat a/ gunnar
Sanpl e directory:
kandi dat _5_20140414_01
Fi dFi | e: Kkandi dat _5_PROTON_001_d20
Pul se Sequence: PROTON (s2pul )
Sol vent: d2o

Data col | ected on: Apr 14 2014

25.0 C/ 298.1 K
gunnar

Tenp.
sanpl e #75, Cperator

Rel ax. delay 1.000 sec
Pul se 45.0 degr ees

Acq. time 2.556 sec

Wdth 6410.3 H

8 repetitions

CBSERVE  HL, 399.9415180 M
DATA PROCESSI NG

FT size 32768

Total time 0 mn 29 sec
L o e e L e
14 12 10 8 6 4 2 ppm

TRESSS T T T
soan Hogmer @ ) THQuONOHTnaoT
3888 Se883I5 & 8 JABBIEGHEIABAI
Ssss SSSs6s S 3 5655865555556
Plotname: kandi dat_5_PROTON_001_d20_pl ot 01

Figur 18: 'H-NMR-spektrum for prov 5.
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sanpl e Nare:
kandi dat _6
Data Col | ected on
agi | ent 400- vanT 5400
Archive directory:
/ home/ Wal kup/ vanr sys/ dat a/ gunnar
sanpl e directory
kandi dat _6_20140414_01
Fi dFile: kandi dat_6_PROTON_001_d20

Pul se Sequence: PROTON (s2pul )
Sol vent: d2o
Data col l ected on: Apr 14 2014

Tenp. 25.0 C/ 298.1 K
Sanpl e #76, Operator: gunnar

Rel ax. delay 1.000 sec
Pul se 45.0 degrees

Acq. time 2.556 sec

Wdth 6410.3 Hz

8 repetitions

OBSERVE HL, 399.9415180 MHz
DATA PROCESSI NG

FT size 32768

Total time 0 min 29 sec
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- T R T
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Plotname:  kandi dat_6_PROTON_001_d20_pl ot 01

Sanpl e Nane:
Kandi dat - 7
Data Col | ected on
agi | ent 400- vnmr $400
Archive directory:
/home/ al kup/ vnnr sys/ dat a/ gunnar
Sanpl e directory:
Kandi dat - 7_20140414_01

Fi dFi | e: Kandi dat - 7_PROTON_001_d20

Pul se Sequence: PROTON (s2pul )
Sol vent: d20
Data col | ected on: Apr 14 2014

Tenp. 25.0 C/ 298.1 K
sanpl e #77, Cperator: gunnar

Rel ax. delay 1.000 sec
Pul se 45.0 degr ees

Acq. time 2.556 sec

Wdth 6410.3 H

8 repetitions

CBSERVE  HL, 399.9415180 M
DATA PROCESSI NG

FT size 32768

Total time 0 mn 29 sec

Figur 19: 'H-NMR-spektrum for prov 6.
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Figur 20: 'H-NMR-spektrum for prov 7.
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sampl e fare: - ylntTechneloges
Kandi dat _8 D
Data Col l ected on: :
agi | ent 400- vnnr s400
Archive directory:
/ home/ Wl kup/ vnnt sys/ dat a/ gunnar
sanpl e directory
Kandi dat _8_20140414_01
FidFile: Kandidat_8_PROTON_001_d2o

Pul se Sequence: PROTON (s2pul )
Sol vent: d2o
Data col l ected on: Apr 14 2014

Tenp. 25.0 C/ 298.1 K
Sanpl e #78, Operator: gunnar

Rel ax. delay 1.000 sec
Pul se 45.0 degrees

Acq. time 2.556 sec

Wdth 6410.3 Hz

8 repetitions

OBSERVE HL, 399.9415180 MHz
DATA PROCESSI NG

FT size 32768

Total time 0 min 29 sec

0 ppm
s T T UL
388 8 8 832 o 8 8 322 3 R8IHSTCERn8s 88
S S © o6 S o i S6 S S 8000 oeSO oo
Plotname:  Kandi dat _8_PROTON_001_d20_pl ot 01
Figur 21: 'H-NMR-spektrum for prov 8.
sarpl e rare: “+r e Tetrolgs

kandi tat_9
Data Col | ected on

agi | ent 400- vanT $400
Archive directory:

I hore/ Wal kup/ vanr sys/ dat al gunnar
Sanpl e di rectory:

kandi tat_9_20140414_01
Fi dFile: kanditat_9_PROTON_001_d20

Pul se Sequence: PROTON (s2pul )
Sol vent: d20
Data col | ected on: Apr 14 2014

Tenp. 25.0 C/ 298.1 K
sanpl e #25, Cperator: gunnar

Rel ax. delay 1.000 sec
Pul se 45.0 degr ees

Acq. time 2.556 sec

Wdth 6410.3 H

8 repetitions

CBSERVE  HL, 399.9415180 M
DATA PROCESSI NG

FT size 32768

Total time 0 mn 29 sec

14 12 10 8 6 4 2 0 ppm
Ean A oo T T T T T
A o a w 2 JANAR AN A ¥ © § @ oeom N M mown
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Plotname: kanditat_9_PROTON 001_d20_pl ot 01

Figur 22: 'H-NMR-spektrum for prov 9.



sanpl e Name:
kandi dat _10
Data Col | ected on
agi | ent 400- vanT 5400
Archive directory:
/ home/ Wal kup/ vanr sys/ dat a/ gunnar
sanpl e directory
kandi dat _10_20140414_01
Fi dFile: kandi dat _10_PROTON_001_d20
Pul se Sequence: PROTON (s2pul )
Sol vent: d2o

Data col | ected on: 14 2014

Apr

Tenp. 25.0 C/ 298.1 K
Sanpl e #26, Operator: gunnar

Rel ax. delay 1.000 sec
Pul se 45.0 degrees

Acq. time 2.556 sec

Wdth 6410.3 Hz

8 repetitions

OBSERVE HL, 399.9415180 MHz
DATA PROCESSI NG

FT size 32768

43 lentTctnlois

Total time O mn 29 sec
—— ,
14 12 10 8 6
8 0aR% 3 QRIIILTFTLBB2LBR
S Scoo g’ EEEE e L]
Plotname:  kandi dat _10_PROTON_001_d20_pl ot 01
. 1 .y
Figur 23: “H-NMR-spektrum fér prov 10.
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Sanpl e Name: wy."yh
kandi dat _11 o

Data Col | ected on
agi | ent 400- vnmr $400
Archive directory:
/home/ al kup/ vnnr sys/ dat a/ gunnar
Sanpl e directory:
kandi dat _11_20140414_01
Fi dFile: kandi dat _11_PROTON 001_d20
Pul se Sequence: PROTON (s2pul )
Sol vent: d2o

Data col | ected on: 14 2014

Apr

Tenp. 25.0 C/ 298.1 K
sanpl e #27, Cperator: gunnar

Rel ax. delay 1.000 sec
Pul se 45.0 degr ees

Acq. time 2.556 sec

Wdth 6410.3 H

8 repetitions

CBSERVE  HL, 399.9415180 M
DATA PROCESSI NG

FT size 32768

AglentTechnoloies

Total time 0 min 29 sec
L o e e e B L e
14 12 10 8
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Plotname:  kandi dat _11_PROTON_001_d20_pl ot 01

Figur 24: 'H-NMR-spektrum for prov 11.

VI




sanpl e Name:
kandi dat _13
Data Col | ected on
agi | ent 400- vnnr $400
Archive directory:
/ home/ Wal kup/ vanr sys/ dat a/ gunnar
sanpl e directory
kandi dat _13_20140414_01
Fi dFi | e: kandi dat_13_PROTON_001_d20
Pul se Sequence: PROTON (s2pul )
Sol vent: d2o

Data col | ected on: Apr 14 2014

25.0 C/ 298.1 K
gunnar

Tenp.
Sanpl e #28, Cperator

Rel ax. delay 1.000 sec
Pul se 45.0 degrees

Acq. time 2.556 sec

Wdth 6410.3 Hz

8 repetitions

CBSERVE ~ Hl, 399.9415180 Mz
DATA PROCESSI NG

FT size 32768

Total time 0 min 29 sec

"
"y
i

: AglentTechnlogies

Pl ot nane:

Sanpl e Nane:
heni 14
Data Col | ected on
agi | ent 400- vnmr $400
Archive directory:
/home/ al kup/ vnnr sys/ dat a/ gunnar
Sanpl e directory:
heni 14_20140512_01
Fi dFi | e: hemi 14_PROTON_001_d20
Pul se Sequence: PROTON (s2pul )
Sol vent: d2o

Data col | ected on: May 12 2014

25.0 C/ 298.1 K
gunnar

Tenp.
sanpl e #53, Cperator

Rel ax. delay 1.000 sec
Pul se 45.0 degr ees

Acq. time 2.556 sec

Wdth 6410.3 H

8 repetitions

CBSERVE  HL, 399.9415180 M

DATA PROCESSI NG
FT size 32768
time 0 min 29 sec

Total
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kandi dat _13_PROTON_001_d20_pl ot 01

Figur 25: 'H-NMR-spektrum fér prov 13.
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Figur 26: 'H-NMR-spektrum for prov 14.
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sanpl e Nare:
heni 15
Data Col | ected on
agi | ent 400- vnnr $400
Archive directory
/ home/ Wal kup/ vanr sys/ dat a/ gunnar
sanpl e directory
heni 15_20140512_01
Fi dFi | e hemi 15_PROTON_001_d20

Pul se Sequence: PROTON (s2pul )
Sol vent: d2o
Data col l ected on: My 12 2014

Tenp. 25.0 C/ 298.1 K
Sanpl e #54, Operator: gunnar

Rel ax. delay 1.000 sec
Pul se 45.0 degrees

Acq. time 2.556 sec

Wdth 6410.3 H

8 repetitions

CBSERVE ~ Hl, 399.9415180 Mz
DATA PROCESSI NG

FT size 32768

Total time 0 min 29 sec

e
"y
i

: AglentTechnlogies

0.03 -
99.97

Plotname:  heni 15_PROTON_001_d20_pl ot 01

0.017F

Figur 27: 'H-NMR-spektrum for prov 15.

Sanpl e Nane:
kandi dat _heni _16
Data Col | ected on
agi | ent 400- vanT $400
Archive directory:
I hore/ Wal kup/ vanr sys/ dat al gunnar
Sanpl e di rectory:
kandi dat _heni _16_20140508_01
Fi dFile: kandi dat _heni _16_PROTON_001_d20

Pul se Sequence: PROTON (s2pul )
Sol vent: d20
Data col lected on: My 8 2014

Tenp. 25.0 C/ 298.1 K
sanpl e #70, Cperator: gunnar

Rel ax. delay 1.000 sec
Pul se 45.0 degr ees

Acq. time 2.556 sec

Wdth 6410.3 H

8 repetitions

CBSERVE  HL, 399.9415180 M
DATA PROCESSI NG

FT size 32768

Total time 0 mn 29 sec

7 gt echnologis

=)

14 12 10 8

4 2 0 ppm

100. 00

Plotname: kandi dat _hemi _16_PROTON_001_d20_pl ot 01

Figur 28: 'H-NMR-spektrum for prov 16.
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sanpl e Name:
kandi dat _hemi _17
Data Col | ected on
agi | ent 400- vanT 5400
Archive directory:
/ home/ Wal kup/ vanr sys/ dat a/ gunnar
sanpl e directory
kandi dat _hemi _17_20140508_01
Fi dFi | e: kandi dat _heni _17_PROTON_001_d2o0
Pul se Sequence: PROTON (s2pul )
Sol vent: d2o

Data col lected on: My 8 2014

Tenp. 25.0 C/ 298.1 K
Sanpl e #71, Operator: gunnar

Rel ax. delay 1.000 sec
Pul se 45.0 degrees

Acq. time 2.556 sec

Wdth 6410.3 Hz

8 repetitions

OBSERVE HL, 399.9415180 MHz
DATA PROCESSI NG

FT size 32768

£ Ko T

Total time O mn 29 sec
]
R e e S SESARA inasns
14 12 10 8 6 4 2 0 ppm
Plotname: kandi dat_hemi _17_PROTCN_001_d20_pl ot 01
Figur 29: 'H-NMR-spektrum for prov 17.
o e e i Tl

kandi dat _heni 18
Data Col | ected on

agi | ent 400- vnmr $400
Archive directory:

I hore/ Wal kup/ vanr sys/ dat al gunnar
Sanpl e directory:

kandi dat _heni 18_20140508_01
Fi dFi | e: Kkandi dat_heni 18_PROTON_001_d20
Pul se Sequence: PROTON (s2pul )
Sol vent: d2o

Data col | ected on: May 8 2014

25.0 C/ 298.1 K
Cperator: gunnar

Tenp
sanpl e #72,

Rel ax. delay 1.000 sec
Pul se 45.0 degr ees

Acq. time 2.556 sec

Wdth 6410.3 H

8 repetitions

CBSERVE  HL, 399.9415180 M
DATA PROCESSI NG

FT size 32768

Total time 0 mn 29 sec

14 12 10

©
|

Pl ot nane:

kandi dat _hemi 18_PROTON_001_d20_pl ot 01

100. 00

Figur 30: 'H-NMR-spektrum for prov 18.
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B.2 BC-NMR

Sanpl e Nane:
hem _EPTMAC
Data Col | ected on
agi | ent 400- vnT $400
Archive directory:
/ home/ Vial kup/ vnnr sys/ dat a/ gunnar
Sanpl e directory
hem _EPTMAC_20140512_01
Fi dFi | e: hem _EPTVAC_CARBON 001_d20

Pul se Sequence: CARBON (s2pul)
Sol vent: d2o
Data col lected on: My 12 2014

Tenp. 25.0 C/ 298.1 K
Sanpl e #68, Cperator: gunnar

Rel ax. delay 5.000 sec

Pul se 45.0 degr ees

Acq. time 1.311 sec

Wdth 25000.0 Hz

1024 repetitions

CBSERVE CI3, 100.5653747 Miz
DECOUPLE HL, 399.9435177 Mz
Pover 38 dB

continuously on

WALTZ- 16 nodul at ed

DATA PROCESSI NG

Li ne |broadening 0.5 Hz

FT si e 65536

Total [time 1 hr, 47 m

ool |h”l”“”h

Figur 31: '3C-NMR-spektrum fér modifierat prov.

C MATLAB-algoritm

clc
clear all
clf
hold off

$Bygg designmatris

5 (1) A B C
X1 =] 1 -1 -1 -1
1 1 -1 -1
1 -1 1 —1
1 1 1 -1
1 -1 -1 1
1 1 -1 1
1 -1 1 1
1 1 1 1
1 0 0 0
1 0 0 0
1 0 0 0
1 sqgrt (3) 0 0
1 —sqrt (3) 0
1 0 sgqrt (3) 0
1 0 —sqgrt (3)
1 0 0 sqgrt (3)
1 0 0 —sqrt (3)

LI M

0;

1;

? gt echnologis



a = X1(:,2);
b = X1(:,3);
c = X1(:,4);
X = [I a b b."2]

%$Den slutgiltiga funktionen. Det gar att lagga till eller ta bort kontraster,
%men dessa visade sig optimala efter en iterativ process med statistiska tester pa regr.

n = length (X);
%Antal matpunkter

p = size(X);

p =p(2);

%Antal parametrar beta
k = p—1;

Antal beta bortraknat I

© oe

$Svarsvariabel, matvarden
y=[ 1.79
.8
.09
.6
.04
.75
.82
.7
.68
.58
.5
.35
.14
.75
.23
.5
.81;

PP NP DR RRRRERENDREN e

[

%Tar diagonalvardesmatris C, anvands till berakning av
%$regressionskoefficienter B samt t—test av dessa.

C = inv (X'#*X);
%Berakning B

B = C*xX'"xy;

%$Berakning Sum of Squares Error
SSE = y'*y — B'xX'xy
°

%Berakning varians sigmakvadrat

var = SSE/ (n—p)

o

%$Berakning t—varden.

tzero = zeros(p,1);

for 1 = 1:p

tzero(i) = B(i)/sqgrt(varxC(i,1i));
end

tzero = abs(tzero);

tscore = tzero — tinv (.95, (n — k — 1))
%$negativa varden har betyder insignifikant koefficient

o

%$Berakning SST (Total)
SST = y'*y — ((sum(y))"2)/n;

%$Berakning SSR (Regression)

SSR = SST — SSE;

o

%$Berakning R2 och R2adj, matt pa hur val modellen passar. Om R2 och R2adj
%skiljer sig mycket ar det, utOm rimligt tVivel, sannolikt att overflodiga termer ar med.

XI



R2 = SSR/SST
R2adj = 1 — (SSE/(n—p))/(SST/ (n—=1))

[

%$Berakning FO

MSR = SSR/k;

MSE = SSE/ (n—k—1);

Freg = MSR/MSE;

Fscore = Freg — finv (.99, k, n — k — 1)

o

%$Berakning Lack of Fit;
yC = mean(y(9:11));
SSPE = sum((y(9:11) — yC)."2);
SSLOF = SSE — SSPE;
m = 9;
MSPE = SSPE/ (n—m) ;
MSLOF = SSLOF/ (m—p) ;
Flof = MSLOF/MSPE — finv (.95, m—p, n-m);
if Flof > O
'Lack of fit'
end

o

%Quadratic effects
yF = mean(y(1:8));
yC = mean(y(9:11));
SSPQ = 8%3 * (yF—yC)"2 / (8 + 3);

Fge = SSPQ / MSPE — finv (.95, 1, n—m);

if Fge > 0
'Quadratic effects'
end
$ B
% [x1,x2] = meshgrid(—sqrt(3):0.1l:sqrt(3));
% [x11] = .5.xx1 + 4;
% [x22] = .4.%xx2 + 2.2;
% hold on
%$domainezsurf = [-2,2,—2,2]
$ezsurf ('1.6736—0.1613.%x1—0.0715.%x2+0.1192.%x2.72"', domainezsurf)
% xlabel ("pH")

ylabel ('Natriumklorit'")
zlabel ('Utbyte")
%$scatter3(a,b,y)

oo oo

o

Kod ovan plottar y mot kodade variabler

% hold on

% domainezsurf = [3,5,1.5,3]

% ezsurf ('1.6736—0.1613.%(x1 — 4)/.5—0.0715.%(x2 — 2.2)/.4+0.1192.%((x2 — 2.2)/.4).72"', domainezsurf);
% xlabel ("pH")

o

ylabel ('Natriumklorit")
zlabel ('Utbyte')
scatter3((a.*«0.5 + 4), (b.x0.4 + 2.2), vy);

o

ol

%$Kod ovan plottar y mot ickekodade variabler

x1l=linspace (3,5,20); x2=linspace(1.5,3,20);

[XA,XB]=meshgrid(xl, x2);

7Z=@ (XA, XB)1.6736—0.1613.% (XA — 4)/.5=0.0715.%(XB — 2.2)/.4+40.1192.%x ((XB — 2.2)/.4).72;
contourf (XA, XB, Z (XA,XB)); %konturplot

colormap (hot) ; andrat fargschema

colorbar; %$lagger till colorbar pa sidan

h = colorbar;

title (h, "Hemicellulosa')

xlabel ("pH'")

o

o0 oo oo

oo e
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% ylabel ('Natriumklorit')

surf (XA,XB,Z (XA,XB), 'facealpha', 0.7) %$for 3dplot istallet
hold on

shading interp

camlight right

%lighting phong

material dull

grid on, box on

scatter3((a.x0.5 + 4), (b.x0.4 + 2.2), y, 'b");
xlabel ("pH")

ylabel ('"Natriumklorit")

zlabel ('Hemicellulosa')
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