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Sammanfattning

| takt med de klimatforandringar och den globala uppvarmning som sker i varlden vaxer
behovet av att pa ett mer effektivt satt utnyttja fornyelsebara ravaror. En sadan ravara ar
hemicellulosa vars potentiella anvandningsomraden &nnu inte utforskats fullstandigt.
Hemicellulosa &r en polymer uppbyggd av olika monosackarider och som finns i véxters
cellvéggar. Denna polymer skulle kunna komplettera cellulosa och ersétta bland annat plast i
flertalet produkter.

| den hér studien har hemicellulosa extraherats ur kornskal (Hordeum vulgare) och kemiska
modifieringar har genomforts for att undersoka ravarans potential som uppbyggnadsmaterial i
lakemedelstabletter. Modifiering utfordes genom addition av butenoxid samt bensylbromid
alternativt allylboromid. Karakterisering och jamférelse med omodifierad hemicellulosa visade
att modifieringarna lyckades.

Frisattningsstudier utférda pa bade modifierad och omodifierad hemicellulosa visar att
hemicellulosa modifierad med butenoxid samt butenoxid tillsammans med allylbromid
uppvisar béttre frisittningsprofiler &n den omodifierade motsvarigheten. Resultatet 6ppnar upp
for framtida anvandning av den fornyelsebara rdvaran hemicellulosa  som
uppbyggnadsmaterial i lakemedelstabletter.



Abstract

As climate change continues across the world and global warming increases, the need to use
renewable materials in an efficient way also increases. One material whose possible
applications has been far from fully explored is hemicellulose. Hemicellulose is a polymer
which is made of various monosaccharides and is present in the cell walls of plants. It has the
potential to complement cellulose and to replace materials such as plastic in several
applications.

In this study, hemicellulose has been extracted from Hordeum vulgare and chemical
modifications has been performed to examine the materials potential to be used as an
excipient in pharmaceutical tablets. The modifications were executed through addition of
butene oxide and benzyl bromide or allyl bromide. Characterization and comparison with
unmodified hemicellulose indicated that the modifications were successful.

Release studies were performed on both modified and unmodified hemicellulose and the
results show that hemicellulose modified with butene oxide as well as butene oxide together
with allyl bromide give better drug release than unmodified hemicellulose. This study enables
future use of the renewable material hemicellulose as an excipient in pharmaceutical tablets.
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1 Inledning

Att leva i ett samhalle som &r baserat pa anvandning av material fran fossila kallor skapar
globala miljoproblem som &r svara att Gvervinna och anses inte langre vara ett hallbart
levnadssatt [1]. For att forma en hallbar framtid &r det istallet onskvart att i storsta mojliga
utstrackning anvanda férnyelsebara material och ta tillvara pa de naturliga biprodukter som
produceras vid industriell bearbetning av olika ravaror.

Skogs- och jordbruksindustrin ar exempel pa stora och viktiga industrier for Sverige. Genom
att forbéttra tillvaratagandet av biprodukter inom dessa industrier kan miljomassiga steg i ratt
riktning tas som dessutom kan starka svensk industris konkurrenskraft. Polymeren
hemicellulosa utgor cirka 20 till 30 % av ravarorna i dessa industrier och &r en biprodukt som
i dagslaget inte utnyttjas [2]. For att kunna ta tillvara pa denna resurs ar det darfor onskvart att
utveckla hogkvalitativa produkter av hemicellulosa i nya materialtillampningar.

Ett av manga majliga tillampningsomraden for hemicellulosa ar inom lakemedelsindustrin.
Hemicellulosan arabinoxylan finns i skaldelar fran bland annat korn och har visat sig ha
gelbildande egenskaper som kan nyttjas i tablettformade lakemedel [3]. | detta projekt ligger
fokus pa att extrahera och modifiera denna typ av hemicellulosa for att den ska kunna
anvandas som uppbyggnadsmaterial i tabletter. Tillampningen i projektet ar att kontrollera
frisattningen av en aktiv substans genom att skapa en tablett med l6slig matris av
hemicellulosa. For att undvika biverkningar hos en patient &r det viktigt att den aktiva
substansen i en tablett frisatts kontinuerligt 6ver en langre tid [4]. Detta kan uppnas genom att
tabletten svaller kontrollerat vilket kan styras genom dess polymeregenskaper. Dessa
egenskaper kan modifieras sa att hastigheten pa frisattningen kan optimeras och pa sa satt
uppna en lang frisattningstid.

1.1 Syfte

Projektets syfte ar att framstalla hemicellulosaderivat som kan anvandas som regulator sa att
en jamn dosering av aktiv substans fran lakemedel erhalls. Hemicellulosan extraheras och
modifieras kemiskt med avsikt att ge den modifierade hemicellulosan egenskaper som framjar
en kontinuerlig frisattning av aktiv substans dver en langre tid.

1.2 Avgransningar

| detta projekt anvands korn som ravara vid extraktion av hemicellulosa. Anledningen till att
extraktion fran endast en ravara tillampas ar att fokus i detta projekt ligger pa att undersoka
olika modifieringar och frisattningsprofiler istéllet for olika extraktionsmetoder.
Frisattningsstudien begransas till att undersoka l6sliga matrisbaserade system med ett
substitut till en aktiv substans.

For att modellera en verklig frisattning av ldkemedel i manniskokroppen bor
frisattningshastigheten vara konstant i miljoer dar pH-véardet varierar. Detta innebdr att de
valda modifieringarna maste resultera i hemicellulosaderivat som frisatter lika mycket aktiv
substans oavsett pH-varde och omgivning [5]. For att uppna dessa egenskaper behdver den
extraherade hemicellulosan modifieras sa att stabila bindningar som exempelvis
eterbindningar eller aminbindningar bildas. Aminbindningar ar dock inte lampliga for denna
studie eftersom kvaveatomer latt protoneras vid lagt pH [6].



2 Teori

For forstielse och genomforande av projektet har litteraturstudier utforts inom
huvudomradena; struktur hos vaxtmaterial, extraktion av hemicellulosa, kemisk modifiering
av polymerer, gelegenskaper och frisattningsmekanismer. Den grundldggande kunskap
presenterad i detta kapitel ar nodvandig for att forsta projektets motivering av metoder och
tolkning av resultat.

2.1 Biomaterial

Cellvéaggar i vaxter ar till storsta del uppbyggda av cellulosa, lignin och hemicellulosa. Lignin
tillsammans med cellulosa ger véxten styrka och struktur medan hemicellulosa bidrar till
elasticitet och sammanhallning [7]. Fibrosa vaxter tenderar att innehalla en hogre andel
cellulosa medan sproda véxter och vaxtdelar ofta utgors till stérre del av lignin [8].

Ett av jordbrukets vanligaste spannmal ar korn [9]. Arten Hordeum vulgare &r en av de mest
anvanda kornarterna och cirka 30 % av kornskalets vikt bestar av hemicellulosa. Detta gor
Hordeum vulgare till en bra kandidat for studier av hemicellulosa.

2.2 Cellulosa

Cellulosa &r en linjart ordnad polysackarid bestaende av ett flertal glukosenheter [10]. Mellan
dessa glukosenheter finns vétebindningar som forstarker polymerens linjara konformation och
gor den stabil. Den linjara konformationen tillsammans med de starka bindningarna gor att
cellulosa latt bildar aggregat som har en tendens att vara svarlosliga i vatten och organiska
I6sningsmedel [11].

Eftersom cellulosa &r en naturlig ravara ar det en fordel att kunna utnyttja polymeren
industriellt, vilket kan vara svart pa grund av dess aggregerande egenskaper. Detta Gkar
intresset av att hitta metoder for att modifiera cellulosa sa att polymeren blir mer industriellt
applicerbar.  Om  polymeren till exempel gors vattenloslig mojliggérs nya
anvandningsomraden. HPMC, Hydroxipropylmetylcellulosa, ar en vélanvand hydrofob
variant av cellulosa som modifierats for att kunna anvandas vid produktion av hydrogeler
inom ldkemedelsindustrin  [12]. For att tillverka HPMC har metoxygrupper och
hydroxypropylgrupper adderats till cellulosa.

2.3 Lignin

Lignin finns i alla landvaxter och &r som tidigare namnt en av cellvdggens dominerande
komponenter. Dess struktur ar mer komplex &n andra naturliga polymerer, som till exempel
cellulosa, och har darfér aldrig definierats lika precist [13]. Vidare &r lignin uppbyggt av
fenylpropanenheter till skillnad fran sockerenheter som cellulosa och hemicellulosa &ar
uppbyggda av [14]. Dessa enheter ar bundna till varandra med eter- och kol-kol-bindningar pa
ett oregelbundet och slumpmaéssigt satt.

2.4 Hemicellulosa

Hemicellulosa é&r, likt cellulosa, en polysackarid som férekommer i vaxters cellvaggar. Dess
roll i vaxtcellen &r att fungera som en vav och binda samman cellulosa med lignin, vilket gor
vaxtcellen starkare [15]. Till skillnad fran cellulosa som har en linjar struktur ar hemicellulosa
en oregelbunden polysackarid med en grenad struktur vars sidogrupper saknar ordning.
Medan cellulosa &r uppbyggt av uteslutande glukos &r hemicellulosa &ven uppbyggt av bland
annat xylos, arabinos, galaktos och mannos [16, 17].



Variationen i monosackarider som hemicellulosa ar uppbyggd av och dess varierande struktur
leder till att det forekommer olika typer av hemicellulosa i olika véxter. Den stdrsta gruppen
av hemicellulosa &r xylan som &r uppbyggd av en ryggrad med B-(1—4)-bundet xylos och
sidogrupper [18]. En typ av xylan &r arabinoxylan dar ryggraden ar tdckt med sidogrupper av
arabinos. Arabinoxylan &r vanligt forekommande i sédesslag som till exempel korn.

2.5 Extraktion av hemicellulosa fran kornskal

For att erhalla ren hemicellulosa fran kornskal maste en extraktion genomféras. Forutom att
utvinna ren hemicellulosa &r det ocksa onskvart att separera och tillvarata 6vriga komponenter
sa att de inte gar forlorade.

Tillvagagangssattet for extraktion skiljer sig fran wvaxt till véaxt, da strukturen hos
hemicellulosa varierar mellan olika véxtarter. Dock maste i regel samma komponenter alltid
avlagsnas for att erhalla ren hemicellulosa. Fran rdvaran maste det intracellulara innehallet
sdsom fetter och proteiner avlagsnas samt 6vriga komponenter i cellvaggarna, det vill siga
lignin och cellulosa.

Fetter och proteiner kan avl&dgsnas med syrabehandling eftersom syran l6ser upp dessa. For att
avlagsna ligninet fran ravaran ar behandling med natriumklorit effektivt [19]. Natriumklorit
bryter bindningarna mellan hemicellulosa och lignin. Separation av cellulosa fran
hemicellulosa kan goras under alkaliska forhallanden, vilket medfor att esterbindningarna
mellan hemicellulosan och cellulosan bryts [20]. Det leder till att cellulosan kan féllas ut och
ren hemicellulosa kan erhéllas. Utbytet av ren hemicellulosa vid extraktion fran kornskal kan
maximalt uppna 27 % [18].

2.6 Modifiering av hemicellulosa for kontrollerad frisattning

For att ett amne ska erhalla 6nskade egenskaper kan kemisk modifiering utforas. | detta
projekt modifieras hemicellulosa for att uppna egenskaper som ar onskvérda for kontrollerad
frisattning av aktiv substans ur en gel. Modifieringarna utfors darmed for att hemicellulosa
ska erhalla egenskaper som liknar de hos HPMC vilka har uppvisat goda resultat vid bildning
av hydrogeler i lakemedel.

2.6.1 Hydrogel

En metod for frisattning av aktiv substans fran tablett ar att anvanda gelbildande polymerer
som svaller och ger diffusion av den aktiva substansen vid vétning. Bildning av hydrogel i
lakemedelssyfte har visat skydd mot denaturering av den aktiva substansen i magens sura
miljo [3]. Det ar aven fordelaktigt da en lang frisattning ar onskvard eftersom en gel kan
utformas sa att en aktiv substans far langre uppehallstid i tabletten. Hydrogeler har dessutom
egenskaper som liknar vévnaders och passar darfor mycket bra i biokemiska och
farmaceutiska syften [21]. Just hemicellulosa &r uppbyggd av ofarliga och naturliga
monomererna som enkelt bryts ned i kroppen och &r darfér mycket lamplig som bildare av
hydrogel i lakemedel [3].

Hydrogeler bestar av natverk av polymerer som kan absorbera stora mangder vatten och
svaller i takt med absorptionen. Hur mycket vatten som absorberas beror pa gelens kemiska
struktur, bindningar och den omgivande miljons pH [21]. Detta &r nagot som maste tas hansyn
till vid design av lakemedel som ska intas oralt.

En stor svallningsradie hos den bildade gelen innebdr hastigare frisattning [3]. Det kan darfor
vara 6nskvart med hydrofoba inslag i modifieringen om malet ar en langsam frisattning for att
forhindra att vatten tranger in i polymersturkturerna med allt for hog hastighet.
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En forutsattning for gelbildning hos polymerer &r att tvarbindningar uppstar.
Tvérbindningarna bidrar till att gelen blir fastare och ar mycket viktiga for kontroll av
frisattningen. For att erhalla kovalenta tvarbindningar kan alkyl-funktionella grupper adderas
till hemicellulosan [3]. Utan tvarbindningar kommer gelen l6sas upp i den omgivande miljén
och aktiv substans frisétts for snabbt.

2.6.2 Modifiering genom addition av aromat

En tumregel inom kemi é&r att “lika 16ser lika” [22]. FOr att sakerstélla att den valda aktiva
substansen i en lakemedelstablett fordelas jamt genom hela tabletten efterstravas det att den
aktiva substansen kan l9sa sig med matrisen och polymererna. | annat fall finns det en risk for
att den aktiva substansen aggregerar och darmed skapar omraden med mycket hdg
koncentration medan det i 6vriga delar av tabletten férekommer mycket Iag koncentration av
aktiv substans.

| denna studie anvénds det aromatiska kolvatet metylparaben som modell for en aktiv
substans. Om aromater adderas till polymerstrukturerna bér metylparaben attraheras av dessa
och koordineras sa att det fordelas jamnt i tabletten.

2.6.3 Modifiering med butenoxid

For att ge hemicellulosan mer hydrofoba inslag forlangs monomerernas sidogrupper med
hjalp av butenoxid. Butenoxiden bestar av en mattad kolvétekedja vilket bidrar till att
hydrofobiciteten O0kar och tvarbindningar bildas mellan polymererna. Detta resulterar i en
starkare och mer sammanhallen matris [3].

Modifieringen inleds med att polymeren aktiveras genom tillsats av natriumhydroxid [23].
Natriumhydroxiden substituerar vatet pa monomerens hydroxidgrupper med natrium. Figur 1
visar reaktionsstegen i processen dar hemicellulosa modifieras med butenoxid. Genom att
butenoxiden adderas till en hydroxidgrupp bildas en eterbindning mellan monomeren och
kolkedjan som butenoxiden &r uppbyggd av. Eterbindningar bildar en stabil bindning som inte
reagerar i laga pH. Detta ar viktigt for att den modifierade hemicellulosan ska bibehalla sin
struktur och sina egenskaper.

Aktivering med NaOH
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Figur 1. Reaktionssteg vid modifiering av hemicellulosa med butenoxid efter aktivering med natriumhydroxid.



2.6.4 Modifiering med bensylbromid

Som tidigare namnt ar det onskvart att hemicellulosan far en aromatisk struktur for att battre
interagera med den aktiva substansen. Darfoér modifieras hemicellulosan med bensylbromid
som &r aromatiskt. Vissa av butenoxidgrupperna kommer att ha en hydroxidgrupp istallet for
ett natrium och darfér ger aktivering av polymeren med natriumhydroxid hogre
substitutionsgrad. For en 6verblick Gver reaktionsstegen, se Figur 2.

Aktivering med NaOH
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Figur 2. Reaktionssteg vid addition av bensylbromid till hemicellulosa modifierad med butenoxid efter aktivering med
natriumhydroxid.

2.6.5 Modifiering med allylbromid

Allylbromid har en struktur dér en dubbelbindning sitter tillganglig i ena &nden av molekylen.
Denna dubbelbindning &r reaktiv och reagerar med hemicellulosan sa fler forgreningar
uppstar, vilket ar en onskvard egenskap i hydrogeler. Addition av allyloromid kan utan
komplikationer genomféras pa samma satt som addition av bensylbromid. For en bild av
reaktionen, se Figur 3.
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Figur 3. Reaktionssteg vid addition av allylbromid till hemicellulosa modifierad med butenoxid efter aktivering med
natriumhydroxid.
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2.7 Frisdttning av aktiv substans ur tablett

In vitro frisattningsstudier av tabletter sker i temperaturkontrollerade bad med dnskat medium
som efterliknar den fysiologiska miljon som &r i magsack och tarmkanaler [24]. Prover tas
regelbundet av badet for kvantitativ analys av utsondrad aktiv substans. Malet ar vanligtvis en
kontinuerlig frisattning inom ett bestamt tidsintervall som varierar beroende pa typ av tablett.
En medicin vars syfte &r att ge snabb smértlindring kréver en snabbare frisattningshastighet an
exempelvis en hjartmedicin dar en mindre dos 6ver lang tid &r onskvard. Det &r tablettens
matris som bestammer frisattningens karaktar och det ar darmed denna som modifieras och
anpassas. Det tar allt mellan 1,5 till 3 dygn for foda att passera kroppen [25] och det &r
darmed under sa lang tid frisattningen ar relevant att studera.

2.8 Analys av hemicellulosaderivat

For att verifiera att de genomfdérda modifieringarna har lyckats anvands diverse kvantitativa
liksom kvalitativa analysmetoder. Metoderna som anvands innefattar spektroskopiska och
kromatografiska metoder sasom NMR, IR, UV-vis och kolhydratsanalys. Dessutom anvands
grumlighetspunktsanalys for att avgora hydrofobiciteten av hemicellulosaderivaten.

2.8.1 NMR

NMR ér en vanlig metod for bestdamning av molekylers struktur och utférs genom att ett prov
placeras i ett starkt magnetfalt dar det utsatts for radiovagor som far atomkarnornas spinn att
absorbera energi [26]. De vanligaste metoderna inom organisk kemi ar *C-NMR och *H-
NMR. Av dessa metoder 4r *H-NMR mest kanslig, vilket beror pa att kol-isotopen **C endast
ar 1 % naturligt forekommande och darmed finns i betydligt lagre méngd i molekylen.

Den egenskap som tillter integration med magnetfaltet &r kdrnans spinn [26]. Inom *3C- och
H-NMR kan karnan ha tva olika energilagen d& den bestrélas. De tva olika energilagena
beror direkt utav karnans spin. Om spinnets axel ar riktad langsmed magnetféltets vagor ger
detta k&rnan en l&gre energi &n om spinnets axel hade varit riktad mot magnetféltet.

Elektrondensiteten i kemiska foreningar ger upphov till en sa kallad skarmande effekt, vilket
ar ett svagt motverkande magnetfalt runt atomerna [26]. Detta far till konsekvens att
atomkarnor av samma atomslag upplever olika magnetfélt och darmed ger signal vid olika
frekvenser. Ju farre elektroner en k&rna har i sin nédrvaro desto mer utsatt ar den for
magnetfalt.

2.8.2 IR-spektroskopi

Infrardd (IR) spektroskopi ar en metod som anvands for bestdmning av funktionella grupper i
en molekyl [26]. Metoden &r sarskilt effektiv for att detektera asymmetriska bindningar som
till exempel OH, C=0 och NH2 i funktionella grupper. Detta eftersom varje bindning ger
upphov till en specifik frekvens som enkelt kan maétas. IR-spektroskopi anvénds ofta som
komplement till andra analysmetoder som till exempel NMR for att bestdmma strukturen av
en molekyl. Bindningarna i en molekyl vibrerar med en frekvens som faller inom det
infrardda spektrumet [27]. Tyngre atomer och svagare intramolekyldra bindningar vibrerar
ofta langsammare an starka bindningar och lattare atomer [26].

Analysen utfors med en spektrometer som sander ut ljus i form av infrarod stralning [27].
Provet som undersoks absorberar stralningen och resultatet sammanstalls i ett IR-spektrum
dar absorption plottas mot vaglangd eller frekvens.



2.8.3 Kolhydratanalys

Kolhydratanalys &r en metod for att bestimma vilka monosackarider som finns narvarande i
det analyserade provet. Det finns olika satt att utfora detta pa, dar jonkromatografi &ar ett
exempel [28]. | denna studie anvénds en metod som kallas HPAE-PAD (High-performance
anion-exchange chromatography with pulsed amperometric detection). Den hér metoden
nyttjar att kolhydraterna bildar anjoner vid hégt pH [29]. De kan dérmed separeras genom
jonkromatografi och anjonbytare for att sedan undersékas genom detektion av spénningen
som uppstar da de oxiderar.

2.8.4 UV-vis-spektroskopi

UV-vis-spektroskopi dr en analysmetod som baseras pa att funktionella grupper absorberar
ljus och darmed exciteras vid specifika vaglangder [30]. Vanligtvis ges utslag i omradet 200-
800 nm av det elektromagnetiska vaglangdsspektrat. Lambert-Beers lag, se Ekvation 1,
behandlar det linjara sambandet mellan absorbans och koncentration vilken &r viktigt for
forstaelse vid anvandning av UV-vis-spektroskopi.

A=c-l-¢ (1)

| denna undersdkning anvands UV-vis for att erhalla koncentrationer av ett visst amne i ett
prov. Detta gors baserat pa Lambert-Beers lag dar uppmatt absorbans, kand kyvettlangd och
den moléra absorbtiviteten mojliggor berdkning av koncentrationer [31].

2.8.5 Grumlighetspunkt

En polymer har en konformation som bland annat beror pa det I6sningsmedel den &r I6st i
samt dess temperatur [32]. Da temperaturen varierar forandras polymerens konformation
vilket leder till att dess loslighet paverkas. Temperaturen vid vilken polymeren Gvergar fran
16slig och transparent till att den borjar falla ut och bli grumlig kallas grumlighetspunkt. Den
kan anvandas for att ge en indikation pa polymerens hydrofobicitet dar ett hogre varde pa
grumlighetspunkt visar pa en mer hydrofob polymer.

Matning av grumlighetspunkt kan ske med UV-vis-spektroskopi eftersom transmittansen
minskar vid utfallning. Denna kan berdknas genom métvarden pa absorbans enligt Ekvation 2,

T=L=10"4 )

Io

dar lo &r intensiteten pa ljuset som gar in i provet och | &r intensiteten pa ljuset som lamnar
det. A &r absorbansen som ar tydligt kopplad till kvoten mellan intensiteterna [32].



3 Experimentellt utféorande

Projektets laborativa arbete delades upp i extraktion, modifiering, frisattningsstudie och
analys. Extraktion, modifiering och frisattningsstudie utférdes successivt medan analyserna
genomfdrdes kontinuerligt.

3.1 Extraktion av hemicellulosa
Den laborativa delen av projektet inleddes med extraktion av hemicellulosa fran kornskal. For
en mer noggrann dokumentation av utférandet se Appendix A.1 och A.2.

Kornskal vagdes upp, blandades med saltsyra och fick sta under omrorning Gver en natt.
Foljande dag centrifugerades I6sningen. Den resulterande fallningen resuspenderades i vatten
och pH justerades till ungeféar 3. Till l16sningen sattes sedan natriumhypoklorit 16st i vatten.
Darefter fick I6sningen std under omrdrning i ett varmt bad for att sedan aterigen
centrifugeras. Den bildade féllningen ateruppslammades i avjoniserat vatten varefter
I6sningen centrifugerades igen. Till den erhallna fallningen tillsattes natriumborhydrid l6st i
natriumhydroxid. Denna l6sning fick sta under omrérning over natten.

Dagen efter inleddes med att l6sningen pH-neutraliserades och centrifugerades.
Hemicellulosan falldes ut genom att supernatanten tillsattes stegvis och under omrérning till
etanol. Dérefter centrifugerades I6sningen och fallningen tillvaratogs. For att vid ett senare
tillfalle kunna utféra en frisattningstudie pa den omodifierade hemicellulosan sa behévde ett
fint pulver erhallas. En mindre mangd torkad omodifierad hemicellulosa I6stes upp med
avjoniserat vatten i ett varmt skakbad. Pa samma satt som tidigare falldes hemicellulosan ut
med etanol. Den fick darefter lufttorkas for att sedan mortlas till ett pulver.

3.2 Modifiering av hemicellulosa

Hemicellulosan som extraherats modifierades i tva omgangar. Den forsta modifieringen
gjordes med butenoxid med tva olika molekvivalentkoncentrationer. Delar av dessa prover
modifierades en andra gang med bensylbromid eller allylbromid vilket gav totalt sex olika
modifieringar. For en mer noggrann dokumentation av utférandet se Appendix A.3 och A.4.

Den tidigare extraherade hemicellulosan vagdes och léstes upp i avjoniserat vatten under
uppvarmning i vattenbad. Losningen blandades med en natriumhydroxidlésning under fortsatt
uppvarmning. Provet delades darefter upp i tva kolvar och till de bada kolvarna tillsattes olika
mangder butenoxid. Detta resulterade i hemicellulosa med hdg molekvivalent substituenter
per hydroxylgrupp (2,5-buten) och hemicellulosa med lag molekvivalent substituenter per
hydroxylgrupp (0,5-buten). Proverna fick darefter std i varmebad for att sedan pH-
neutraliseras. Polymererna félldes ut och flyttades till petriskalar och lufttorkades i
rumstemperatur. Av de torkade massorna sparades en del av varje prov for fortsatt
modifiering medan resten mortlades ner till tva finfordelade pulver.

Proven fran modifiering med butenoxid véagdes upp i fyra kolvar, med 0,5-buten i tva och 2,5-
buten i tva. Dessa blandades med en losning av natriumhydroxid i dimetylsulfoxid. Till
proverna 0,5-buten tillsattes antingen bensylbromid eller allyloromid sa att tva nya prover
bildades (0,5-bensyl och 0,5-allyl). P4 samma satt bildades ytterligare tva nya prov; 2,5-
bensyl och 2,5-allyl. Kolvarna fick sedan sta i ett varmt vattenbad i fyra timmar. Déarefter
tillsattes metanol for att avbryta reaktionen och félla ut hemicellulosan. Eftersom
hemicellulosan inte falldes ut sa undersoktes andra alternativa losningar. Det visade sig att
olika kombinationer av isopropanol och etylacetat fick hemicellulosan att falla ut. Darefter
filtrerades proverna och filterkakorna fick lufttorka innan de mortlades till fina pulver.



3.3 Genomforande av frisdttningsstudie

Med den modifierade och den omodifierade hemicellulosan utfordes en frisattningsstudie.
Tabletter av hemicellulosa med metylparaben som modell for en aktiv substans tillverkades
och dess frisattningshastighet bestimdes genom att absorbans mattes pa prover fran
frisattningsmediet. F6r en mer noggrann dokumentation av forberedelser och studie se
Appendix A.5, A.6 och A.7.

3.3.1 Frisattningsstudiens forberedelser

Innan frisattningsstudierna kunde genomféras kravdes féardiga tabletter av hemicellulosa samt
dess olika modifieringar. Ett recept pa tabletter togs fram innehallande de olika
komponenterna hemicellulosa, cellulosa och metylparaben. Cellulosan fungerade som
utfyllnadsmaterial och metylparabenet som modell for den aktiva substansen. Alla
komponenter mortlades samman och trycktes sedan i en press under 1 tons tryck till tabletter.
Det gjordes tva tabletter av varje modifiering med undantag for 0,5-allyl samt 0,5-bensyl.

Tva losningar forbereddes, en saltsyralosning och en fosfatbuffert, som bada placerades i
vattenbad vid 37°C. Dessa skulle komma att anvandas som frisattningsmedium.

3.3.2 Frisattningsstudie av hemicellulosabaserade tabletter

Tabletterna placerades i ndtkorgar och sanktes ner i saltsyralosningen. Darefter togs prover
fran alla frisattningsbad varje halvtimme. DA tva timmar gatt flyttades natkorgarna med
tabletter fran syralosningen till fosfatbufferten eftersom en verklig mag-tarmkanal ville
efterliknas. Dérefter fortsatte provtagningen tills dess att all metylparaben frisatts.

3.4 Analys av hemicellulosa och dess derivat
De analysmetoder som anvandes for att bestimma de kemiska egenskaperna var
kolhydratanalys, NMR-, IR-, UV-vis-spektroskopi samt bestdamning av grumlighetspunkt.

3.4.1 Forberedelser infor analys av extraherad hemicellulosa

For att kontrollera vilken typ av hemicellulosa som extraherats samt for att kunna bedéma
dess kvalitet genomférdes kolhydrat-, IR och NMR-analys. Infor varje analysprocess kravdes
en del forberedelser, dar forsta steget var att hydrolysera proverna. For en mer noggrann
dokumentation av forberedelserna, se Appendix A.8, A.9 och A.10.

3.4.1.1 Hydrolys av extraherad hemicellulosa

En mindre del av den extraherade hemicellulosan végdes upp och placerades i ugn for
torkning Gver natten. Dagen efter tillsattes en svavelsyralosning till provet och hemicellulosan
finfordelades. Provet placerades sedan i en exsickator kopplad till en vakuumsug for
intorkning och dérefter i ett 30 °C varmt skakbad. Avjoniserat vatten tillsattes till provet och
bégaren tacktes med aluminiumfolie for att kunna autoklaveras.

3.4.1.2 Provberedning inféor kolhydrat-, IR- och NMR-analys av extraherad
hemicellulosa

Provet fran hydrolysen sugfiltrerades och filtratet spaddes med avjoniserat vatten. Losningen
filtrerades genom ett sprutmembran och injicerades pa kromatografen sa att
kolhydratanalysen kunde utféras.

Den resterande mangden av filtratet blandades med bariumhydroxid och fick sta under
omrorning i tre till fyra timmar innan provet pH-neutraliserades. Bariumhydroxiden
sugfiltrerades bort sa att den kvarvarande vétskan blev helt genomskinlig. Vatskan blandades
sedan med deuteriumoxid innan NMR-analysen utférdes.



Infor IR-analysen blandades en liten mangd prov med kaliumbromid. Pulvren mortlades och
pressades till en tablett som sedan analyserades med hjalp av en spektrometer.

3.4.2 Analys av hemicellulosa modifierad med butenoxid, allylbromid och
bensylbromid

For att verifiera att modifieringarna lyckats utfoérdes flera analyser pa proverna med
modifierad hemicellulosa. De analyser som genomférdes var IR- och NMR-analys samt
analys av grumlighetspunkt. For en mer noggrann dokumentation av utférandet, se Appendix
A1l

3.4.2.1 Provberedning av IR- och NMR-analys pd modifierad hemicellulosa

En liten mangd av varje modifieringstyp vagdes upp och blandades med deuteriumoxid innan
NMR-analysen kunde utforas. Provet med 0,5-bensyl analyserades inte eftersom det inte
fanns prov av denna modifiering som var rent.

Infor IR-analysen forbereddes proverna pa samma satt som for den omodifierade
hemicellulosan.

3.4.2.2 Analys av grumlighetspunkt pa modifierad hemicellulosa

En liten méngd modifierad och omodifierad hemicellulosa blandades med fosfatbuffert (pH
~6.8) i sma vialer enligt proportioner redovisade i Appendix A.12. Analysen utférdes med
koncentrationerna 0,5 och 2 w/w % hemicellulosa. Vialerna varmdes upp under omrérning
och temperaturen samt absorbansen maéttes var tionde grad. Dérefter berédknades
transmittanserna, enligt Ekvation 1, for att hitta grumlighetspunkterna.

3.4.3 Analys av frisittning

Under friséattningsstudien togs prover pa alla bad upprepade ganger. Varje prov analyserades
med UV-vis sa att absorbansen kunde bestammas. Appendix A.13 beskriver hur den
kalibreringskurva som behdvdes for absorbansanalysen framstalldes.
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4 Resultat

| studien erholls resultat genom analys av den omodifierade och den modifierade
hemicellulosan. Analysmetoderna som anvandes var NMR, IR, kolhydratanalys och
grumlighetspunktsanalys. Dessutom utfordes en frisattningsstudie pa tabletter tillverkade av
hemicellulosan.

4.1 Resultat fran analys av omodifierad hemicellulosa
Massutbytet av hemicellulosa ur kornskal beréknas till 24,82 %. For berdkning, se Appendix
B.2. Jamfort med den forvantade méngden &r detta ett resultat som anses vara acceptabelt.

NMR visar att provet innehaller alfa-glukos, alfa-xylos, alfa-arabinos, beta-glukos, beta-xylos
och beta-arabinos, se Figur 4.

Halpha-glucose (dd) Hbeta-arabinose (d)
5.24 4.53
Halpha-xylose (d) Hbeta-xylose (d)
5.20 4.59

Hbeta-glucose (d) I

| | M ;‘H

“«l *l,, UIM \l{‘,,b’” \l

1
J\A Jlﬂ‘N,JVNVVL s 'I,‘L' 'l“ Ml i J

Halpha-arabinose (d)
5.02

A M"J

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
56 55 54 53 52 51 50 49 48 47 46 45 44 43 42 41 40 39 38 37 36 35 34 33 32 31 30 290 28
f1 (ppm)

Figur 4. NMR-spektrum dver provet innehallandes omodifierad hemicellulosa som visar utslag vid olika frekvens i ppm.

Med kolhydratanalys faststdlls mangder av det kénda innehallet i hemicellulosan. Resultatet
kan utlasas i Tabell 1 dar det framgar att det finns 6vervagande mangder xylos och arabinos
jamfort med glukos.

Tabell 1. Resultat fran kolhydratsanalys av omodifierad hemicellulosa. Varje analys utfors tva ganger for att fa ett sakert
resultat. Hemicellulosan innehaller olika méangd arabinos, glukos och xylos.

Arabinos [mg/l] Glukos [mg/l] Xylos [mg/l]
12,4400 3,9996 32,6012
12,0701 3,9159 -

IR-spektroskopins resultat redovisas i Figur 5. Den anvénds framst for jamférelse mellan den
omodifierade hemicellulosan och dess modifieringar.

11



541

52
"
50+ —
\_\"
48y, g y
\\ \
N / 5
46 \ \
\ A | Yo £
| i S 1R 5 4
44 \ Y 14 A T
\ / T . || ‘ f!l I \ll
4 / \ f \
42 \,‘ \ | f L 7N | \
ks \ vV | \
404 | / |
| / | | % 7
| lu"l ‘;\ ."‘ \/
38 1|I / ,t. “,.
\“ ‘r"“ \\ .
36 \ / Y {
| f \ |
| f \
341 \5 “,' Y,
\ {
321 \ JF
L 4
301 % F
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 450
cm-1
Figur 5. IR-spektrum av omodifierad hemicellulosa. Transmittans i procent plottas mot inversen av vagtalet i cm

4.2 Resultat fran analys av modifierad hemicellulosa

NMR-spektra éver modifiering med butenoxid i 0,5 och 2,5 molekvivalenter presenteras i
Figur 6a respektive b. Topparna mellan 2-0,9 &r kolvaten som forekommer i butenoxidkedjan.
Topparna i intervallet 3,5 - 6 & hemicellulosa.

a)

b)

L

Figur 6. a) NMR-spektrum for hemicellulosa modifierad med 0,5 molekvivalenter butenoxid som visar utslag vid olika
frekvens i ppm. b) NMR-spektrum for hemicellulosa modifierad med 2,5 molekvivalenter som visar utslag vid olika
frekvens i ppm.
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| Figur 7, 8 och 9 redovisas NMR-resultat for alla modifieringar forutom 0,5-bensyl da denna
modifiering kontaminerades innan analysen utférdes och inte ansags brukbar. | Figur 7 ses
toppar som representerar aromater vid 7-8 ppm och sackarider vid 3-4,5 ppm. | Figur 8 och 9
finns toppar i intervallet 5-6 ppm som motsvarar allylgrupperna. Aven héar kan toppar for
sackarider vid 3-4,5 ppm observeras. | alla figurer kan toppar ses i omradet 0,8-2 ppm vilket

ar signaler fran butenoxidkedjan.

2_5_benzyl_Kand16_PROTON_01 ™

261

e
0 10.5 10.0 9.5 9.0 8.5 8.0 75 7.0 6.5 6.0 55 5.0 4.5 4.0
1 (ppm)

Figur 7. NMR-spektrum for hemicellulosa modifierad forst med 2,5 molekvivalenter butenoxid och darefter med
bensylbromid som visar utslag vid olika frekvens i ppm.
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261

0 10.5 10.0 9.5 9.0 8.5 8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 55 5.0 4.5 4.0 35 3.0 25
f1 (ppm)

Figur 8. NMR-spektrum for hemicellulosa modifierad férst med 0,5 molekvivalenter butenoxid och darefter med
allylboromid som visar utslag vid olika frekvens i ppm.
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Figur 9. NMR-spektrum for hemicellulosa modifierad férst med 2,5 molekvivalenter butenoxid och direfter med
allylboromid som visar utslag vid olika frekvens i ppm.

Resultat fran IR-spektroskopi pa de olika modifieringarna, forutom 0,5-bensyl, redovisas i
Figur 10, 11, 12, 13 och 14. Alkyltoppar finns representerade i samtliga modifieringar i
intervallet 2950-2850 cm™. Dubbelbindningar forekommer ocksa i olika varianter kring 1600-
1700 cm™. | Figur 14 syns tydliga aromattoppar kring 860-680 cm™. Aromater férekommer
ocksé i intervallen 1700-1500 cm™ dar dubbelbindningarna ar representerade, vilket ocksa
framgar av figurerna.
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Figur 10. IR-spektrum for hemicellulosa modifierad med 0,5 molekvivalenter butenoxid. Transmittans i procent plottas
mot inversen av vagtalet i cm.
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Figur 11. IR-spektrum for hemicellulosa modifierad med 2,5 molekvivalenter butenoxid. Transmittans i procent plottas
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Figur 13. IR-spektrum for hemicellulosa modifierad forst med 2,5 molekvivalenter butenoxid och darefter med
allylboromid. Transmittans i procent plottas mot inversen av vagtalet i cm.
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Figur 14. | IR-spektrum for hemicellulosa modifierad forst med 2,5 molekvivalenter butenoxid och darefter med
bensylbromid. Transmittans i procent plottas mot inversen av vagtalet i cm.

4.3 Frisattningsresultat
Resultat fran frisattningsstudier erhalls genom métning av absorbansen hos metylparaben. For
att kunna genomfora absorbansmétning maste forst en kalibreringskurva utformas.

4.3.1 Resultat av frisattningsstudier

Fran frisattningsstudierna erhalls resultat genom matning av absorbans. Denna mats utifran
mangden frisatt aktiv substans i form av metylparaben i frisattningsmedierna vid vaglangden
255,5 nm. Fran den totala mangden metylparaben berdknas den procentuella andelen frisatt
substans vid varje matpunkt, se Figur 15 och 16. Enligt Figur 15 nar den omodifierade
hemicellulosan en maximal frisattning efter cirka 10 timmar. De modifierade hemicellulosa-
proverna nar maximum efter cirka 27 timmar, vilket ar noterbart eftersom det sker drastiskt.
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Grafen for 2,5-buten har en punkt vid tva timmar som avviker fran évriga punkter. Figur 16
visar att 0,5-bensyl, 2,5-allyl, 2,5-bensyl nar fullstandig frisattning innan fem timmar medan
0,5-allyl nar maximum efter 20 timmar.
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Figur 15. Resultat fran frisittning av omodifierad hemicellulosa, hemicellulosa modifierad med 0,5 molekvivalenter
butenoxid och hemicellulosa modifierad med 2,5 molekvivalenter butenoxid. Andel frisatt metylparaben i procent
plottat mot tid.
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Figur 16. Resultat fran frisdttning av hemicellulosa modifierad med antingen 0,5 eller 2,5 molekvivalenter butenoxid och
darefter med bensylbromid respektive allyloromid. Andel frisatt metylparaben i procent plottat mot tid.
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4.4 Resultat av grumlighetspunktsanalys

Fran grumlighetspunktsanalysen erhalls resultatet genom att absorbansen for varje prov méts
vid jamna mellanrum i ett temperaturintervall. Utifran den uppmaétta absorbansen beréknas
transmittansen och plottas mot temperaturen enligt Figur 17 och 18. Transmittansen i alla
grafer i Figur 17 Okar med temperaturen. Vart att notera &r att den omodifierade
hemicellulosan och 2 vikt-% 0,5-buten 6kar mer drastiskt an de andra proverna. Graferna i
Figur 18 foljer inget uppenbart monster.

Grumlighetspunktsanalys
90

80
70
60
50
40

30

Transmittans [%]

20

10

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
Temperatur [°C]

Omod (0,5 vikt-%) Omod (2 vikt-%) == 2 5-buten (0,5 vikt-%)
== (0,5-buten (0,5 vikt-%) =@=0,5-buten (2 vikt-%)

Figur 17. Resultat fran grumlighetspunktsanalys av omodifierad hemicellulosa, hemicellulosa modifierad med 0,5
molekvivalenter butenoxid och hemicellulosa modifierad med 2,5 molekvivalenter butenoxid. Transmittansen plottas i
procent mot temperaturen.
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Grumlighetspunktsanalys
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Figur 18. Resultat fran grumlighetspunktsanalys av hemicellulosa modifierad med antingen 0,5 eller 2,5 molekvivalenter
butenoxid och direfter med bensylbromid respektive allyloromid. Transmittansen plottas i procent mot temperaturen.

For bilder pa tabletterna fore, under och efter frisattningsstudie, se Appendix C.
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5 Diskussion

De erhéllna resultaten fran studiens laborativa delar analyseras i féljande avsnitt. Utifran
resultaten besvaras fragestallningarna om vilka modifieringar som genomférdes med
framgang och vilka som visar sig ge hemicellulosan énskade egenskaper.

5.1 Extraktion

En forutsattning for utforande av projektet ar en lyckad extraktion av hemicellulosa ur
kornskal. Det forvéantade resultatet &r hogt utbyte och stor andel arabinoxylan vilket motsvarar
den erhallna produkten, detta bevisas ocksa i samtliga analyser.

5.2 Modifiering

Modifieringsresultaten studeras och beddms utifran de genomférda analysernas spektra, det
vill sdga IR- och NMR-spektra. Det & genom dessa en slutsats angaende modifieringarnas
framgang kan dras. En lyckad modifiering innebér att de forvantade substitutionsgraderna
uppnas och att reaktionerna har utforts med hég omsattningsgrad. Forst jamfors modifieringen
med butenoxid med den omodifierade hemicellulosan for att se vilka skillnader och likheter
som finns. Dérefter jamfors butenoxidmodifieringarna med allyl- och bensylmodifieringarna
da dessa utfordes med butenoxidmodifieringarna som bas.

Gemensamt for hemicellulosaderivaten ar att det i IR-spektrarna finns en djup topp i
hydroxidomradet. Detta ar naturligt da xylos och arabinos innehaller mycket hydroxidgrupper
som inte kommer att reagera med butenoxiden.

NMR-spektrerna visar tydligt att kolvaten adderats till hemicellulosan vid modifieringen med
butenoxid. Detta faststélls genom att det tillkommit toppar i forvéntat intervall dar det tidigare
inte funnits nagra. | IR-spektrerna tydliggors att toppen som motsvarar hydroxidgrupper &r
bredare for modifieringarna vilket indikerar att nya sorters hydroxidgrupper har introducerats.
Toppen som motsvarar kolvaten ar dessutom djupare i modifieringarnas spektra vilket tyder
pa att det finns fler kolvaten och dven att de nu forekommer i flera varianter.

Skillnaden mellan buten-proverna &r att det i spektrat for 2,5-buten ar tydligt att det
forekommer fler kolvaten &n i provet med 0,5-buten vilket tyder pa att det finns fler kolkedjor
som harstammar fran butenoxiden och att en hogre substitutionsgrad har uppnatts. Detta syns
tydligt bade i IR- och NMR-spektra.

Da bensyl- och allylgrupper adderas forandras utseendet pa topparna i kolvate-intervallet for
bade IR- och NMRspektrerna. Detta beror pa att bade bensylen och allylen innehaller
kolvéaten men att dessa ser lite annorlunda ut &n de i kolkedjan vilket ger ett annorlunda utslag
och forandrad topp.

NMR-spektret for provet med 2,5-bensyl visar tydligt pa att det finns aromater och sackarider
i provet, vilket tyder pa en lyckad modifiering. Sackariden som NMR-spektrat visar
forekommer i hemicellulosans ryggrad. Aromater som pavisas i spektrat tyder pa att
bensylgrupperna har adderats, ddaremot ar signalen relativt svag vilket kan tyda pa liten
provmangd alternativt dalig I6slighet i l6sningsmedlet vid NMR-analysen. De manga
topparna tyder dessutom pa att provet inte & helt rent utan kan innehalla rester av
biprodukter. 1 IR-spektret finns tydliga toppar som visar pd aromater vilket innebar att
resultaten fran de olika analyserna ar entydiga.
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Modifieringarna 0,5-allyl och 2,5-allyl visar bada tva pa innehall av allyler och sackarider.
Signalerna i NMR-spektrumen &r nagot starkare for 2,5-allyl vilket tyder pa hogre
substitutionsgrad, vilket var forvantat. | ovrigt ar de mycket lika varandra vad géller placering
av toppar. IR-spektran dver allyl-modifieringarna har relativt stora skillnader vad géller antal
toppar och dess djup. Den storsta skillnaden &r att 2,5-allylmodifieringen har en markbart
storre C=C topp och en mycket tydligare C-H topp vilket motsvarar innehallet i allylerna och
tyder pa att koncentrationen allyler i 2,5-modifieringen ar betydligt storre. Detta resultatet var
forvantat.

5.3 Frisattning

Resultatet fran det forsta frisattningsbadet som redovisas i Figur 17 visar skillnaden mellan
tabletterna med omodifierad hemicellulosa och hemicellulosa modifierad med butenoxid. Den
omodifierade hemicellulosan uppnar nastan maximal frisdttning efter nagra timmar medan
den modifierade varianten nar ungefar 20 % frisattning pa samma tid. Frisattningen fran
tabletterna med modifierad hemicellulosa verkar stanna upp vid 20 % fram till efter ungefér
ett dygn har passerat da andelen frisatt metylparaben snabbt okar till nastan 100 %.

Den andra frisattningsstudien, se Figur 18, visar att tabletterna med hemicellulosa modifierad
med 0,5-allyl ger jdmn frisdttning av aktiv substans. Daremot l6stes tabletterna gjorda med
hemicellulosa modifierad med 2,5-allyl samt 2,5-bensyl upp i stort sett direkt |
frisattningsbadet. Detta tyder pa att modifieringen med bensylbromid kan ha forsamrat
mojligheten for tvéarbindningar att uppstd mellan monomererna. Att 2,5-allyl l6ses upp kan
bero pd de reaktiva dubbelbindningarna pa substituenterna reagerar med saltsyran i
frisattningsbadet i hogre grad an 0,5-allyl.

Da skillnaden mellan de olika modifierade varianterna av hemicellulosa var sa pass liten och
pa grund av den snabba 6kningen fran 20 till 100 % efter ungefar ett dygn i den forsta
frisattningsstudien gjordes ingen mer ingdende analys av resultaten. Den snabba 6kningen kan
bero pa att det gick nagra dagar mellan att proverna togs och absorbansmétning genomfordes
for proverna med hdg andel frisatt metylparaben.

Frisattningsstudierna tyder éverlag pa att modifiering med hogre molekvivalenter inte har gett
nagot annat resultat &n motsvarande med lagre ekvivalenter. Detta tyder pa att en gréns kan ha
passerats dar tillsats av storre mangd modifiering inte har nagon stérre betydelse for sjalva
frisattningsresultatet. Detta stdammer inte Gverens med det forvantade resultatet men &r en
intressant observation. Vidare tyder studierna pa att modifieringen med butenoxid samt
butenoxid tillsammans med allylbromid har gett 6nskade resultat i form av hydrofobicitet och
tvarbindningar. Daremot har modifieringen med bade butenoxid och bensylbromid inte gett
en jamnare frisattning &n den omodifierade hemicellulosan.

5.4 Grumlighetspunkt

Grumlighetspunktsanalysen visar att hemicellulosa modifierad med butenoxid far en 6kad
transmittans med Okad temperatur, vilket foljer trenden for den omodifierade hemicellulosan.
Resultaten innebar darfor att grumlighetspunkten paverkas ytterst lite av modifiering med
butenoxid. Detta tyder pa att butenoxiden inte gor det mer sannolikt att hemicellulosan far
tvarbindningar och déarmed kan bilda aggregat.

Hemicellulosa modifierad med allylbromid visar en relativt konstant transmittans med 6kande
temperatur. Transmittansen for 2,5-allyl vid bada samtliga koncentrationer 6kar valdigt lite da
provet varms vilket tyder pa att en mindre méangd aggregat gar i l16sning. Modifieringen med
0,5-allyl vid den lagre koncentrationen &r det enda provet som uppvisar grumlighet vilket
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tyder pa att polymererna bildar aggregat med 6kande temperatur. Detta indikerar att 0,5-allyl
har fatt tvarbindningar mellan de olika sidogrupperna, vilket ar i linje med resultatet fran
frisattningsstudierna.

Da inget av de andra proverna uppvisar nagon tydlig tendens till grumlighetspunkt kan ingen
narmare jamforelse goras mellan de olika hemicellulosaderivaten och den omodifierade
hemicellulosan. Detta innebér att ingen ytterligare slutsats kan dras angaende hydrofobiciteten
proven emellan och darfor gjordes ingen mer ingaende analys av resultatet.
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6 Slutsats

Studien visar att hemicellulosa extraherad fran kornskal har potential att anvandas som
grundmaterial till tabletter for kontrollerad frisattning av aktiv substans i kroppen efter att ha
modifierats med butenoxid. Vidare visar studien att ytterligare modifiering med allylbromid
har potential att ge jamnare frisattning. Studien visar dessutom att en substitutionsgrad pa 0,5
molekvivalenter récker for att ge Onskade resultat i form av gelegenskaper hos
hemicellulosan. Frisattningsprofilen for hemicellulosa modifierad med butenoxid ar langsam
vilket tyder pa att den ar lamplig att anvanda i tabletter for exempelvis hjartmedicin eller
andra mediciner som behdver verka under en langre tid.

Framtida studier skulle kunna syfta till att utveckla modifieringsforfarandet for att
effektivisera och skala upp processen. Studier skulle aven kunna bidra till att hitta optimala
substitutionsgrader av butenoxid samt allyloromid for modifiering av hemicellulosa. Vidare
arbete inom omradet skulle kunna leda till en mer omfattande anvandning av fornyelsebara
material och pa sa satt fora oss narmare en hallbar framtid.
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Appendix A: Protokoll

| Appendix A presenteras protokoll for de laborativa arbeten som utforts i studien.

A.1: Extraktionsprotokoll
Detta protokoll beskriver hur hemicellulosa extraheras fran kornskal i denna studie.

Dag 1

250 g kornskal vags upp och tillsétts i 510.05 M HCI.
Losningen far sta under omrorning 6ver natten.

Ldsningen centrifugeras och vétskan dekanteras.

Pelletsen loses upp i 1 | avjoniserat vatten och dess pH regleras med 2 M NaOH till
~3.

50 g NaCl loses upp i 500 ml avjoniserat vatten och tillsatts till pelletlésningen.
Pelletlésningen placeras under omrérning med uppvarmning, 80 °C i 3 timmar.
Losningen centrifugeras och vétskan dekanteras.

Pelleten ateruppslammas i avjoniserat vatten och centrifugeras igen.

25 g NaBH4 16ses upp i 2,511 M NaOH. Darefter tillsatts pelleten till denna I6sning.
Losningen far st under omrérning éver natten.

Losningen neutraliseras med HCI till pH 7.

Dérefter centrifugeras 16sningen och vétskan tillvaratas.

Vatskan tillsatts stegvis under omrérning i etanol (95%) med forhallandet 1:0.4 och far
sta 10-15 minuter.

Losningen centrifugeras och pelletsen tillvaratas. Den vager nu 138,74 g innan
torkning.

A.2: Protokoll for utfallning av omodifierad hemicellulosa
Detta protokoll beskriver hur den omodifierade hemicellulosan falls ut for att tabletter ska
kunna tillverkas.

1.

2.
3.

o

8 g omodifierad hemicellulosa véags upp och tillsatts i en E-kolv tillsammans med 100
ml avjoniserat vatten.

Losningen sétts i ett 30-70 °C vattenbad med omrdrning under natten.

400 ml etanol (96 %) maéts upp och placeras pa en magnetomrorare.

Den uppvarmda losningen tillsatts droppvis och langsamt ner i etanolen under
omrorning.

Utfalld hemicellulosa centrifugeras och etanolen dekanteras.

Hemicellulosan lufttorkas Gver natten.



A.3: Protokoll for modifiering med butenoxid
Detta protokoll beskriver hur den extraherade hemicellulosan modifieras med butenoxid.

Dag1
1. Hemicellulosan vags upp och torkas i ugn éver natten, 60 °C.

Dag 2
1. 10 g hemicellulosa vags upp och tillsatts till tva olika E-kolvar.
2. 400 ml avjoniserat vatten tillsatts till varje E-kolv.
3. Proven placeras i vattenbad med temperaturen 60 °C i 20 min.
4. 29,23 g NaOH végs upp och blandas med 29,36 ml avjoniserat vatten.
5. NaOH-I6sningen tillsatts till 16sningen innehallandes hemicellulosa.
6.  Losningen placeras i vattenbad 60 °C i 20 min.
7. Till ena E-kolven tillsatts 67,00 ml butenoxid (2,5-buten)
8.  Till den andra E-kolven tillsétts 12,52 ml butenoxid (0,5-buten)
9. Bada kolvarna placeras i vattenbad med temperaturen 60 °C i 60 min.
10.  Ytterligare vattenbad 90 °C i 60 min.
11.  Losningarna neutraliseras med 2 M HCI.
12.  En liten del av l6sningen 2,5-buten flyttas till dialysmembran (1 kDa) och placeras i en
hink med destillerat vatten.
13.  Resten av l6sningen 2,5-buten, 200 ml, halls i 400 ml isopropanol.
14. 250 ml av l6sningen 0,5-buten halls i 500 ml isopropanol.
15.  Proverna centrifugeras i 3x15 min och vatskan dekanteras till 2 olika E-kolvar.
16.  Till pelleten for 0,5-buten tillsatts aceton och etanol. Till pelleten for 2,5-buten tills&tts
mer isopropanol och I6sningen sétts pa is.
17.  Losningarna centrifugeras i 15 min och vatskan dekanteras till 2 olika b&gare.
18.  Pelleten for de olika proverna flyttas till varsin petriskal och far lufttorka i
rumstemperatur. Erhallen mangd redovisas i Tabell A3.1.

Tabell A3.1. Erhdllen midngd hemicellulosa modifierad med 0,5-buten och 2,5-buten uppvdgd strax innan
tablettillverkning.

Modifiering Vikt [g]
0,5-buten 7,25
2,5-buten 7,31

A.4: Protokoll for modifiering med bensylbromid och allylbromid

Detta protokoll beskriver hur den andra och tredje modifieringen av den extraherade
hemicellulosan genomfors. For att genomfdra denna modifiering anvands bensylbromid och
allylbromid.

Dag1
1.  En NaOH-loésning forbereds genom uppvégning av 9,18 g NaOH som ldses i 124 ml
DMSO.
2.  Modifierad hemicellulosa vags upp och placeras i fyra olika kolvar:
2 x 3,1 gav 0,5-buten. Tot: 6,2 g.
2x3,1gav 2,5-buten. Tot: 6,2 g.
1 g av varje modifiering sparas for karakteriseringsanalys.



3. 31 ml NaOH-16sning tillsatts till varje kolv.

4.  Allylbromid och bensylbromid tillsatts enligt proportionerna som star i Tabell A4.1.
For redovisning av volymsberékningarna, se Appendix B.1.

5. Kolvarna placeras i vattenbad i 70 °C i 4 timmar.

Tabell A4.1. Volymer tillsatt reaktant till prover i modifiering med bensylbromid och allyloromid. For redovisning av
volymsberdkningarna, se Appendix B.1.

Modifiering Reaktant Volym [ml]
0,5-allyl Allylbromid 4,0
2,5-allyl Allylbromid 4,5
0,5-bensyl Bensylbromid 5,5
2,5-bensyl Bensylbromid 6,0

Dag 2

1.  Metanol (80 %) tillsatts till varje kolv med forhallandet 1:1. Den modifierade

hemicellulosan forvantas fallas ut vilket inte sker.
2. Proverna rullindunstas for att metanolen ska avdunsta.

3. Olika kombinationer av hexan, isopropanol, etylacetat dietyleter och avjoniserat vatten
testas i olika ordningar for att fa hemicellulosan att fallas ut. Forsoken redovisas i

Tabell A4.2.

4.  De utféallda proverna filtreras och filterkakan lufttorkas. De torra filterkakorna mortlas
sedan till fina pulver och vags. De uppvagda massorna presenteras i Tabell A4.3.

Tabell A4.2. Testade kombinationer av 16sningsmedel for utfallning av prover med modifierad hemicellulosa. Lésning 1

tillsattes innan lI6sning 2.

Modifiering Losning 1 Losning 2 Anmarkning
Bensyl & allyl Isopropanol Hexan Fungerade ej
Bensyl & allyl Hexan Isopropanol Fungerade ej
Bensyl & allyl Isopropanol Aceton Fungerade ej
Bensyl & allyl Aceton Isopropanol Fungerade ej
Bensyl & allyl Isopropanol Dietyleter Fungerade ej
Bensyl & allyl Vatten - Fungerade ej
0,5-allyl Isopropanol Etylacetat Fungerade okej
2,5-allyl Isopropanol Etylacetat Fungerade okej
0,5-allyl Isopropanol - Fungerade bra
2,5-allyl Isopropanol - Fungerade bra
0,5-bensyl Isopropanol Etylacetat Fungerade bra
2,5-bensyl Isopropanol Etylacetat Fungerade bra

Tabell A4.3. Erhallna massor av proverna med modifierad hemicellulosa.

Modifiering Vikt [mg]
0,5-allyl 333,48
2,5-allyl 747,87
0,5-bensyl 319,95
2,5-bensyl 740,66



A.5: Protokoll for frisattningsstudiens forberedelser

Detta protokoll redovisar forberedelserna infor frisattningsstudierna. Protokollet omfattar
tablettillverkning samt forberedelse av de 16sningar som tabletterna ska undersokas i.

1.

wmn

9.

10.

11.

Hemicellulosan och dess modifieringar véags upp till 200 mg +/- 0,2 mg. Alla
modifieringar samt den omodifierade hemicellulosan ger tva tabletter vardera med
undantag for 0,5-allyl och 0,5-bensyl. Detta pa grund av att det inte finns tillrackligt
mycket prov for att framstalla tva tabletter med 0,5-bensyl och for att
frisattningsbaden inte rackte till for tva tabletter av 0,5-allyl.

Recept pa tablett tas fram, se Tabell A5.1.

Mikrokristallin cellulosa (MCC) végs upp.

Aktiv substans (metylparaben) véags upp med viss marginal da en viss del forsvinner
da substansen 6verfors fran vag till mortel.

De olika komponenterna blandas ihop i en mortel, placeras i en form och trycks med
trycket 1 ton.

Frisattningsmedium bestaende av saltsyralosning forbereds genom att blanda 630 ml 2
M HCI i 12 | avjoniserat vatten. Detta ger en losning som racker till 14 st
frisattningsbad med en volym pa 900 ml/st, vilket ger en reservmangd pa 1,8 I. Det
faststélls att 16sningens pH &r 1 med hjalp av pH-papper.

Fosfatbuffertlosning med pH~6.81 forbereds for att kunna simulera tarmen.

a) En stamlésning av 1 M NaH2PO4 bereds genom att 138 g NaH2PO4 loses i
avjoniserat vatten till en volym pa 1 I.

b) En stamldsning av 0,5 M Na,HPO4 bereds genom att 89 g Na,HPO4 l6ses i
avjoniserat vatten till en volym pa 1 I.

c) 352,8 ml NaH2PO4 stamldsning och 604,8 ml Na;HPO4 stamldsning 16ses i
avjoniserat vatten till volymen 12,6 |. Denna mangd récker till 14
frisattningsbad pa 900 ml/st, vilket ger en reservmangd pa 1,8 I.

Syrabadet forbereds genom att 40 gradigt vatten halls ned i det kar som
frisattningsbaden ligger i. Denna maskin Kklarar inte av att varma vatten eller halla
temperaturer vid dessa grader sa lite varmare vatten anvands da det kommer kylas ned
nagot under de tva timmar frisattningen kommer ske i syrabadet.

900 ml 0,1 M HCI halls ned i varje frisattningsbad.

Fosfatbadet forbereds genom att karet fylls med vatten. Varmen slas pa for att badet
ska stallas in pa temperaturen 37 °C.

900 ml fosfatbuffert halls ner i varje frisattningsbad.

Tabell A5.1. Komponenter och mangder som anvidnds vid tillverkning av tabletter.

Komponenter i tablett Vikt [mg]
Modifierad hemicellulosa 200
Metylparaben, aktiv substans (API-BP) 20
Mikrokristallin cellulosa (MCC) 100
Totalvikt per tablett 320



A.6: Protokoll for frisattningsstudie 1

Detta protokoll beskriver hur den forsta frisattningsstudien genomfors. | denna omgang
undersoks sex tabletter under en sexdagarsperiod. Absorbans méts vid vaglangden 255,5 nm.

Dag1
1.

2.
3.

SRl

Dag 2
1.
2.

Dag 3
1.
2.

Dag 6
1.
2.

Natkorgar forbereds med 6 st tabletter da tva av varje derivat analyseras samtidigt. |
detta bad studeras omodifierad hemicellulosa, 0,5-buten och 2,5-buten.

KI. 8:50 sanks korgarna ner i salsyrabadet och omrorarna slas pa.

Prov tas pa bad 1 och bad 2 (omodifierad hemicellulosa) efter 10 min eftersom dessa
borjar falla sonder.

Prover tas varje halvtimme fran kI 08:50 till 15:00. Radata fran alla prover redovisas i
Tabell A6.1 och A6.2.

Efter tva timmar flyttas natkorgarna over till fosfatbuffertbadet.

Fran kI 15:00 till 21:00 tas prov en gang i timmen.

Fran kI 21:00 fram till 09:00 tas inga prover.

Prov tas kI 9:00, 10:00 och 13:00.
Absorbanserna analyseras.

Prov tas ki 8:00, 10:30 och 14:00.
Absorbanserna analyseras.

Prov tas kl 08:30.
Absorbanserna analyseras.

Tabell A6.1. Tabell 6ver radata fran frisattningstudie 1 for saltsyrabadet.

Tid[h] | Abs Abs Abs Abs Abs Abs

omodl ' omod2 | 0,5-buten | 0,5-buten?2  2,5-buten1 0,5-buten 2
1

0 0,01 0,005 - - - -

0,5 0,018 0,014 - 0,018 0,013 0,012

1 0,026 0,023 0,025 0,025 0,024 0,022

1,5 0,062 0,04 0,0358 0,1222 0,0184 1,2458

2 0,072 0,0647 0,0379 0,0382 0,0385 0,0438

24 0,0783 0,0781 0,0441 0,0456 0,0451 0,0387




Tabell A6

.2. Tabell 6ver radata fran frisdttningsstudie 1 for fosfatbuffertbadet.

Tid [h] | Abs Abs Abs Abs Abs Abs
omod 1 omod?2 | 0,5-buten1l | 0,5-buten2 | 2,5-buten1 | 2,5-buten 2

0,5 0,01 0,016 0,03 0,024 0,023 0,027
1 0,012 0,026 0,049 0,047 0,04 0,042
1,5 0,011 0,023 0,066 0,062 0,052 0,058
2 0,011 0,02 0,08 0,079 0,063 0,07
2,5 0,009 0,025 0,092 0,087 0,081 0,09

3 0,011 0,021 0,098 0,096 0,088 0,097
3,5 0,0671 0,0775 0,1597 0,1579 0,1488 0,1654
4 0,0669 0,0757 0,1795 0,1701 0,1679 0,1777
5 0,0657 0,086 0,1956 0,1876 0,1845 0,1858
55 0,0655 0,09 0,201 0,1887 0,1793 0,1822
6 0,0649 0,076 0,1943 0,1918 0,1825 0,2084
7 0,0689 0,0794 0,2045 0,2047 0,1908 0,2066
8 0,0709 0,0901 0,2177 0,2085 0,2065 0,2025
9 0,0745 0,0885 0,2182 0,2125 0,1957 0,2034
10 0,0694 0,0885 0,2174 0,2132 0,1929 0,2352
22 0,0824 0,1182 0,2139 0,2107 0,2072 0,2149
23 0,0782 0,0973 0,2236 0,2179 0,2213 0,217
26 0,0306 0,08 1,4224 1,4695 1,4956 1,4891
45 0,032 0,0925 1,4138 1,4695 1,4526 1,4535
475 0,0326 0,0909 1,4886 1,4924 1,4537 1,4905
51 0,0338 0,0854 1,4151 1,5016 1,4903 1,5041
69,5 0,00324 0,0828 1,4079 1,5254 1,4804 1,5568

A.7: Protokoll for frisattningsstudie 2
Detta protokoll beskriver hur den andra frisattningsstudien genomfdrs. | denna omgang
undersoks sex tabletter under en tredagarsperiod.

Dag1

De bada baden, saltsyrabadet och fosfatbuffertbadet, forbereds pa samma satt som vid
frisattningsstudie 1, detsamma galler metod, temperatur och utrustning.

1.

N

o

Nétkorgar forbereds med 6 tabletter som analyseras samtidigt. | detta bad studeras:
a) 1 tablett av 0,5-bensyl

b) 1tablett av 0,5-allyl

c) 2 tabletter av 2,5-bensyl

d) 2 tabletter av 2,5-allyl

K1 10:30 sénks korgarna ner i saltsyrabadet och omrorarna slas pa.

Prover tas varje halvtimme de forsta tva timmarna. Radata fran varje provtagning
redovisas i Tabell A7.1 och A7.2.

Efter tva timmar flyttas natkorgarna 6ver till fosfatbuffertbadet.

Prover tas kl 13:08, 13:38, 14:00, 15:35 och 18:00.

Absorbanserna analyseras.

VI



Dag 2
1. Provtaskl 7:45, 8:30, 11:10, 12:50, 15:15 och 18:00.
2.  Absorbanserna analyseras.

Dag 3
1. Prov tas kl 08:00 och 11:00.
2. Absorbanserna analyseras.

Tabell A7.1. Tabell 6ver radata fran frisdttningstudie 2 for saltsyrabadet

Tid [h] Abs Abs Abs Abs Abs Abs
0,5-bensyl | 0,5-allyl ' 2,5-bensyl 1 ' 2,5-bensyl 2 | 2,5-allyl 1 | 2,5-allyl 2

0,5 2,2965 0,478 2,3018 2,2313 1,9086 2,0311

1 2,3325 0,718 2,2829 2,2583 2,4165 2,293

1,5 2,33 1,134 2,2913 2,2432 2,4592 2,2943
2,5 2,2897 1,1504  2,3002 2,2704 2,4713 2,3308
7,5 2,4035 1,2193 | 2,3039 2,3235 2,4937 2,3801

23 2,4078 1,2684 | 2,3751 2,4023 2,5591 2,4752

Tabell A7.2. Tabell 6ver radata fran frisittningsstudie 2 for fosfatbuffertbadet.

Tid [h] Abs Abs Abs Abs Abs Abs
0,5-bensyl ' 0,5-allyl | 2,5-bensyl | 2,5-bensyl | 2,5-allyl1 @ 2,5-allyl 2
1 2
0,5 0,0106 0,1704 0,0105 0,0057 0,0172 0,02
1 0,0114 0,2919 0,0114 0,0073 0,0102 0,0098
1,5 0,0122 0,4914 0,0131 0,0073 0,0177 0,0126
2,5 0,0098 0,7041 0,0076 0,0044 0,0085 0,0111
5 0,0105 0,9758 0,0048 0,0092 0,0081 0,0127
18,75 0,0038 1,1837 0,0101 0,0087 0,0088 0,007
19,5 0,0109 1,2263 0,054 0,0092 0,0473 0,0056
22,5 0,0058 1,1724 0,0074 0,0088 0,0049 0,0105
24 - 1,1807 - - - -
26,5 0,0087 1,1699 0,0315 0,0086 0,0184 0,0106
29,5 -0,0013 1,1778 0,0086 0,001 0,0027 0,001
43,5 0,0027 1,1807 0,0098 -0,0033 0,0049 0,0095
46,5 0,0006 1,1805 0,0068 -0,0016 -0,0023 0,0048

A.8: Hydrolysprotokoll
Detta protokoll beskriver hur den hydrolys som foregar kolhydratanalys och NMR-analys
genomfars i denna studie.

Dag1
1. 200 mg hemicellulosa vags upp och placeras i ugn for torkning vid 70 °C déver natten.

Vi



Dag 2

1. 3 ml 72 % svavelsyra blandas och tillsatts till provet med hemicellulosa.

2. Hemicellulosan finfordelas med glasstav. Vid detta moment gar glashagaren sénder
och en mindre del av provet gar forlorat. Beddmningen gors att det anda finns
tillrackligt mycket prov kvar for att fortsatta.

Provet placeras i exsickator kopplad till vakuumsug for intorkning i 15 minuter.
Provet placeras darefter i ett 30 °C varmt skakbad i 60 minuter.

84 g destillerat vatten tillsatts till provet.

Bdgaren tadcks med aluminiumfolie och autoklaveras vid 125 °C med tryck i 30
minuter.

7. Provet kyls ned for analys vid senare tillfalle.

©o ok w

A.9: Protokoll forberedelse av kolhydratanalys
Detta protokoll beskriver forberedelser infor och genomférande av kolhydratanalysen som
utfors pa den extraherade hemicellulosan.

1.  Det hydrolyserade provet tinas upp och sugfiltreras.

2. Losningen dverfors till en 100 ml matkolv som fylls med avjoniserat vatten till en total
volym av 100 ml.

3. 2 ml av det utspadda provet mats upp och fors dver till en 25 ml méatkolv. Darefter

fylls kolven med avjoniserat vatten till en slutgiltig volym pa 25 ml.

Provet filtreras genom ett sprutmembran.

5. Analysen gors med jonkromatografi (ICS-3000) (Dionex Corporation, Sunnyvale, CA,
USA) med en Carbo Pac™ PAT1 (4 x 250 mm) analytisk kolonn.

6. Resten av Idsningen i 100 ml kolven kyls ner for senare NMR-analys.

e

A.10: Protokoll for forberedelse av NMR-analys for omodifierad
hemicellulosa

Detta protokoll beskriver forberedelser infor och genomférande av NMR-analys som utfors
pa den extraherade hemicellulosan.

Provet plockas ut ur kylskapet och far stalla in sig till rumstemperatur.
Bariumhydroxid tillsatts och provet far sta under omrorning i 3-4 timmar.

Svavelsyra tillsétts for att neutralisera provet.

Bariumhydroxiden filtreras bort genom sugfiltrering tills att en klar vatska erhalls. |
detta steg anvéands dubbla och tredubbla filter for att kunna filtrera bort
bariumhydroxiden.

5. 10 mg filtrat 16ses i 0,7 ml deuteriumoxid i NMR-provror med lock.

6. Dessa analyseras sedan i en NMR-spektrometer.

PN E

A.11: Protokoll for forberedelse av IR- och NMR-analys av modifierad
hemicellulosa

Detta protokoll beskriver forberedelser infor IR- och NMR-analyserna som utfors pa den
modifierade hemicellulosan.

NMR-analys:

1. 10 mg av varje modifieringstyp (férutom 0,5-bensyl) vags upp och éverfors till NMR-
provror med lock for att anvandas till NMR-analys.

VI



2.
3.

0,7 ml deuteriumoxid tillsatts till varje ror.
Proverna analyseras i en NMR-spektrometer.

IR-analys:

1.

okrwn

3 mg av varje modifieringstyp véags upp och overfors till vialer for att anvandas vid
IR-analys.

100 mg K2SOx4 tillsétts till varje vial.

Pulvren mortlas for att blandas.

Pulvren i varje vial pressas till tabletter.

Tabletterna analyseras i en spektrometer.

A.12: Protokoll féor matning av grumlighetspunkt
Detta protokoll beskriver forberedelser infor och genomférande av grumlighetspunktsanalys.
Den modifiering som inte gar att undersoka ar 0,5-bensyl.

1.

2.
3.

4.

5.

Hemicellulosa blandas med fosfatbuffert (pH~6.8) enligt proportionerna som star i
Tabell A12.1 och Tabell A12.2 i sma vialer.

Vialerna placeras i varmeblock pa en magnetomrérare och varms upp.

Spektrometern nollstalls genom en matning av ett blankprov bestdende av
fostfatbuffert.

Absorbansen méts var tioende grad (start 25 °C) for alla proven vid vaglangden 600
nm.

Absorbansen omraknas till transmittans enligt Ekvation 2.

Tabell A12.1. Uppvagd mangd hemicellulosa i mg och fosfatbuffert i ml.

Hemicellulosa = Mangd AX [mg] 0,5 % w/w | Volym Total volym [ml]
fosfatbuffert [ml]

Omodifierad 10 1,99 2

0,5-buten 10 1,99 2

2,5-buten 7,5 1,4925 15

0,5-allyl 10 1,99 2

2,5-allyl 10 1,99 2

2,5-bensyl 10 1,99 2

Tabell A12.2. Uppvagd mangd hemicellulosa i mg och fosfatbuffert i ml.

Hemicellulosa = Méangd AX [mg] 2 % w/w Volym Total volym [ml]
fosfatbuffert [ml]

Omodifierad 40 1,96 2

0,5-buten 40 1,96 2

2,5-buten - - -

0,5-allyl 40 1,96 2

2,5-allyl 40 1,96 2

2,5-bensyl 40 1,96 2



A.13: Protokoll for framstillning av kalibreringskurva

Detta protokoll beskriver hur kalibreringskurvan for analys av absorbans framstélls. Den
erhallna kalibreringskurvan kan anvandas for att bestamma koncentrationer fran absorbanser
uppmatta under frisattningsstudier.

1. Ett blankprov gérs med avjoniserat vatten.

2. Det dmne som analyseras ar metylparaben. Fyra I6sningar med olika koncentrationer
forbereds genom att metylparabenet végs upp och loses i avjoniserat vatten. De vikter
som végs upp ar 0,004 g, 0,010 g, 0,016 g och 0,022 g. Koncentrationerna som
analyseras ar 4, 10, 16 och 22 mg/I.

3. Modellen pa spektrofotometern som anvéands heter Agilent Technologies Cary60. En
QS-kyvett fylls med de olika lésningarna dar den svagaste koncentrationen analyseras
forst for att minimera risken for att metylparaben som blir kvar i kyvetten ska ge nagot
utslag.

4. De uppmétta vdrdena tabelleras i Tabell A13.1 och absorbansen plottas mot
koncentrationen i Figur A13.1.

Tabell A13.1: Uppmadtta viarden pa absorbans med varierande koncentration av metylparaben. Absorbansen mits vid
255, 5 nm. * Provet fér koncentrationen 10 mg/l metylparaben mits om da resultatet dr nagot avvikande.

Koncentration metylparaben [mg/l] Absorbans
0 0

4 0,4243906
10* 0,6583118*
10 0,9781122
16 1,456475
22 1,925096

Kalibreringskurva
2,5
y =0,0901x

1,5 [

Absorbans

0,5

Koncentration Metylparaben [mg/I]

Figur A13.1. Kalibreringskurva for metylparabens absorbans vid 255,5 nm.



Appendix B: Berakningar

| Appendix B redovisas de berdkningar som utfordes i studien.

B.1: Berdkning mangd tillsattning av bensylbromid och allylbromid

Berakning av hur mycket bensylbromid och allylbromid som behover tillsattas till den
modifierade hemicellulosan sker med forutsattning att det ar 6nskvart att modifieringen sker
fullstandigt. Alltsd att alla syreatomer pa den butenoxid som tidigare modifierats till
hemicellulosan reagerar.

Darfor utgas det fran hur mycket butenoxid som tillsattes hemicellulosan vid den forsta

modifieringen for att berdkna hur mycket bensylbromid och allyloromid som kravs for att
fullstandigt genomfdra modifieringen.

(0,5 — buten) = 12,52 ml
V(2,5 — buten) = 66,96 ml

M (butenoxid) = 72,106 g/mol
p(butenoxid) = 812,9 kg /m?3

For berdkning av massor butenoxid som tillsatts till 10 g hemicellulosa anvands Ekvation B.1,
m=p-V (B.1)
dér p ar densitet och V volym.

m(0,5 — buten) = 0,0101775 kg
m(2,5 — buten) = 0,054431 kg

For att erhalla hur manga mol detta motsvarar anvéands Ekvation B.2,

n= (B.2)

&

dar M & molmassan for butenoxid. Substansméngderna som erhalls ar da

n(0,5 — buten) = 0,14115 mol
n(2,5 — buten) = 0,7549 mol

vilket ar antalet mol syremolekyler som kan reagera om all tillsatt butenoxid reagerat och
bundit till hemicellulosan. Detta ar helt omojligt da erhallen produkt ur den forsta
modifieringen har massorna 7,25 och 7,31 g for 0,5- respektive 2,5-buten.

Ett antagande gors att maximalt 4 g av produkten innehaller butenoxid och da ett Gverskott &r
onskvart for att sakerstélla att reaktionen ar fullstandig raknas det pa att 10 g butenoxid finns i
provet vilket ger nedan berédknade substansméngder per prov.

n(0,5 — buten) = 0,047991 mol
n(2,5 — buten) = 0,0498234 mol

X



For att erhalla mangderna och volymerna bensylbromid och allylbromid som maste tillsattas
anvands Ekvation B.1 och B.2 igen.

M (bensylbromid) = 171,03 g/mol
M (allylbromid) = 120,99 g/mol

p(bensylbromid) = 143 kg/m3
p(allylbromid) = 1398 kg/m3

vilket ger

V(0,5 — bensyl) = 5,741 ml
V(2,5 — bensyl) = 5,958 ml
V(0,5 — allyl) = 4,156 ml
V(2,5 — allyl) = 4,29 ml

B.2: Massutbyte hemicellulosa ur kornskal
For berdkning av massutbytet kornskal anvands massorna pa kornskal och erhéllen
hemicellulosa.

Myornskar = 250,0 9g

Mpemicetiulosa = 62,04 g
Mhpemicellulosa

Massutbyte = = 0,24816

Mgornskal

Xl



Appendix C: Bilder

I Appendix C presenteras bilder som tagits under det laborativa arbete som utforts under
studien. Figur C1 visar tabletterna for hemicellulosaderivaten innan frisattningsstudierna
paborjats. De andra fyra bilderna visar tabletterna under samt efter frisattningsstudierna, dar
Figur C2 och C4 visar under och Figur C3 och C5 visar efter.

Figur C1. Tabletter innan frisdttningsstudierna pabérjades. Overraden, vinster till hdger: omodifierad, omodifierad.
Mellanraden, vénster till hoger: 0,5-buten, 0,5-buten, 2,5-buten, 2,5-buten. Underraden, vanster till hoger: 0,5-allyl, 2,5-
allyl, 2,5-allyl, 2,5-bensyl, 2,5-bensyl.

X1l



Figur C2. Bilder tagna 5 timmar efter frisdttningsstudie 1 paborjats. Ovreraden vinster till hoger: omodifierad,
omodifierad och 0,5-buten. Underraden, vanster till héger: 0,5-buten, 2,5-buten och 2,5-buten.
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Figur C3. Bilder tagna efter att samtliga tester avslutats. Ovreraden vénster till hoger: omodifierad, omodifierad och 0,5-
buten. Underraden, vdnster till hoger: 0,5-buten, 2,5-buten och 2,5-buten.
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Figur C5. Bild tagen efter att testerna avslutats pa 0,5-allyl. Ovriga tabletter upplosta.
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