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Tyon tavoitteena oli tuottaa etanolia kuusen (Picea abies) hemiselluloosasta, jota eristet-
tiin kuusenpurusta paineistetulla kuumavesiuutolla. Kéaytetyilla uuttoparametreilla liuok-
seen uuttui myos ligniinid ja puun uuteaineita. Selluloosa jai uuttumatta. Uuton jalkeen
uute konsentrointiin ultrasuodatuksella cross-flow-periaattella, polysakkaridiketjut hydro-
lysoitiin kemiallisesti rikki- ja suolahapolla, liuos neutraloitiin NaOH:lla ja vapaat mo-
nosakkaridit fermentointiin Saccharomyces cerevisiae -hiivoilla

Prosessin fraktioista analysoitiin kokonaissakkaridi- ja monosakkaridipitoisuuksia kaasu-
kromatografialla, uuteaineita ja niiden pitoisuuksia massaspektrometrialla, liuenneen lig-
niinin pitoisuuksia UV -spektrofotometrialla seka hiilipitoisuuksia TOC-analysaattorilla

TyoOssa tehdyt kokeet osoittivat, etta hemiselluloosahydrolysaattia voidaan tehokkaasti
fermentoida etanoliks rajattuun uuteaine- ja ligniinipitoisuuteen asti. Kun fermentointiko-
keissa fermentointia haittaavien inhibiittoreiden mééra oli litan korkea, eivét hiivat voineet
kayttda aineenvaihdunnassaan kaikkia liuoksen sokereita. Tyon fermentointikokeita saat-
toi haitata huonosti valittu hydrolysaatin neutralointikemikaali.

Tuloksista selviaa joitakin olosuhteita, joissa hiiva S. cerevisiae pystyy tuottamaan hemi-
selluloosahydrolysaatista tehokkaasti etanolia Kokeista saatiin jatkotutkimuksia varten
tietoa ligniinid ja uuteaineita sisdltavan polysakkaridiliuoksen ultrasuodatuskonsentroin-
nista sek& uuttolampdtilojen vaikutuksista uutteisiin.

Hakusanat etanoli, hemiselluloosa, kuumavesiuutto, suodatus,
happohydrolyysi, Saccharomyces cerevisiae
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1 Johdanto

Hemiselluloosa on yksi merkittdvimmista polysakkarideja siséltavista uusiutuvista
luonnonvaroista, jota on mahdollista kayttda monipuolisesti raaka-aineena teollisuuden
la tieteenaloilla, muun muassa biotekniikassa ja |88ketieteessd. Fossiilisten polttoainei-
den loppuessa ja ympéristokysymysten kdydessa yha tarkedmmiks on alettu tutkia kes-
tavia seka vaihtoehtoisia tapoja tuottaa polttoainetta. Etanolin tuottoon eri biomassojen
hemiselluloosista kiinnitetdan tulevaisuudessa huomiota niin metséteollisuudessa kuin
jétteiden kasittel yssakin.

Hemiselluloosan hyédyntdmisen ongelmana on sen eristéaminen, puhdistaminen ja kon-
sentrointi. Hemiselluloosa on luonnossa poikkeuksetta kiinni muissa yhdisteissa. Sen
eristamiseksi on monia keinoja, joista paineistetulla kuumavesiuutolla on saatu parhaita
tuloksia sen ympéristdystavallisyyden ja edullisuuden ansiosta. Uutteen konsentrointi
voidaan myos suorittaa eri keinoin ja varsinkin konsentrointi ultrasuodatuksella on ollut
tutkimusten kohteena edullisena ja tehokkaana menetelména. Ennen etanoliksi fermen-
tointia hemiselluloosan polysakkaridit on pilkottava monomeereiksi. Tama voidaan teh-
da kemiallisesti tai entsymaattisesti. Sopivinta hydrolyysimenetelméa valitessa taytyy
ottaa huomioon kustannukset ja hydrolyysin saanto halutuiksi sokereiksi. Hydrolysaatti-
en fermentointi etanoliksi ei ole ongelmatonta biomassojen luonnollisten hiivaa inhi-
boivien yhdisteiden takia. Varsinkin happohydroolyseissa, joissa kemialliset olosuhteet
ovat pH:n kannalta &rimmaisi, syntyy paljon inhibiittoriyhdisteita.

Taman insinborityon tavoitteena oli tuottaa etanolia metsakuusesta (Picea abies) kuu-
mavesiuutolla uutetusta liuoksesta, jonka paakomponenttina oli GGM -sakkaridi. GGM-
sakkaridit ovat havupuille tyypillistda hemiselluloosaa, joka siséltéd galaktoosia, glu-
koosia ja mannoosia. Tyon pagpaino oli kuumavesiuuton tuotteen konsentroimisessa
suodatuksella seka hydrolysoidun konsentraatin fermentoinnissa. Ty0ssa el pyritty op-
timoimaan prosessia tarkasti, vaan selvitettiin prosessin toteuttamiseen liittyvia ongel-

mia.



Kirjallisuusosa

2 Puun koostumus

Suurin osa puun rakenteesta on orgaanisia hiiliyhdisteita. Puun alkuainekoostumus pai-
noprosentteina on 43-45 % happea, 3841 % hiiltd, 5-6 % vetya ja 0,26-0,40 % typpea.
Eri puulgjien alkuainekoostumukset eroavat toisistaan, mista johtuvat puiden erilaiset
ominaisuudet ja kayttobmahdollisuudet. [1, s. 9] Kemiallinen koostumus vaihtelee puun
eri 0sissa, ja sithen vaikuttavat myds ulkoiset tekijét, kuten puun kasvupaikan ravinteet
jailmasto [2, s. 58].

Puuaineksen tarkeimmét rakenteet ovat selluloosa, hemiselluloosa ja ligniini. Selluloo-
san osuus puusoluista on 40 — 50 %, hemiselluloosan 20 — 35 % jaligniinin 15 — 35 %.
Selluloosa on glukoosista koostuva homopolysakkaridi [3, s. 245], ja se antaa puusoluil-
le ominaisen jaykan rakenteen. Hemiselluloosat ovat heteropolysakkarideja, eli ne koos-
tuvat eri sakkaridiyksikdista, kuten glukoosista ja ksyloosista. Hemiselluloosa on sellu-
loosaketjujen valeja tayttava rakenneaine. Ligniini on haaroittunut polyfenoli, jossa on
runsaasti hydroksyyliryhmi& Ligniini pitéd selluloosan ja hemiselluloosan muodosta-
maa rakennetta kasassa vahvoilla sidoksilla. [1, s. 10] Rakenneaineiden lisaksi puu si-
sdltda uuteaineita. Uuteaineet ovat pienid orgaanisia yhdisteitd, joita on puussa rakenne-
aineita vahaisempia méérig, jotka ovat uutettavissa puusta eri liuottimilla. Uuteaineita
ovat polyfenoliset ligniinit ja lignaanit sek& lipofiiliset hartsit ja pihkat. Hartsit voidaan
jakaa eri ryhmiin, jotka ovat rasvat ja rasvahapot, stearyyliesterit ja sterolit, terpenoidit
javahat. Vahoja ovat pitkaketjuiset alkoholit ja niiden happoesterit. [13, s. vii]

2.1 Hemisdluloosa

Merkittavin hemiselluloosan 18hde on puu. Hemiselluloosa on vériton ja vakaa yhdiste,
joka koostuu eri sakkaridiyksikoistg, jotka ovat epasdannollisessa jarjestyksessi. Soke-
reita on kuitenkin maaréllisesti samassa suhteessa, ja puun eri osille on ominaista sakka

ridiyksikoiden véaliset suhteet. [5, s. 9] Hemiselluloosan pdasakkaridikomponentit ovat



D-glukoosi, D-galaktoosi, D-mannoosi, D-ksyloosi, D-glukuronihappo, L-arabinoos,
D-galakturonihappo seka 4-O-metyyli-D-glukuronihappo. Pédkomponentit ovat kuvassa
L-rhamnoosia, L-fukoosia sek& O-metyloituneita neutraaleita sokereita. [5, s. 9; 6, s 4]
D-etuliite sakkaridimonomeerin alussa kertoo, kumpi sakkaridin enantiomeereista on
kyseessa. Enantiomeerejd keskendén ovat yhdisteet, joissa yhteen keskushiileen ovat
liittyneenda samat yhdisteet toistensa peilikuvana. Esimerkiksi glukoosimolekyyli ei

luonnossa esiinny L-muodossa laisinkaan. [7, s. 446]

OH oH OH
HO .\-'.':... -G H ) \:.--- ) .-D
HO-N 0 ~OH  HO-\—~"=.—OH
D-glucopyranose D-mannopyranose D-galactopyranose
-0
< OH » _ 0 Hq\ ’DH
L{UH HEII_IU\’A_ OH 0
HO OH oH HO— } g
0 HO OH
L-arabinofuranose D-xylopyranose D-glucuronic acid

Kuva 1. Hemiselluloosan padkomponentit [5, s. 4]. Suljetun ympyrén muodossa olevia
heksoosgja kutsutaan pyranooseiks ja pentoosegja furanooselks [ 7, s. 898].

2.2 Havupuiden hemiselluloosa

Havupuiden yleisimmé hemiselluloosat ovat O-asetyyli-galaktoglukomannaani eli
GGM (noin 20 p-% puun kuiva-aineesta) ja arabino-4-O-metyyliglukoroniksylaani (5-
10 p-% puun kuiva-aineesta) [8, s. 203]. Kuusen GGM:n rakenne on kuvattuna kuvassa
2.

Kuva 2. GGM:n rakenne. Mannoosi, glukoos ja galaktoos esiintyvat yleensa suhteessa
4:1:0,5. Galaktoos on yleensa kiinni mannoosiyksikoissa ketjun sivussa. [9, s. 202]



GGM:n rungon muodostavat sekalaisessa jarjestyksessa olevat (1—4)-sitoutuneet 3-D-
glukopyranosyyliyksikét ja (1—4)-sitoutuneet -D-mannopyranosyyliyksikot. (1—4)-
sidos tarkoittaa sidosta, jossa kuusihiiliset sakkaridiyksikét ovat kiinni yhteisessa hap-
piatomissa yksoissidoksella 1. ja 4. hiilestd (1—6)-sidoksessa vastaavasti sakkaridit
ovat kiinni toisissaan happisidoksella 1. ja 6. hiilesta. N&issi kahdessa voi olla (1—6)-
sitoutuneena o- tai B-D-galaktopyranosyyliyksikkod, joka on paéosin kiinni B-D-
mannopyranosyyliyksikossa. B-etuliite kertoo, miten monosakkaridin hiiliketjun en-
simmaisen hiilen OH-ryhma on verrattuna—CH;OH-ryhmaan. a- ja f-sokereiden ero on
kuvassa 3. [6, s 6-7], [8, s. 1] Kuusen (Picea abies) hemiselluloosan sakkaridiosuudet

HO
CH.OH
ﬁl
HO OH

OH

ovat esitetty piirakkamallina kuvassa 4.

HO
CH,OH

HO
H
OH

a-D-Galactopyranose B-p-Galactopyranose

Kuva 3. a- ja p-D-galaktopyranoos. a-muoto on sakkaridin cis-isomeeri ja f-muoto
trans-isomeeri. [ 7, s. 453]

Glukuronihappo
4-0-metyloitunut 1%

galakturonihappo
4%

Rhamnoosi
1%

Arahinoosi
6%

Galakturonihappo
7%

Kuva 4. Metsdkuusen (Picea abies) hemiselluloosan sakkaridit kuvattuina massapro-
sentteina [ 3]. Kuusen kuiva-aineesta hemiselluloosia on noin 25-30 %.
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3 Paineistettu kuumavesiuutto

Paineistetussa kuumaves uutossa uutetaan kiintedsté aineesta haluttuja yhdisteita yli 100
celsius-asteisella vedella ylipaineessa. Tarkeimmét kuumavesiuuton parametrit ovat
[ampétila ja paine. Lampdatilalla on térkein vaikutus veden ja uutettavien yhdisteiden
fysiokemiallisiin ominaisuuksiin ja uuton selektiivisyyteen. Paineistetussa kuumavesi-
uutossa ves diffuusioituu normaaliolosuhteita nopeammin, ja sen viskositeetti seka pin-
tgjannitys pienenevét. Edelld mainitut ominaisuudet tehostavat yhdisteiden uuttumista.
Liian korkealla lampdtilalla on kuitenkin haittavaikutuksia, kuten laitteiden kulumista ja
yhdisteiden hgjoamista. Lisdksi liian korkeissa lampdtiloissa saattaa uuttua yhdisteitd,
joiden uuttumista el tavoitella. Paineella on vain pieni merkitys yhdisteiden uuttumi-
seen, ja kaytannossa paine pyritdan pitdméadn arvossa, joka pitéa veden nesteend korke-
asta lampotilasta huolimatta. [34, s. 30 - 32]
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4 Ultrasuodatus

Ultrasuodatus valittiin konsentrointikeinoks taloudellisuutensa ja oligomeerifraktion
tuottamisen vuoksi. Ultrasuodattamalla voidaan pienentda liuoksen tilavuutta tehok-
kaasti ja téten kasvattaa sakkaridikonsentraatiota. Ultrasuodatus soveltuu hyvin teolli-

kutsutaan retentaatiksi ja kalvot 18péisevad permeaatiksi.

Kalvosuodatukset jaetaan yleisesti neljgan luokkaan niiden erotuskyvyn perusteella
Luokat ovat pidéattyvien komponenttien mukaisesti kasvavassa jarjestyksessa kaan-
teilsosmoosi, nanosuodatus, ultrasuodatus ja mikrosuodatus. K&anteisosmoosi on neste-
moosilla voidaan muun muassa poistaa suolat merivedesta. Nanosuodatuksella voidaan
erottaa liuoksesta pienen molaarisen massan orgaaniset yhdisteet ja suuremmat suolat.
Ultrasuodatuksessa pienet orgaaniset yhdisteet ja lyhyet sakkaridiketjut pdasevét kalvon
[8pi, mutta raskaammat ja suuremmat yhdisteet eivét. Ultrasuodatusta kdytetdan lagjalti
proteiiniliuosten konsentroimiseen. Mikrosuodatuksessa huokoskoko on 0,2 — 4 um, ja
Sitd kaytetdan yleensa kiintoaineksen poistamiseen. Taulukossa 1 on eri kalvosuodatuk-
sen ominaisuuksia. [14, s.6- 7] [5, s. 57]
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Taulukko 1. Kalvosuodatusten yleisid ominaisuuksia. [ muokattu lahteista 14, s. 7; 15, s.

6]
K&anteisosmoos | Nanosuodatus | Ultrasuodatus | Mikrosuodatus
Huokos- <0,002 pm <0,002 pm 0,2-0,02 um 5-0,02 um
koko
Ei péésta| Kevyet ja raskaat | Suuret  yhdis- | Suuret yhdisteet, | Bakteerit, par-
[&pi yhdisteet, NaCl, | teet, mono- ja | proteiinit, po- | tikkelit, savi
glukoosi, proteii- | disakkaridit, lysakkaridit,
nit, virukset, virukset,  mo- | virukset
yksiarvoiset ionit | niarvoiset ionit
Kéyte- Selluloosa- Selluloosa- Polyeetterisul- Polyeetterisulfo-
tyimmét asetaatti asetaatti foni, selluloosa | ni, polyvinyyli-
materiaalit asetaatti, poly- | deneflurodi, ke-
vinyylidenefluo- | raamiset kalvot
ridi
Kalvon Putkimainen, Putkimainen, Putkimainen, Putkimainen,
tuki ja| plate-and-frame, | plate-and-frame, | plate-and-frame, | plate-and-frame,
olemus tukien valiin pu- | tukien valiin | tukien valiin | tukien valiin
ristettakalvo puristettakalvo | puristettakalvo | puristetta kalvo

Ennen varsinaigta ultrasuodatusta on liuosta yleensa esikasiteltava sopivalla tavalla.

Y leisié suodatusta helpottavia esikasittelyja ovat pH:n sééto, hapettavien komponenttien

poistaminen seka saostumisen estaminen ja vahentaminen [14, s. 59 - 61]. Suodatusme-

netelmi& on yleisesti kaksi: ristivirtaussuodatus ja dead-end-suodatus. Ristivirtaussuoda-

tuksessa suodatettava liuos ohjataan suurehkolla nopeudella tangentiaalisesti kalvoja

kalvon pintaa kuten dead-end-suodatuksessa. Ristivirtaussuodatuksen ja dead-end-

suodatuksen ero on esitetty kuvassa 5.
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Dead-end-suodatus Ristivirtaussuodatus

l Syotettivi liuos

‘t’ v *-“' .* .* ++ v _'.'-"'.'..-"..:_". -."_':-'.- __'-._F Retentaatti
. : ® — @ '.;,‘..o.-‘-.;._““—“* —_

RN R Sy-.‘itettévéi—-P',‘:'.:‘!"-':.:_' i 8 e —p
L] : . L v . . (i ) L] -'_ - .._ w -'
I e livos = it
VYVYYVYVY VY YYVYVYVYvyevy
Permeaatti l Retentaatti l Permeaatti

Kuva 5. Dead-end-suodatuksen ja ristivirtaussuodatuksen toimintaperiaate. Ristivir-
tausseodatuksessa kalvojen tukkeutuminen on huomattavasti vahéisempaa. [ muokattu
lahteesta 12]

Suodatuskalvot voidaan huokoskokoluokkia huomioimatita jakaa karkeasti kahteen
ryhmaan: hydrofiilisiin ja hydrofobisiin. Hydrofiilisilla kalvoilla saadaan suuri vesivuo
jane pdastavét hydrofiilisia komponentteja hyvin 18pi. Hydrofobisilla kalvoilla vesivuot
ovat pienempid, mutta niité voidaan valmistaa kestavammista materiaaleista Hydrofo-
biset kalvot myos tukkeutuvat hydrofiilisia kalvoja herkemmin. [14, s. 10]

Suodatuskalvojen huokoskoosta puhuttaessa kaytetéan kalvojen cut-off-arvoa. Cut-off-
arvo kuvaa sitd suodatettavien yhdisteiden moolimassaa, joka jé& 90-prosenttisesti re-
tentaattiin. Cut-offin yleisin yksikko on dalton. [17, s. 183.] 1 g/mol™ moolimassa vas-
taa 1 daltonia[18, s. 9].
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5 Polysakkaridien happohydrolyysi

Happohydrolyysissd hemiselluloosaketjut pilkotaan monomeereiksi, jotta esimerkiksi
hiivat voisivat tuottaa niistéa tehokkaammin etanolia [21, s. 422]. Happohydrolyysilla on
eraassa tutkimuksessa saatu hemiselluloosaliuoksella 80 %:n monomeerisaanto. Happo-
hydrolyysissa monomerisaation lisaksi voi tapahtua sakkaridien muuttumista furfuraa-
leiksi. [21, s. 427] Happohydrolyysin reaktioiden eteneminen on esitetty kuvassa 6.

HoCOH |I.| o CH 0 . szO"é [l} OH
. [
0 A €mn- OH m— o
G OH OH OH
g H a” ou i0 0” "OH H0 07 oM
" OH CH,0H OH CHOH O CHy0H
H
i .
CH,y0H CH.OH CH,0H C1|H
i 0 < . *Ho0 0 Ho
CH # oH o \[—H OH
I o H OH i 5 -
HO H . o° cH e Ho HO o q
CH [H,0H OH &
+H®
OH
HO 4
NCIBN
—0" o
CHQCH

Kuva 6. Happohydrolyysin toimintamekanismi disakkarideille. Hydrolyys toimii samal-
la periaatteella pidempienkin ketjujen ollessa kyseessi. Kuvassa punaisdla on merkitty
yleisempi reaktiopolku ja sinisella harvinaisempi. Molempiin reaktioihin tarvitaan va-
paan vedyn lisaks vesimolekyyli. [ muokattu lahteestéa 31, s. 19].

6 Hydrolysaatin neutralointi ja fermentoitavuuden parantaminen

Hydrolysaatti el fermentoidu sellaisenaan, vaan se vaatii pH:n neutralointia ja mahdolli-
sesti muita kasittelyitg, jotta hiivat voivat kayttda sokereita tehokkaammin. Hiivojen
toiminnan tehostamiseksi liuoksesta voidaan poistaa haihtuvia fermentointia haittaavia
yhdisteita hoyrystamalla livosta. Tall6in poistuu esimerkiksi fenoleita, furfuraalgja ja
etikkahappoa. pH:n nostamiseksi voidaan kéyttdd eméksisid kemikaaleja, kuten
NaOH:a, KOH:a, Ca0O:ajaCa(OH).:a [37, s. 318 - 319]
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7 Hydrolysaatin fermentointi

Etanolifermentoinnissa hydrolysaatin monosakkaridit muuttuvat hiivojen aineenvaih-
dunnan seurauksena alkoholiksi ja hiilidioksidiksi. Reaktioketjua kutsutaan k&ymiseksi,
ja siihen kuuluu noin 30 eri reaktiota. Kaikista sakkaridimolekyyleista el muodostu al-
koholgja, vaan hiiva kayttda osan muihin aineenvaihduntatuotteisiin ja kasvuunsa. Teo-
riassa hiivat pystyisivét tuottamaan sokereista noin 47 p-% alkoholia. K&ymisen perus-

stoikiometria on seuraava

CesH1205 — 2CH3CH-0OH + 2 CO»
[30, s. 198]

Puusta ja muista biomateriaaleista valmistettujen hydrolysaattien fermentoiminen etano-
liksi @ ole ongelmatonta. Fermentoituvien sakkaridien lisdksi hydrolysaatti sisaltda lu-
kuisia muita yhdisteitd, joista osa inhiboi hiivan toimintaa. Nain tapahtuu varsinkin suu-
remmissa konsentraatioissa. [20, s. 125] Lisdksi yksikdan tunnettu hiiva ei kykene hyo-
dyntaméaén kaikkia sakkarideja etanolin tuotossa. Tutkimusten kohteena onkin jo vuosia
ollut hiivakantojen geneettinen muokkaaminen siten, etta ne hyddyntéisivét paremmin
erilaisia sakkarideja esimerkiks etanolintuotossa. [35, s. 277]
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8 Tidaus

Tislaus on yksikkdoperaatio, jossa erotellaan toisiinsa liuenneita aineita hoyrystamalla
liuosta. Tislaus perustuu eri aineiden haihtuvuuteen. Kun tidattavaa liuosta lammite-
téén, matalimman hoyrynpaineen komponentti erottuu tislauksen tuotteena eli tisleena
ensin, ja loput komponentit jdavét tislaugaannokseksi. Kuvassa 7 on esitettyna tislaus-
laitteisto. [29, s. 9]

_Fractionating
column

“Crlass beads

Vb

-; Heat |.
Kuva 7. Tidaudaitteisto [29 s. 9]. Fraktiointikolonni (kuvassa fractionating column)
auttaa aineita erottumaan tehokkaammin kuin pelkkd suora lasiputki. Tisle on mahdol-
lista kerata fraktioihin vaihtamalla tislekol via tislauksen aikana.
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9 Kaytetyt analyysimenetel méat

Analyysit ja analyysimenetelmét on esitetty taulukossa 2. Fraktiot analysoitiin mahdol-
lismman monipuolisesti, jotta niisté saatiin parempi kokonaiskuva.

Taulukko 2. Analyysit ja analyysimenetel mét.

Analyys Menetelma

K okonaissakkaridipitoisuus Kaasukromatografia
Monosakkaridipitoisuus Kaasukromatografia
Liuennut ligniini Spektrofotometria
Orgaaniset yhdisteet yhteensi TOC-laite

Uuteai neet M assaspektrometri

9.1 Kaasukromatografia

Kaasukromatografiassa eri yhdisteitd sisdltdvat naytteet kulkeutuvat hoyrystyneessa
olomuodossa kolonnin 1&pi. Heikosti haihtuvat yhdisteet saadaan haihtuvammiksi deri-
vatisoimalla ne esimerkiksi silyylijohdannaisiksi ennen ajoa. Kolonni on yleensa use-
amman metrin mittainen ohut silikaputki, jonka siséosa on paéllystetty kiintegksi faasik-
s kutsutulla materiaalilla. Y hdisteiden erottuminen kolonnissa toisistaan perustuu kiin-
teén faasin kanssa tapahtuviin reaktioihin seka hoyrynpaine-eroihin. Liikkuvana faasina
eli kantgjakaasuna kaytetddn mahdollisimman inerttejd kaasuja, joiden tehtdvana on
vieda naytteita eteenpain kolonnissa. Yleismmin kaytettyja kantajakaasuja ovat typpi,
happi, helium ja argon. Y hdisteet tunnistetaan niiden malliaineiden avulla. Retentioaika
on aika, joka yhdisteilta kuluu kolonnin 18pi kulkemiseen. [19, s. 106]

Y hdisteiden kulkeuduttua kolonnin 18pi niiden tunnistamiseen on erilaisia detektoreita,
joista yleismmét ovat liekki-ionisaatiodetektori (FID), elektroninsieppausdetektori
(ECD) ja massaspektrometrinen (MS) detektori. Naista lagimmin kéytdssa on FID-
detektori, jonka etuja ovat luotettavuus, herkkyys, yksinkertaisuus ja helppokéayttoisyys.
FID-detektori perustuu liekissa muodustuviin orgaanisiin kationeihin. Kationit vapaut-
tavat elektroneja, jotka havaitaan detektorin kollektorielektrodilla. Detektorille tulevan
hiilen méara on verrannollinen muodostuneeseen virtamaaraan ja siten eluoituneen yh-
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disteen médraan. Tulokset saadaan tietokoneen kromatografiaohjelmalla, joka tunnistaa
piikit ja laskee niiden pinta-alat suhteuttaen sisdiseen ja ulkoiseen standardiin ja saa
selville kunkin yhdisteen pitoisuudet ndytteessa. [19, s. 106 - 107] Kuvassa 8 on mo-
nosakkaridimaarityksiin k&ytetyn kalibrointiliuoksen kromatogrammi.
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Kuva 8. Monosakkaridimenetelman kalibrointiliuoksen kromatogrammi [32]. Piikkien
ylapuolella lukee sakkaridin nimi lyhenteend. Sakkaridin eri isomeerit on merkitty eri

numeroilla. Nimettomat piikit ovat epdpuhtauksa ja menetelman tunnistamattomia yh-
disteita. Menetelmassa kaytetaan ksylitolia sisdisena standardina.

M enetelman tunnistamat sakkaridit ovat taulukossa 3.

Taulukko 3. Kaytetyn kaasukromatografisen analyysimenetelman tunnistamat sakkari-
dit.

Hek soosit Pentoosit Uronihapot Deoksiheksoosit
Mannoos Ksyloosi Glukuronihappo Ramnoosi
Glukoosi Arabinoosi Galakturonihappo

Galaktoosi

Fruktoosi
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9.2 Kaasukromatogr afia-massaspektrometria eli GC-M S

Kaasukromatografiin liitetyssd massaspektrometrissa yhdistyy kaasukromatografian
hyva erotuskyky ja massaspektrometrin herkkyys seka spesifisyys. Massaspektrometril-
la yhdisteet tunnistetaan ionisoimalla ne ja erottamalla ne niiden massa-varaus-suhteen
mukaan. Erotus tapahtuu kiihdyttamalla ionit sahkokent&sss, jolloin joka yhdisteelle
syntyy ominainen lentorata yhdisteen massan ja varauksen mukaan. Kiihdytyksen jal-
keen ionit iskeytyvét detektorille, mink& jalkeen tietokoneohjelma tarkastelee massa
spektrid massaspektrikirjastoa vasten tunnistaen yhdisteet varmuudella, joka riippuu
naytteen epdpuhtauksista ja massaspektrikirjaston laadusta. [24, s. 116 - 117; 19, s. 110
- 111]

9.3 Orgaanisen hiilen maaréaeli TOC

Hiilenmaaritysmenetelmalla voidaan méérittda vesiliuoksen orgaanisen hiilen koko-
naismaard (TOC), liuenneen orgaanisen hiilen (DOC) méara ja kokonaishiilen méaré
(TC). Veden epaorgaaninen hiili on paasdanttisesti hiilidioksidia, bikarbonastteja ja
karbonaatteja. Kokonaishiilimaarityksessa (TC) nayte poltetaan 680 °C:ssa hiilidioksi-
punakennolla. Kantgjakaasuna kaytetéan synteettistd ilmaa. Epéorgaaninen hiili (1C)
méaaritetddn antamalla ndytteen reagoida 25 % fosforihappoliuoksen kanssa, jolloin ep&
orgaaniset yhdisteet muuttuvat hiilidioksidiksi, jonka ma&ré mitataan infrapunakennolla.
Orgaanisen hiilen (TOC) méaéra saadaan vahentamalla epdorgaanisen hiilen maéra ko-

konaishiilen méarasta. [26, s. 1]
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9.4 Spektrofotometria

Spektrofotometrill& mitataan naytteeseen absorboituvan valon médraa. Spektrofotometri
perustuu Lambert-Beerin lakiin, jonka mukaan liuoksessa olevan yhdisteen pitoisuus on

suoraan verrannollinen absorboituneen valon médraan. Laki voidaan kuvata yhtélolla

A=abc=-log T, jossa

A = molaarinen absorbanssi

a = yhdisteen absorptiokerroin = ¢ [| - (mol - cm)™]
b = valon kulkema matka liuoksessa [cm|

¢ = yhdisteen pitoisuus [mol - "]

Laki on voimassa vain, jos sételleva valo on yksivéristd, yhdisteen pitoisuus on lineaari-
sella mittausalueella, liuoksessa el ole muita optisesti hairitsevia yhdisteita eika liuok-
sessa tapahdu kemiallisia reaktioita mittauksen aikana. M&ritettavan yhdisteen pitoi-
suus lasketaan vertaamalla sen aiheuttamaa absorbanssia tunnetun standardin absor-
banssiin.
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K okeellinen osa

10 Prosess

Tyon kokeellisessa osassa prosessi kuusenpurusta etanoliks tehtiin kaks kertaa. Ensin
tuotettiin pienempi erg jolla selvitettiin prosessin onnistuminen. Ensimmaisessa erassa
uuttoihin kaytettiin tuorepainoltaan noin 5 kg kuusenpurua. Taman jalkeen tuotettiin
suurempi erd, johon kuusenpurua kului tuorepainoltaan noin 13 kg. Ennen varsinaisia
kokeita selvitettiin esisuodatuksen vaikutuksia liuokseen ja konsentrointiin. Kasiteltava
puuaines oli tutkimuskayttoon valmistettua hienojauheista sahanpurua Metsantutkimus-

laitoksen Ruotsinkylén yksikosta. Prosessin vuokaavio on kuvassa 9.

: Konsentrointi Happo-
Kuumavesiuutto > .
suodattamalla hydrolyysi
\!
Neutralointi s ‘ ;
NaOH:Ila Fermentointi - Tislaus

Kuva 9. Prosessin vuokaavio. Prosesissa on monta tyovaihetta, joten prosessin opti-
mointi on tuotteen saannon kannalta tarkeda.

10.1 Hemiselluloosan paineistettu kuumavesiuutto

Paineistetussa kuumavesiuutossa uutettiin puuaineksesta hemiselluloosat ja vapaat mo-
nosakkaridit, mutta mukana uuttui muitakin puun aineita. Muita uuttuvia aineita olivat
uuteaineet, ligniini sek& sen hajoamistuotteet. Veden etuja muihin liuottimiin verrattuna
olivat suuremmat hemiselluloosasaannot ja pienemmét ligniinisaannot [21, s. 2].

Uuttamiseen kaytetty laite oli suunniteltu erityisesti kuumavesiuuttoa varten. Uuttolait-
teen kolmen litran uuttosylinteri taytettiin kuusenpurulla painelemalla purua tasapéisel 1a
sauvalla. Uuttoihin punnitun kuusenpurun mérk&massa vaihteli 888 ja 1154 gramman
valillg, silla uuttoihin laitetut purut punnittiin vasta, kun sylinteri oli pakattu tayteen.
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Paineistuksessa ja uuttosylinterin lammityksessa ves |ammitettiin esilammitysrenkaassa
haluttuun lampdtilaan, minka jalkeen se péastettiin uuttosylinteriin. Uuttosylinterin an-
nettiin tayttya vedella ulostuloventtiili auki, jotta uuttosylinteriin jéaneet kaasut tulivat
ulos. Kun uuttosylinteri oli tayttynyt vedellg, ulostuloventtiili suljettiin, jolloin paine
alkoi nousta. Uuttolaite on kuvassa 10.

Kuva 10. Uuttolaite. Oikealla on pumppu seka veden esilammitysrenkaan ohjauspaneeli
(merkitty numerolla 1). Keskella on veden esilammitysrengas (numero 2). Vasemmalla
on uuttosylinteri (numero 3) ja sen lammitysjérjestelman ohjauspaneeli (numero 4).
Uuttosylinterin padlta uute poistuu pitkin putkea (numero 5), jossa on kartioventtiili
paineen saatelyyn ja vesikierrolla toimiva jaahdytys.

Uuttoparametrit valittiin samalla laitteella tehtyjen aikaisempien tutkimusten perusteella
[10, s. 3]. Uuttoparametrgja ei pystytty pitdmaan taysin samoina joka uutossa. Lopulli-
sen uutteen tilavuuteen vaikutti myds, miten purut oli uuttosylinteriin pakattu. Lampati-
la uutteen keré@misen alkaessa vaihteli sen mukaan, mika oli kuusenpurujen alkulampo-
tila ja miten ne olivat sylinteriin pakkautuneet, eli osassa uutoista talteenoton alkaessa
lampotila vaihteli merkittavasti. Lampotilan sd8tdmisessa oli ongelmia, silla lammitys-
vastusten vaikutus tuli uuttoastiaan viiveelld, jolloin lampdtilaa el pystytty pitama&an
taysin vakiona. Paine vaihteli uuton alkuminuuteilla, jolloin se saattoi hetkellisesti nous-
ta paljon yli halutun. Paineen ansiosta vesi pysyi nesteend korkeasta |ampétilasta huo-
limatta [18, s. 120]. Liian korkeissa lampétiloissa uutteeseen uuttui litkaa liuoksen jal-
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kikasittelya haittaavia uuteaineita ja ligniini&, jolloin uute hyl&ttiin [10, s. 9 - 10]. Sellu-
loosa jai kéytetyilla parametreilla kokonaan uuttumatta, koska se alkaa hajota paineiste-
tussa vedessa noin 230 °C:ssa [28, s. 368]. Uuttolaitteella tehtiin tyon aikana yli 20 uut-
toa, joista osa hyléttiin liian korkeaksi nousseen l&ampdtilan takia. Uuttolaitteen alkupe-
réinen pumppu hajosi kesken uuttojen, jolloin se vaihdettiin erikokoiseen pumppuun.
Uudella pumpulla virtausta ei saatu samankaltaiseksi kuin alkuperaisella pumpulla, mil-
|4 oli sakkaridisaantoihin alentava vaikutus.

10.2 Konsentrointi ultrasuodatuksella

10.2.1 Esisuodatus

Esisuodatuskokest tehtiin ennen varsinaisia konsentrointeja ja niissa kaytettiin pienem-
pid livostilavuuksia. Esisuodatuskokeissa kaytettiin dead-end-suodatusta Begerowin
Beco-KD-levyilla Levyjen valmistaja el ilmoita levyille tarkkaa huokoskokoa, mutta ne
on tarkoitettu dintarvikeliuosten kirkastamiseen. Levyjen materiaalina on selluloosa.
[32 s. 5 - 6] Esisuodatettava liuos gjettiin Keg-astiasta 18 levyn pakan |api 1,5 baarin
paineella. Liuoksen l[ampétila esisuodatuskokeissa oli noin 7 °C.

10.2.2 Ultrasuodatus

Ultrasuodatuskokeita tehtdessa havaittiin, ettd kalvomateriaalilla on suuri merkitys suo-
datuksen permeaattivuohon, kalvojen tukkeutumiseen ja suodatuksen onnistumiseen.
Varsinaisiks suodatuskalvoiksi valittiin selluloosapohjaiset kalvot. Selluloosapohjaisten
kalvojen térkein ominaisuus on vahva hydrofiilisyys. Huonoja ominaisuuksia ovat al-
haiset [ampotilan ja paineen kestévyys. Kalvojen valmistaja ilmoitti kalvojen maksimi-
[ampotilaksi 55 °C ja maksimipaineeksi 5,5 baaria. [16] Lisdksi jotkin mikrobit voivat
hajottaa selluloosakalvoa entsymaattisesti tai kasvaa kalvolla, jolloin kalvo tukkeutuu
mikrobipesakkeista [14, s. 67 - 68]. Sytttdastiana oli noin 200 litran sdili6, jonka putki-
jarjestelméan oli yhdistetty 2,2 kW:n pumppu. Syotettdvan liuoksen lampdtilan siéte-
lyyn kéaytettiin sy6ttoséilioon asetettuja metallikierukoita, joista toinen oli yhdistetty

glykolilla taytettyyn lampohauteeseen ja toinen vesijohtoverkkoon. Suodatusta aoitet-
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taessa ja sen aikana liuosta lammitettiin. Konsentraation noustessa liuos alkoi [ammeta
kalvoille liian korkeisiin [ampétiloihin, jolloin sita viilennettiin kierréttamalla putkistos-
sa viiledd vesijohtovettd. Suodatuksessa syGttbpaine pyrittiin pitdmaén 3 baarissa ja
lampdtila mahdollisimman |&hella kalvojen maksimia 55 °C:a, koska korkeampi 1&mpo-
tila kasvattaa permeaattivuota [33, s. 41 - 43]. Syéttopaine saatiin aikaan saéatamalla
pumpun kierrosnopeus maksimiin ja kiristdmalla sopivasti retentaattilinjan venttiilia.
Lammonvaihtojarjestelma ei ollut pienen lammonvaihtopinta-alan takia riittavan teho-
kas suurelle liuostilavuudelle, joten |ampdétila el pysynyt tasaisena koko suodatuksen

ajan.

10.4 Polysakkaridien happohydrolyys ja neutralointi

Happohydrolyysi tehtiin Infors A6 CH4103 —fermentorissa. Hydrolyysi on mahdollista
tehdd myos entsyymeilld, mutta hapot valittiin kustannustehokkuuden ja nopeuden
vuoksi. Hydrolyysikinetiikan selvittdmiseksi fermentorista otettiin nayte tunnin valein
tydajan puitteissa. Happamointiin kaytettiin eri hydrolyyseissa 37 % suolahappoa (HCI)
ja 72 % rikkihappoa (H2SO.). Kullakin hapolla tehtiin kaksi hydrolyysia Hydrolysaatit
neutraloitiin pH-arvoon 5,5 kayttéen erivahvuisia NaOH-liuoksia. Kaytetyt hydro-

lyysiparametrit ovat taulukossa 4.

Taulukko 4. Hydrolyys parametrit.

pH 1

Aika 24 h
Lampdtila 90 °C
Sekoitus 350 rpm
Tip speed 1,6 m/s

10.5 Fermentointi

Hiivaksi tyohon valittiin Saccharomyces cerevisiae, koska se tuottaa etanolia hek-
soosisakkarideista poikkeuksellisen tehokkaasti. Liséksi se sietéd tavallisia hiivoja pa-
remmin yleisid biomassan hydrolysaattien inhibiittoreita. Ominaisuuksiensa takia kysei-
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sesta hiivasta on yritetty jalostaa kantoja, jotka pystyisivat hyddyntdmaan anaerobisessa
etanolintuotossa myds pentoosisakkarideja. [23, s. 13]

Fermentointi suoritettiin ravistelukasvatuksena 32 °C:ssa ja pH:ssa 5. Ravistelussa kéay-
tettiin nopeutta 100 — 120 rpm. Ennen suurempien tilavuuksien fermentointeja kokeita
tehtiin 100 ml:n tilavuuksilla, jotta saatiin kéasitystd, kuinka suurilla inhibiittoripitoi-
suuksilla fermentointi onnistuu. Hiivoina kaytettiin Saccharomyces cerevisiaen Valtion
teknillisen tutkimuskeskuksen kantoja C-79099 ja C-79093. Hiivat kasvatettiin puhdas-
viljelmistéd 100 ml:ssa Y PD-kasvatusliuosta. Ravistelunopeus oli 100 rpm ja lampétila
32 °C. Vuorokauden kasvatuksen jalkeen liuos jaettiin kahteen 50 ml:n putkeen ja sent-
rifugoitiin 10 minuuttia kierrosnopeudella 2000 rpm. Sentrifugoinnin jalkeen superna-
tantti kaadettiin pois ja tilalle lisattiin 50 ml steriilia fysiologista suolaliuosta, minkéa
jalkeen sentrifugoitiin uudestaan samoilla parametreilla Supernatantti kaadettiin jalleen
pois, ja pohjalle jdanyt hiiva suspendoitiin 10 ml:aan fysiologista suolaliuosta. Nan
valmistettua hiivasuspensiota lisdttiin fermentointeihin 1 ml / 100 ml fermentoitavaa
liuosta. Tala menetelmalla 1 ml hiivasuspensiota sisdlsi noin 44,2 mg hiivaa eli noin
4,42 - 10° hiivasolua.

Ensimmaéisen erdn fermentoinnit tehtiin aseptisesti, ja liuokset autoklavoitiin ennen hii-
van lisdéamista. Autoklavointi tehtiin 121 °C:ssa 15 minuutin gjan. Autoklavoinnin seu-
rauksena sokerit ja muut liuoksen yhdisteet sakkautuivat, eivatka enda liuenneet taydel-
lisesti vaan muodostivat erisuuruisia partikkeleita. Ensimmaisten fermentointikokeiden
jalkeen liuoksia e sakkautumisen takia autoklavoitu ennen hiivan lissamista.

10.6 Tislaus

Tyossa tislauksella pyrittiin eristaméan etanoli fermentoidusta hydrolysaatista. Etanolin
kiehumispiste on 78,5 °C [38, s. 594]. Tislauksessa lampétilaa pidettiin kuitenkin sel-
vasti korkeampana, silla tarkoituksena el ollut saada &&rimmaisen puhdasta lopputuotet-

ta
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11 Tulokset

Kéaytettyjen analyysimenetelmien analyysivirheita ei ollut mééritetty. Etenkin kokonais-
ja monosakkaridimenetelman tuloksissa oli rigtiriitaisuuksia. Taméa johtunee siita, etta
menetelméassa oli monta tekijda, jotka vaikuttavat analyysitulokseen. Hairibtekijoita
olivat muun muassa pienet pipetointitilavuudet, naytteiden oton ongelmat suurista tila-
vuuksista sek& kromatogrammien tulkitsemisongelmat. Kromatogrammeissa piikit saat-
toivat olla hieman péallekkan, ne eivét olleet identtisid ja niissa oli epgpuhtauksia hai-
ritsemassa tulkintaa. Prosessin tarkemmat vuokaaviot erékohtaisesti ovat esitettyina

liitteissa 3 ja 4.

Kokonais- ja monosakkaridimaérityksissa kaytettiin Turun yliopiston kehittdmad mene-
telmaé [32]. Kokonaissakkaridiméadrityksissa ndytteiden polysakkaridit hydrolysoitiin
hapolla (2 M HCI 9:1 metanoli-vesiseoksessa), silyloitiin ja analysoitiin kaasukromato-
grafisesti. Monosakkaridimaarityksissi vapaat monomeerit silyloitiin ja méaaritettiin
kaasukromatografisesti.

Massaspektrometrilla selvitettiin fraktioiden sisltédmid aineita TOC-arvolla seurattiin
fraktioiden aineita, joiden pitoisuuksia el selvitetty muilla analyyseilla. Lisdksi TOC-
arvoista seurattiin, korreloivatko ne analysoitujen yhdisteiden pitoisuuksien kanssa. Jos
fraktiossa oli paljon sakkarideja, ligniinia ja uuteaineita, varmistettiin TOC-arvon ja
muiden analyysien korrelaatio. TOC-arvo pystyttiin arvioimaan, jos liuoksen pagkom-
ponenttien mdarét tunnettiin. TOC:n, sakkaridien, ligniinin ja uuteaineiden valille saa-
tiin yhteys kertoimilla, jotka oli mééritetty 0,4:ks hemiselluloosalle, 0,6:ksi ligniinille
ja0,8:ksi uuteaineille [24, s. 22].

Spektrofotometrialla méaritettiin ligniinin pitoisuuksia. Ligniinilla on suurin absorbans-
s aallonpituudella 280 nm. Liuennut ligniini voidaan kvantitoida absorbanssista kokeel-
lisesti kuuselle kehitetylla kertoimella 17,8 1/ (g - cm) [25, s. 287].
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11.1 Esisuodatus Beco-KD-levyilla

Ensimmai sessé esi suodatuskokeessa suodatettiin noin 8 litraa uutetta ja toisessa noin 3,5
litraa uutetta. Kokonaissakkariditappiot olivat keskiméarin 43,5 %, joten esisuodatusta
Begerowin Beco-KD-levyilla e jatkossa kéytetty, vaikka se poistikin liuoksen kalvoja
tukkivia aineita. Suodatettavista liuoksista poistettiin suurimmat kiintoaineet 0,075
mm:n metalliverkolla. Esisuodatus poisti silmamaaréisen arvion mukaan valtaosan liu-
oksessa olevista uute- ja kiintoaineista, joista on haittaa liuoksen kasittelyssa. Esisuoda-
tuskokeiden liuosten kokonaissakkaridikonsentraatiot ennen suodatusta ja suodatuksen
jalkeen ovat taulukossa 5. Esisuodattamattoman ja esisuodatetun liuoksen ero nakyy

kuvassa 11.

Taulukko 5. Talukosta nahdaén, etta kokonaissakkaridikonsentraatio laski merkittavasti
esisuodatuksessa. Sokereista jai levyihin keskiméarin 44,5 %.

Sakkaridipitoisuus Sakkaridipitoisuus suo- | Sakkariditappio
ennen suodatusta (g/l) | datuksen jalkeen (g) (%)
Suodatuskoe 18,1 4,8 41 %
Suodatuskoe 2| 11,8 6,1 48 %
s

Kuva 11. Vasemmalla puolella on esisuodattamattoman liuoksen ja oikealla esisuodate-
tun liuoksen ndyte pakastamisen ja sulattamisen jalkeen. Esisuodattamattoman liuoksen
kiinteat komponentit olivat muodostaneet jaykahkon sakan naytepullon pohjalle. Kuvan
gpaatelilla on irrotettu sakkaa vasemmanpuolisen naytepullon pohjasta.
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11.2 Kuumavesiuutot

Ensimmaisessa eréssa tehtiin viisi uuttoa, joiden massa oli yhteensd 44,4 |. Sakkarideja
uutteisiin uuttui yhteensa 385 g eli noin 15,6 % uutetun kuusenpurun kuiva-aineesta.
Liuoksen kokonaissakkaridipitoisuuksiin vaikutti eniten uuttoon punnitun purun maarg,
mutta myo6s uuttosylinterin lampoétilalla oli merkitystd. Mita hiteammin uuttoastian yl&
osan lampdtila nousi tavoiteltuun l&ampdétilaan, sité alhaisemmaksi kokonaissakkaridipi-
toisuus jai, silla silloin uutettava materiaali oli halutussa lampoétilassa vahemman aikaa
My6s muita uuttuvia yhdisteitd tuli véhemman uutoissa, jotka lampenivét hitaammin.
Paineenvaihteluita el kirjattu yl6s, vaan paine pyrittiin manuaalisesti pitdmé&an samalla

tasolla koko uuton ajan.

Uuttojen 1, 2 ja 3 kokonais- ja monosakkaridisaannot seka ligniini- ja uuteainepitoisuu-
det jaivat alhaisemmiks kuin uutoissa 4 ja 5. Tama johtui uuttojen hitaammasta lam-
monnoususta ja hieman ahaisemmista lampdtiloista. Uuton 5 selvésti korkeimmat ko-
konais- ja monosakkaridisaannot seka ligniini- ja uuteainepitoisuudet johtuvat siitd, etta
uutossa 5 lampdtila nous selvasti muita uuttoja nopeammin. TOC-tulokset korreloivat
muiden analyysitulosten kanssa. Ensimméisen erén uuttojen sakkaridisaannot on esitetty

taulukossa 6 ja ligniini-, uuteaine- sekd TOC-saannot taulukossa 7.

Taulukko 6. Uutetun purun maarat, uutteiden massat sek& uutoille tehtyjen analyysien
tul okset.

Purua kuiva- | Uutteen K okonaissakkaridisaanto | M onosakkaridisaanto
Uutto|aineena (Q) massa (kg) | (g/kg) (g/kg)
1 453 9,0 1279 12,4
2 556 9,2 163,3 13,8
3 431 8,9 1225 13,5
4 476 8,4 1711 17,0
5 552 8,9 184,4 25,3
Yht. [2469 444 Keskimé&arin 153,8 g/lkg |Keskimaarin 16,4 g/kg
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Taulukko 7. Ensimmaisen eran uuttojen ligniini-, uuteaine- ja TOC-saannot.

Uutto Ligniinisaanto (g/kg) |Uuteainesaanto (g/kg) | TOC (g/kg)
1 27,8 10,8 110,5

2 23,8 12,0 103,0

3 26,4 13,5 102,8

4 27,3 13,9 119,1

5 36,3 15,1 140,6
Keskimaarin |28,3 g/kg 13,0 g/kg 115,2 g/kg

Toista eréa varten tehtiin 11 kuumavesiuuttoa, joiden yhteismassa oli ndytteiden ottami-

sen jalkeen 96,8 kg ja sakkaridipitoisuus 6,6 g/l. Sakkarideja uutoissa uuttui yhteensa

noin 640 grammaa eli 12,0 % kuusenpurun kuiva-aineesta. Vaikka uuttoon U12 laitet-

tiin paljon puruja, oli saanto huono, koska lampdtila nousi selvasti hitaammin kuin

muissa uutoissa. Osassa uuttoja, joihin oli punnittu paljon puruja ja lampdtila nousi no-

peasti, ja sakkaridisaanto vaatimattomaks, silléa lampétilaa el saatu pysymaan tarpeeksi

korkeana uuton aikana. Lampdtilan nousun lisdksi uutteen lopputilavuus vaikutti uut-

teen sakkaridikonsentraatioon. Uuttoihin punnitun kuusenpurun Kuiva-ainemassat, uut-

teiden massat ja sakkaridikonsentraatiot ovat taulukossa 8. Uuttojen sakkaridisaannot

punnittujen puruméérien mukaan ovat liitteessa 5.

Taulukko 8. Uuttoihin punnitun kuusenpurun kuiva-ainemassat, uutteiden massat ja
sakkaridikonsentraatiot. Uuttojen U6, U1l ja U13 monosakkaridipitoi suusmaaritykset
eivat onnistuneet, eiké niita tehty uudelleen.

Purua kuiva- | Uutteen kokonaissakkaridisaanto
Uutto |aineena(g) |massa (kg) | (g/kg) M onosakkaridit (g/kg)
U6 486,5 8,7 104,1
u7 4743 9,0 134,0 9,8
usg 552,4 8,7 116,6 10,8
U9 470,9 91 100,6 10,8
ul10 431,7 8,8 136,9 32,3
Ull 439,4 8,9 106,8
uil2 559,7 8,8 109,5 48,0
ui3 460,8 8,9 114,0
ul4 432,1 9,0 139,5 40,4
ui5 496,2 8,8 108,4 31,4
ul6 512,1 8,19 150,6 44,4
Y ht. 5316,1 96,8 Keskimaarin 120,1 g/kg |[Keskimaérin 28,5 g/kg
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Ensimmaisessa suodatuksessa suodatettiin 43,3 kg liuosta, ja se kesti 125 minuuttia.
Retentaattiin kaikista sakkarideista jai 35,6 % ja permeaattiin 46,5 %. Havikkiin soke-

reista meni 17,9 %. Havikki johtui siita, etté laitteistossa el ollut varsinaista tyhjennys-

venttiilig, joten osa konsentroidusta liuoksesta valui lattialle putkiliitoksia avattaessa.

Konsentroitua liuosta jai myos hieman suodatuskasettiin ja putkistoon. Ligniinin koko-

naismaarasta retentaattiin jai 34,5 % ja uuteaineista 50,0 %. TOC-arvot korreloivat mui-

den analyysitulosten kanssa. Suodatusfraktioiden analyysitulokset ovat taulukossa 9 ja

ensimmaisen suodatuksen l[ampétila ja permeaattivuo suodatuksen aikana liitteessa 1.

Taulukko 9. Ensimmasen konsentroinnin fraktioiden tiedot ja analyysitulokset. Perme-
aatti kerattiin 20 litran kannuihin, mink& takia on erikseen permeaatti 1 ja 2. Permaatti

2:n monosakkaridimaaritys epdonnistui, eikd sité tehty uudelleen.

Syotetty

liuos Retentaatti | Permeaatti 1 | Permeaatti 2 | HavikKki
Massa (kg) 43,3 15 39,9 1,9
Sakkaridgayht. (g) |376,7 134,1 175,1 67,5
K okonaissakkaridit
(g/) 8,7 89,4 43 45 -
Monosakkaridit (g/l) |0,9 1,97 1,07 - -
Ligniini (g/l) 1,6 11,7 0,86 0,81 -
Uuteaineet (g/l) 0,74 8,5 0,3 0,3 -
TOC (g/l) 6,6 54,4 34 2,6 -

Ensimmaisessa konsentroinnissa liuoksen tilavuus ja massa saatiin pienennettya tehok-

kaasti. Y hdisteista kalvo pidétti parhaiten uuteaineita, sakkaridiketjuja ja ligniinid, kun

taas monosakkaridit |gpaisivat kalvoa enemman. Eri yhdisteiden konsentrointikertoimet

ovat esitettyna taulukossa 10.
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Konsentrointikerroin
Liuoksen massa 27,6
K okonaissakkaridit 10,3
Monosakkaridit 2,2
Ligniini 7,3
Uuteaineet 11,5
Hiiliyhdisteet (TOC) 8,2

Toisen eran konsentroinnissa liuoksen massa oli 96,8 kg. Konsentrointia jatkettiin kes-
keyttamatta 210 minuuttia, minka jélkeen liuosta jaahdyteltiin valissg, jottel kalvojen
maksimilampdtila ylittynyt. Sakkarideista retentaattin jai 46,1 %. Permeaatti keréttiin
20 litran séilioihin, joista ensimmaisen kanisterin sakkaridipitoisuus oli 2,6 g/l ja vii-
ridien médra kasvoi merkittavasti. Sakkarideja oli yhteensa ennen suodatusta 639 g ja
suodatuksen jalkeen 645 g. Sakkaridien kasvanut méérd voidaan selittdd vain ana
lyysitulosten virheellisyydella. Lisdks retentaatin monosakkaridipitoisuus selittyy ana-
lyysitulosten virheellisyydelld, silla kalvot olivat niin harvat, etta ne elvét juurikaan pi-
déatéd monosakkarideja. Taman takia retentaatin monosakkaridipitoisuuden pitéisi olla
samaa luokkaa kuin permeaattien. Liuoksen massahavio suodatuksessa oli 2,1 kg, miké&
selittyy otetuista naytteista ja suodatugarjestelman sisdén jaavalla liuoksella. Ligniinisté
retentaattiin ja 38,4 %. TOC-tulokset tukevat sakkaridi- ja ligniinianalyysien tuloksia.
Toisen konsentroinnin lampdétila ja permeaattivuo suodatuksen aikana ovat liitteessa 2,
suodatusfraktioiden analyysitulokset taulukossa 11 ja konsentrointikertoimet taulukossa
12.

Taulukko 11. Toisen konsentroinnin fraktioiden tiedot ja analyysitulokset. Ret tarkoittaa
retentaattia ja P 1-5 eri permeaattisailidita. Retentaatin monosakkaridipianatul odyysi
lienee virhedlinen, silla sen e pitais olla alkuperaista monomeerikonsentraatiota pie-
nempi.

Syétetty liuos|Ret [P1 |P2 |[P3 [P4 |P5 |Havikki
Massa (kg) 9,8 2,0 92,7 2.1
Sakkarideja yht. (g) 638,9 298,0 351,9 -
K okonaissakkaridit (g/1) | 6,6 149,026 [2,6 [31 [40 [7.7 |-
M onosakkaridit (g/l) 1,5 02 |17 |15 |17 |18 |18 |-
Ligniini (g/!) 13 242 |08 |06 [08 [09 [1,1 |-
TOC (g/l) 4,6 83,1 [24 [19 [30 [30 [58 |-
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Taulukko 12. Toisen konsentroinnin konsentr oi ntikertomiet.

Konsentrointikerroin
Liuoksen massa 47,35
K okonaissakkaridit 22,6
M onosakkaridit 0,1
Ligniini 18,6
Hiiliyhdisteet (TOC) 18,1

11.4 Hydrolyysit

Ensimmaéisen eran hydrolyysissa H1 liuosta oli noin 1234 g ja sen kokonaissakkaridipi-
toisuus oli 87,9 g/l. Liuoksen massa neutraloinnin jlkeen oli 1300 g. Liuosta el havin-
nyt hydrolyysissa eika neutraloinnissa mihinkdan, mutta ndytteiden otto hydrolyysin ja

neutraloinnin alkana pienensivét sen massaa.

Toisen erdn hydrolyyseihin oli kaytettavissa 1,97 kg liuosta, jonka kokonai ssakkaridipi-
toisuus oli 149 g/l. Liuos jeettiin kolmeen osaan, ja kullekin osalle tehtiin hydrolyysit
erikseen. Tuloksista kdy ilmi, ettd monomeerisaanto on suurempi 37 - 38 % HCl:lla
kuin 72 % rikkihapolla. Korkein monomeerisaanto on H1:ssd, mika saattaa johtua siita,
ettd liuoksen sakkaridikonsentraatio oli huomattavasti pienempi kuin muissa hydro-
lyyseissd. Hydrolysaatit laimennettiin pH:hon 5,5. Hydrolyysien tiedot ovat taulukossa
13, ja hydrolysaattien monomeerikonsentraation kehitys on esitetty taulukossa 14 ja
kuvassa 13.

Taulukko 13. Ensimméisen ja toisen eran hydrolyysien tiedot. H1-hydrolysaatti neutra-
loitiin 80 g/mol NaOH-liuoksella ja hydrolysaatit H2-H4 noin 170 g/mol NaOH-
liuoksella.

l.ea 2.era
Hydrolyysi H1 H2 H3 H4
Happo 37-38%HCI |72 % H,SO, |37 - 38 % HCI | 72 % H,SO,
Hapon maara (ml) 26 8,6 9 8,7
Hydrolysaatin massa (g) |1258 675 645 5141
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Taulukko 14. Ensimméisen ja toisen eran hydrolyysien eteneminen. H1:n ja H3:n 24
h:n ndytteen monomeerikonsentraation laskeminen verrattuna 23 h:n naytteeseen saat-
taa johtua mittavirheestd tai sita, ettd osa sakkarideista muuttuu furfuraaleiks hyvin
happamissa oloissa [ 21, s. 427].

M onosakkaridipitoisuus (g/l)
Aika (h) H1 H2 H3 H4
0 0,8 0,1 0,4 1,7
1 2,1 0,6 1,4 2,3
2 4,3 1,2 2,6 -
3 5,1 3,2 44,1 42,0
4 44,8 6,4 55,0 52,9
21 45,5 52,6 58,7 -
22 46,9 57,5 67,6 62,9
23 50,1 54,6 - 63,6
24 48,2 58,5 66,5 42,1
Saanto 55 % 39 % 45 % 42 %

Hydrolyysin eteneminen ajan funktiona
70
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Kuva 12. Hydrolyysien eteneminen. Monosakkaridikonsentraatiot eivat nousseet merkit-
tavasti tai kdantyivat laskuun 22 tunnin jalkeen.




11.5 Fermentointikokeet

Ensimmaéisen erén fermentointikokeilla oli tarkoitus selvittéd, millaisissa konsentraati-
oissa hiivat pystyvét fermentoimaan liuoksen monosakkarideja etanoliksi. Lisdksi selvi-
tettiin, kumpi VTT:n S cerevisiaen kannoista C-79093 ja C-79099 toimisi tehokkaam-
min kyseisessa liuoksessa. Ensimmaéisen sarjan fermentoinnit kestivét 72 tuntia.

Kéaytettavana oli 1,35 kg liuosta, jonka monosakkaridikonsentraatio oli 45,1 g/I. Tasta
liuoksesta puolet konsentroitiin pyoréhaihduttimella liuokseksi, jonka monosakkaridi-
konsentraatio oli 95,8 g/l. Autoklavoinnin aiheuttama sakkautuminen haittasi ensimmai-
sia fermentointeja, silla fermentoituvat sokerit eivét olleet olleet osittain kayttokelpoi-
sessa muodossa. Seuraavat fermentoinnit tehtiin ilman autoklavointia, mika saattoi joh-
taa sihen, etta S cerevisia —hiivojen liséksi liuosten sakkarideja kayttivat muutkin mik-

robit. Autoklavoidut liuokset ovat kuvassa 12.

Kuva 12. Autoklavoidut kasvatusliuokset fermentointipulloissa. Autoklavoinnin jélkeen
kaikki liuokset nayttivat samalta kuin oikeassa pullossa oleva. Vasenta pulloa ravistel-
tiin, jotta sakka olis liuennut takaisin, mutta komponentit eivét liuenneet enaa taydelli-
Sesti.

Fermentointeja tehtiin enssmmaisessi sarjassa nelja& F1A C-3, F1B C-9, F1C C-3 ja
F1D C-9. Koodauksen C-3 viittaa hiivakantaan C-79093 ja C-9 hiivakantaan C-79099.
Laimeamman monosakkaridikonsentraation liuokset olivat F1A C-3 seka F1B C-9 ja
vakevamman konsentraation F1C C-3 seka F1D C-9.
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Liuosten F1A C-3 ja F1B C-9 sakkaridit fermentoituivat hyvin, mutta liuosten F1C C-3
ja FID C-9 sakkaridit eivat fermentoituneet lainkaan. Syyna oli luultavasti liian suuri
inhibiittoriaineiden konsentraatio liuoksessa, silla monosakkaridikonsentraatiot eivét
olleet S. cerevisiaen etanolintuottoa haittaavalla tasolla, joka on esimerkiksi glukoosille
380 g/l [20, s. 129]. Ensimmaisen koesarjan perusteella jatkokokeisiin valittiin hiiva-
kanta C-79099, koska hyvin kdyneen matalamman sakkaridikonsentraation liuoksen
massahavio oli suurempi kuin hiivakannalla C-79093. Pa&tds hiivakannan C-79099
k&yttamisesta tehtiin massahavion perusteella, silla tarkemmat tulokset eri sakkaridien
kulumisesta fermentoinnin aikana saatiin vasta myO6hemmin. Fermentointikokeiden
sakkaripitoisuuksien ja massojen muutokset ovat taulukossa 15.

Taulukko 15. Ensmméisen fermentointisarjan tulokset. Vakevammat liuokset elvat juu-
rikaan fermentoituneet. F1C C-3 -sarjan kasvanut monosakkaridipitoisuus fermentoin-
nin jalkeen johtunee analyysimenetelman epatarkkuudesta. F1D C-9 -sarjan kokonais-
sakkaridipitoi suusnaytteen analyys epaonnistui.

Monosakka- | Monosakka- | Kokonaissak- |Kokonaissak- | Massan
K okeen ridipitoisuus|ridipitoisuus|karidipitoisuus| karidipitoisuus| muutos
tunnus | Hiivakanta|alussa (g/l) |lopussa (g/l) |alussa (g/l) lopussa (g/l) (9)
F1A C-3 |C-79093 46,1 15,2 86,4 354 0,69
F1B C-9 |C-79099 |439 13,3 89,7 40,0 0,71
F1C C-3 |C-79093 |954 95,7 172,9 171,3 0,21
F1D C-9 |C-79099 96,1 90,8 177,3 - 0,15

Etanoliksi fermentoituvien heksoosisokereiden kuluminen oli matalamman konsentraa-
tion liuoksissa merkittavad. Tassa koesarjassa fermentoitumista saattoi haitata autokla-
voinnista aiheutunut kiintoaineiden osittainen sakkautuminen. Fermentoinnin jalkeen
liuoksissa F1A C-3 ja F1B C-9 oli tuoksun perusteella etanolia, mutta niité e pienen
tilavuutensa vuoksi tiglattu. Vékevampien fermentointien F1C C-3 ja F1D C-9 ana-
lyysindytteiden naytemaérét kaasukromatografista analyysia varten saattoivat olla liian
suuria, joten niiden kromatogrammien tulkitseminen oli epdvarmempaa kuin 1A ja 1B —
sarjan ndytteiden. Téten tuloksia el voida niiden osalta pitaa luotettavina. Jéljelle j&&nel-
den heksoosimonosakkaridien prosentuaaliset osuudet fermentointien jalkeen ovat tau-
lukossa 16.
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Taulukko 16. Jéljelle jadneiden heksoosien prosentuaalinen osuus alkuperaisesta fer-
mentoinnin jalkeen. Vakevampien konsentraatioiden liuosten sokeripitoisuuksien nousu
fermentoinnin jalkeen sdlittyy analyysivirheill&, joten niita voidaan pitéaa epal uotettavi-

na.

Koe Mannoosi (g/l) |Glukoos (g/l) |Galaktoos (g/l) Fruktoos (g/l)
F1IA C-3 |43,0% 2,2% 16,5 % 235%
FIBC-9 |364% 2,1% 16,5 % 1,5%

F1C C-3 ]1053% 108,2 % 118,7 % 97,2 %

F1D C-9 |100,2 % 105,4 % 116,3 % 100,0 %

Fermentoinnissa kului muitakin liuoksen sakkarideja kuin heksoosgja. Tama viittaa
kontaminaatioon, silla S cerevisa —hiivan el pitasi kyeta kayttamaan pentoosegja lain-
kaan [35, s. 278].
vaan esimerkiksi ksylitolia ja asetaattia [37, s. 323]. Pentoosesista eniten kului ksyloosia

Pentooseista syntyvét lopputuotteet eivét valttamétta ole etanolia,

ja arabinoosia. Kéymisen jalkeen jaééneiden pentoosien, deoksiheksoosien ja uronihap-
pojen prosentuaalinen osuus on taulukossa 17.

Taulukko 17. Pentoosi-, deoksiheksoosi- seka uronihappomonomeerien prosentuaaliset
osuudet fermentoinnin jalkeen. Galakturonihappopitoisuudet olivat niin pienet, ettel
menetelman herkkyys riittanyt tunnistamaan niita.

Arabinoosi |Rhamnoos  |Ksyloos | Glukuronihappo| Galakturoni-
Nayte | (9/l) (9) (9) (9/) happo (g/l)
F1A C-3 |482% 45,0 % 502% |659% -
F1B C-9 [47,9% 46,7 % 483% [39,0% -
F1C C-3 |108,8 % 116,9 % 109,4% |96,1% -
F1D C-9 |103,6 % 110,7 % 103,1% |102,8 % -

Tuloksista voidaan paétellg, etta liuosten F1C C-3 ja F1D C-9 inhibiittorikonsentraatiot
olivat liian korkeita, koska ne eivét lahteneet kunnolla kdaymaan. Vaikka heksoos- ja
pentoosmonomeerit eivéa sellaisenaan ole inhibiittoreita, ne voivat muodostaa ligniinin
kanssa ligniini-hiilihydraattikomplekseja, jotka inhiboivat S cerevisiaen etanolintuottoa
[20, s. 129]. Taulukossa 18 on vertailtu liuosten F1IB C-9 ja F1D C-9 ligniini- ja uu-
teainekonsentraatioita.
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Taulukko 18. F1B C-9- ja F1D C-9 -sarjojen uuteaineiden ja liuenneen ligniinin pitoi-
suudet.

Fer mentoinnin tunnus
Yhdiste F1B C-9 F1D C-9
Vanilliini (mg/l) 188,7 685,6
3-metoksi-4-hydroksisinnamaldehydi (mg/l) 142,3 711,2
Dehydroabieettihappo (mg/l) 249,7 2358,6
(bis-guaiasyyli)-propandioli (mg/l) 271,8 936,6
Conidendriinihappo (mg/l) 268,3 1101,2
Conidendriini (mg/l) 267,7 992,6

1,7

| Liuennut ligniini (g/) 4,1

Koska vakevampien konsentraatioiden hydrolysaatit F1C C-3 (monosakkaridikonsent-
raatio 95,7 g/l) jaF1D C-9 (monosakkaridikonsentraatio 90,8 g/l) eivét fermentoitunest,
konsentroitiin alkuperéista hydrolysaattia pyorohaihduttimella lis&fermentointikokeita
varten. Lisdkokeilla haluttiin varmistaa, ettd liuoksen kdayméttomyys johtui inhibiitto-
reista eikd esimerkiks pieleen menneistd hiivojen késittelyistd Ensimmainen lisé&koe
F2A C-9 tehtiin samalla menettelylla kuin 1-sarjan kokeet. Monosakkaridikonsentraatio
alussa oli 99 g/l ja 72 tunnin jalkeen 97 g/I. Ligniinin ja uuteaineiden pitoisuudet olivat
samaa tasoa kuin sarjan 1-kokeissa, koska jatkokonsentrointi tehtiin samasta hydro-
lysaatista. Liuoksen massa pienentyi fermentoinnin aikana vain 0,2 g. Tasta paateltiin,
ettei HCL-hydrolysaattia voida fermentoida kovinkaan vakevilla sakkaridikonsentraati-
oilla, silla silloin fermentointia haittaavien yhdisteiden pitoisuudet ovat liian korkest.

Ennen toisen erén hydrolysaattien suurempien tilavuuksien fermentointia kokeiltiin 100
ml:n tilavuuksilla, kuinka fermentointi onnistuu rikkihappohydrolysaatilla kahdella eri
konsentraatiolla. Koska ensimmaisen kokeen vakevammét hydrolysaatit eivét fermen-
toituneet, kokelltiin, fermentoituisiko hydrolysaatti paremmin sellaisenaan vai laimen-
nettuna suhteeseen 1:2. Laimennetussa liuoksessa monosakkarideja ja fermentoinnin
jalkeen jaljelle 15,6 % ja laimentamattomassa 41,9 %. Laimennetussa liuoksessa mo-
nosakkaridit siis fermentoituivat selvasti tehokkaammin. Hiivana kaytettiin VTT:n kan-
taa C-79099. Laimentamattoman liuoksen massahévit oli 0,9 g ja laimennetun 1,4 g.
Tulosten perusteella suurempien tilavuuksien fermentoitavat hydrolysaatit laimennettiin
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vedella suhteessa 1:2 ennen hiivan liséémista Liuosten sakkaridi- ja ligniinipitoisuudet
ennen fermentointeja ja niiden jalkeen on esitetty taulukossa 19. Kolmannen fermen-
tointisarjan eli F3:n jaljelle jé&neiden heksoosien prosentuaalinen osuus alun hek-
soosipitoisuudesta on taulukossa 20.

Taulukko 19. F3 C-9 —fermentointien liuosten sakkaridi- ja ligniinipitoisuudet ennen
fermentointia ja niiden j&lkeen.

K okonaissakkaridit (g/l) | Monomeerit (g/l) | Ligniini (g/l)
1:1 ennen fermentointia | 130 74 6,7
1:1 fermentoinnin jalkeen | 81 31 6,9
1:2 ennen fermentointia |65 32 3,9
1:2 fermentoinnin jalkeen | 33 5 59

Taulukko 20. F3 C9 -fermentointien jalkeisten heksoosien prosentuaalinen osuus koko-
naismaarasta ennen fermentointia.

Heksoosgajaljelld (%) |Mannoos |Glukoos |Galaktoosi |Fruktoos |Yht.

F3C-91:1 loppu 36 % 2% 100 % 52 % 36 %

F3 C-9 1.2 loppu 5% 0% 50 % 0% 7%

Suurempien tilavuuksien fermentoinnit tehtiin hydrolysaateille siten, etta HCL-
hydrolysaatti fermentoitiin erillédn H,SO,-hydrolysaateista, jotka yhdistettiin keske-
ndan. Koska hiivat pystyivat kayttamaan sakkarideja huomattavasti tehokkaammin lai-
meammassa liuoksessa, hydrolysaatit laimennettiin vesijohtovedella suhteeseen 1:2 al-
kuperdisesta konsentraatiosta. HCL-hydrolysaatin massa ennen hiivan lissamigta oli
1140 g ja monosakkaridipitoisuus 37 g/l. H,SO4-hydrolysaatin massa ennen hiivan li-
sddmigta oli 2070 g ja monosakkaridipitoisuus 41 g/l. Fermentoinnit kestivét 144 h.
Fermentointien aikana huomattiin, etté kd&ymisreaktio alkoi nopeammin ja tehokkaam-
min rikkihappohydrolysaatilla. Sakkaridit myds fermentoituivat enemman rikkihappo-
hydrolysaatissa. Kokonais- ja monosakkaridipitoisuudet sekd monosakkaridien prosen-
tuaalinen kuluminen ovat taulukossa 21. Jdjelle jééneiden heksoosien prosentuaalinen
osuus fermentoinnin jalkeen on esitettyna taulukossa 22.

Rikkihappohydrolysaatin 1:2 —liuoksissa voidaan F3- ja F4-tulosten perusteella olettaa
olevan niin vahan inhibiittoreita, etteivat ne esta hiivoja kéyttamétta kaikkia sakkarideja.

Esimerkiksi molemmissa liuoksissa glukoosi on fermentoitunut kokonaan. F4-tulosten
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mukaan HCL-hydrolyysissa syntyy enemman hiivaa haittaavia yhdisteitd, silla sakkari-

dit elvat fermentoituneet yhté tehokkaasti kuin rikkihappohydrolysaatissa

Taulukko 21. F4-fer mentointien sakkariditul okset.

F4 C-9 rikkihappo- Monomeerg a
hydrolysaatti 1:2 K okonaissokerit (g/l) | Monomeerit (g/l) |jaljella (%)
Oh 60 41 100 %

24 h 51 32 79 %

48 h - - -

72h 50 22 54 %

96 h - - -

120 h - - -

144 h 21 6 16 %

F4 C-9 suolahappo-

hydrolysaatti 1:2 K okonaissokerit (g/l) | Monomeerit (g/l)

Oh 74 37 100 %

24 h 67 36 99 %

48 h - - -

72h 63 32 89 %

96 h - - -

120 h - - -

144 h 29 12 33%

Taulukko 22. F4 C-9 -fermentointien jéljelle jadneiden heksoosien prosentuaalinen
osuus alkuperaisesta madrasta. Fruktoosituloksia el saatu, koska kaytettiin epdhuomi-
0ssa menetelméa, jossa fruktoosia el maariteta.

M annoosi Glukoos |Fruktoosi | Galaktoos |Yht.
F4 C-9 rikkihappo-
hydrolysaatti (1:2) 12 % 0% - 48 % 13 %
F4 C-9 suolahappo-
hydrolysaatti (1:2) 32 % 5% - 64 % 30 %

Tarkempia etanoliméarityksia neste- ta kaasukromatografilla tai entsymaattisesti ei
gjanpuutteen vuoksi ehditty tehdd. Sokereiden kuluminen, painohéviét ja aistinvarainen
arviointi kuitenkin viittaavat vahvasti siihen, ettéa liuoksiin muodostui etanolia.
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12 Tulosten yhteenveto ja johtopaat ok set

Projektissa olleiden uuttojen perusteella voidaan todeta, etta uuttomenetelmé ei tuota
kovin tasalaatuista uuttotuotetta. Sakkaridisaanto puun kuiva-aineesta vaihteli valilla
100,6-164,4 g/kg. Suurin syy vaihteluun oli se, etté liuoksen lammitys arjestelma toimi
on-off-periagtteella ja lammityksen vaikutus tuli viiveellg, joten lampétilan pitdminen
koko gan halutussa ei ollut mahdollista. Jos samantapaisella menetelmalla halutaan
saada tasal aatuista tuotetta, on lampotilan vakioimiseen kiinnitettéava erityista huomiota.
Osa uutoista epdonnistui liian korkeiden lampotilojen takia. Tastd johtuen uuttoja ajet-
tiin pienemmalla lampatilalla epdonnistumisen pelossa, mika johti pienempiin sakkari-
disaantoihin. Jatkossa uuttoja tehtdessd myos uuttojen optimitilavuus olisi syyta selvit-
paine nousi liian korkeaksi ja venttiilid avattiin hieman, saattoi uutetta purskahtaa useita
desilitroja kerdysastiaan, ennen kuin paine saatiin takaisin tasaiseksi.

Ensimmaisessd konsentroinnissa saatiin liuoksen kaikista sakkarideista retentaattiin
35,6 % ja toisessa 46,1 %. Todellisesti retentaatin sakkaridiméara oli suurempi, mutta
osa valui lattialle tilavuustappioiden mukana retentaatin talteen keré&misessa. Prosentu-
aalisesti osuus on vaatimaton, mutta kaytossa oli vain yksi kalvo, rajallisesti aikaa seka
konsentroitavaa liuosta. Lisdks suodatuslaitteistossa ei ollut tyhjennysventtiilig, jolla
kaikki liuos olisi voitu valuttaa pois, ja osa konsentraatista ja suodatusmoduulin sisdan.
Konsentrointiin voitaisiin jatkossa kayttda kahta erikokoista suodatuskalvoa siten, etta

ensimmaisen kalvon permeaatti konsentroitaisiin uudelleen tiukemmalla kalvolla.

Hydrolyysien perusteella suolahapolla saadaan hieman suurempi monomeerisaanto kuin
rikkihapolla. Sakkaridien fermentointi etanoliksi HCI-hydrolysaatilla ei kuitenkaan valt-
tamétta onnistu yhtéa hyvin kuin H,SOs-hydrolysaatilla, silla HCI-hydrolysaatin kloo-
myo6skaan voi eristéa liuoksesta helposti. Fermentointituloksia olisi voitu parantaa, jos
rikkihappohydrolysaatti olisi neutraloitu Ca(OH):lla. Talloin fermentointia haittaavat
SO, %t olisivat saostuneet CaSO4:na[26, s. 249 - 250] jane olisi voitu erottaa liuoksesta
esimerkiksi vakuumisuodatuksella. Monomeerisaantoa voitaisiin jatkossa kasvattaa te-
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kemalla hydrolyysit korkeammissa |&mpotiloissa paineistetusti, jolloin myds hapon ku-

Tarkeimmét fermentointitulokset ovat heksoosien tehokas kéayminen. Osa heksooseista
kului 1&hes kokonaan liuoksen inhibiittoreista huolimatta. Etanolisaantoja saadaan jatko-
tutkimuksissa suurennettua, jos hydrolyysisaantoa voidaan saada suuremmaksi. Fermen-
tointia haittaavien uuteaineiden ja ligniinin pitoisuudet olivat korkeammat verrattuna
vapaiden monosakkaridien mééréan, silla hydrolyysikokeiden saannot olivat vaatimat-
tomia. Fermentoinnin optimoimiseksi tarvittaisiin lisékokeita Ca(OH),-neutraloiduilla
liuoksilla. Lisdksi inhibiittoripitoisuudet pitdisi selvittda tarkemmin ja jarjestelmalli-
semmin. Taman tyon fermentointikokeiden tulosten luotettavuutta heikentéd se, etté
lukuun ottamatta ensimmaista koetta fermentoitavia hydrolysaatteja ei [ampokasitelty
mitenka&an eik& fermentointeja tehty aseptisesti, mika selittda pentoosien suuren kulumi-
sen. On siis hyvin todenndkoistd, ettd sakkarideja kayttivat myds muutkin mikrobit kuin
valitut S cerevisia —kannat. Jatkossa fermentointikokeita tehtdessd on samankaltaisille
hydrolysaateille jonkinlainen lampokasittely suositeltavaa tehdd, mutta autoklaavisteri-

lointi on liian raju.

Tyo onnistui kéytossa olleilla laitteilla hyvin, vaikka suhteellisen pienten tilavuuksien
takia puhtaan etanolin mééra ja varsin vaatimattomaksi. Analyyseja ei voida pitéa tay-
sin luotettaving, silla rinnakkaisissa analyyseissa oli eroavaisuuksia. Optimointia varten
tarvittaisiin kuitenkin lisdinvestointeja, kuten suurempia maarid hemiselluloosaliuosta,
suuremmat suodatuslaitteet seka paineistettuun hydrolyysiin soveltuva astia. Myos
muodustuvien alkoholien eristémiseen ja analysointiin tulee kiinnittd4 huomiota.



42

Viitteet

[1] Soininen, R. Puu- ja puuainesmateriaalit. Puu- ja puuainesmateriaalien opintojakson
luentoaineisto. EVTEK-ammattikorkeakoulu, 2006.

[2] Rowell, R. The Chemistry of solid wood. U.S. Department of Agriculture, 1984.

[3] Willfér, S., Sundberg, A., Hemming, J., Holmbom, B. Polysaccharides in some in-
dustrially important softwood species. Wood Sci Technology, 2005.

Helsingin yliopisto, 2005.

[5] Al Manasrah, M. Recovery of Hemicelluloses from Wood Hydrolysates by Mem-
brane Filtration. Diplomityd. Lappeenrannan teknillinen yliopisto, 20009.

[6] Xu, C. Physicochemical Properties of Water-soluble Spruce Galactoglucomannans.

[7] McMurry, J., Simanek, E. Fundamentals of Organic Chemistry, 6. painos. Quebecor
World, 2007.

[8] Lundqvist, J., Jacobs, A., PaAm, M., Zacchi, G., Dahlman, O., Stalbrand, H. Charac-
terization of Galactoglucomannan Extracted from Spruce (Picea abies) by Heat-
fractionation at Different Conditions. Carbohydrate Polymers, 51. Elsevier Science Itd.,
2003.

[9] Willfér, S. Sundberg, K. Tenkanen, Maija. Holmbom, Bjarne. Spruce-derived Man-
nans— A Potential Raw Material for Hydrocolloids and Novel Advanced Natural Mate-
rials. Verkkojulkaisu, 2007.

[10] Leppanen, K. The Advances in Hemu project. Metsantutkimuslaitoksen siséinen
tiedonanto, 2008.

[11] Persson, T. Jonsson, A. Fouling of Ultrafiltration Membranes during Isolation of
Hemicellulolesin the Forest Industry. Department of Chemical Engineering, University
of Lund, 2009.

[12] Ristivirtaus- ja dead-end-suodatuksen ero. (WWW-dokumentti.) Memos Mem-
branes Modules Systems <www.memos-filtration.de/pics/comp _dead cross.gif>. Lue-
ttu 2.7.2009.

[13] Back, L. Ernst, A, Lawrence, H. Pitch Control, Wood Resin and Derenisation.
Tappi Press, 2000.


http://www.memos-filtration.de/pics/comp_dead_cross.gif

43

[14] Wagner, J., Membrane Filtration Handbook, Practical tips and hints. Verkkojulkai-
su. 2. painos. Osmonics Inc., 2001.

nan teknillinen yliopisto, 2009.

[16] Milliporen katalogi. (WWW-dokumentti.)
<http://www.millipore.com/catalogue/module/c564>. Luettu 3.11.2009.

[17] Mulder, M. Basic Principles of Membrane Technology. 2. painos. Kluver
Academic Publishers, 1996.

[18] Atkins, P. de Paula, J. Elements of Physical Chemistry. 4. painos. Oxford Univer-
Sity Press, 2005.

[19] Penttild, I. Kliiniset laboratoriotutkimukset. 1. painos. WS Bookwell Oy, 2004.

[20] Caidian, L., Brink., D., Blanch, H. Identification of potential fermentation inhibi-
torsin conversion of hybrid poplar hydrolyzate to ethanol. Biomass and Bioenergy 22.
Department of Chemical Engineering, University of California at Berkeley, 2002.

[21] Canettieri, E. V., Moraes Rocha, G. J., Carvalho, J. A., Almeidae Silva, J. B. Op-
timization of acid hydrolysis from the hemisellulosic fraction of Eucalyptus grandis
residue using response surface methodology. Biosource Technology 98, 2007.

[22] Buranov, A. Massa, G. Extraction and characterization of hemicelluloses from flax
shives by different methods. Carbohydrate Polymers, 20009.

[23] Salugérvi, L. Transcriptome and proteome analysis of xylose-metabolising Sac-
charomyces cerevisiae. VTT publications, 2008.

[24] Konn, J. Process chemistry in chemitrhermomechanical puling. V éitéskirja. Abo
akademi, 2006.

[25] Ors4, F. Holmbom, B. Thornton, J. Dissolution and dispersion of spruce wood
components into hot water. Wood Science and Technology 31, 1997.

[26] Metla. Orgaanisen hiilen kokonaisméaran (TOC) jaliuenneen orgaanisen hiilen
(DOC) mééritys vesinaytteistd TOC-analysaattorilla (Shimadzu). Menetelméohje. Ver-
sio 1,5. 5.6, 2007.

[27] Song, T. Pranovich, A. Sumerskiy, I. Holmblom, B. Extraction of galactogluco-
mannan with pressurized hot water. Holzforschung 62, 2008.

[28] Ando, H., Sakaki, T., Kokusho, T., Shibata, M., Uemura, Y., Hatate, Y. Decompo-
sition behavior of plant biomass in hot-compressed water. Ind. Eng. Chem. Res. 39:
3688-3693, 2000.

[29] Atkins, P. W. Beran, J. A. General Chemistry. 2. painos. Scientific American Li-
brary, 1990.


http://www.millipore.com/catalogue/module/c564

[30] Saarela, A-M., Hyvonen, P., M&éttala, S., von Wright, A. Elintarvikeprosessit. 1.
painos. Saarijarven Offset, 2004.

[31] Smeds, A. Kompendium i polysackaridkemi. Institutionen for skogsprodukternas
kemi. Abo Akademi, 1993.

[32] Sundberg, A., Sundberg, K., Lillandt, C., Holmbom B. Determination of hemicel-
luloses and pectins in wood and pulp fibres by acid methanolysis and gas chromatogra-
phy. Nordic Pulp and Paper Research Journal 4/1996.

[33] Dickenson, T. C. Filters and filtration handbook. 4. painos. University Press, Cam-
bridge, 2004.

[34] Hartonen, K. Supercritical Fluid Extraction and Pressurized Hot Water Extraction —

to, 1999.

[35] Berry, D. R., Russell, I., Stewart, G.G. Y east Biotechnology. The academic imprint
of Unwin Hyman Ltd, 1987.

[36] Peng, X. Wang, Y., Chai, L., Shu, Y. Thermodynamic equilibrium of CaSO,-
Ca(OH)2-H,0 system. Transactions of Nonferrous Metals Society of China, 19/20009.

[37] Olsson, L., Hahn-Hagerdal, B. Fermentation of lignocellulosic hydrolysates for
ethanol production. Enzyme and Microbial Technology 18:312-331, 1996.

[38] Budavari, S., O'Neil, M., Smith, A., Heckelman, P. The Merck Index. 11. painos.
Merck Publishing, 1989.



LIITE 1. Enssimmaisen suodatuksen permeaattivuot ja lampétila

Permeaattivuon nousu 60 minuutin kohdalla johtuu siitd, etté syottopaine oli alun aset-
tamisen jalkeen nopeasti laskenut noin 2,5 bariin, mika havaittiin vasta n. 55 minuutin
jalkeen. Paine nostettiin takaisin 3 bariin nostamalla pumpun kierrosnopeutta. Lampoti-
laa seurattiin koko suodatuksen ajan, mutta sité el kirjoitettu ylos kymmenen minuutin

vélein.
Aika (min) [ Permeaattivuo (I/(m”2*h)) L ampétila (C°)
2 14,58 51,6
10 14,32
20 15,23
30 15,55 53,3
40 15,61
50 29,16
60 30,45 54,7
70 29,16 54
80 27,74 53,3
90 27,1 53,3
100 24,06 55,1
110 19,35
120 17,03 55,1
Permeaattivuon kehitys ensimmaisen konsentroinnin aikana
35
) / k\‘\
25

Permeaattivuo (I/(m”~2*h))

20

15

10

10

20

30

40

50

60 70 80 90 100 110
Aika (min)

120

130




LIITE 2. Toisen suodatuksen permeaattivuon kehitys ja lampétila konsentroinnin aika-
na.

Permeaattivuon kasvaminen 50 minuutin kohdalla johtuu siitg, etta paine nostettiin ta-
kaisin 3 bariin, silla se oli laskenut hieman.

Aika

(min) | Lampétila (C°) Per meaattivuo (I/(h*m”" 2))
0

2 46 33,3
4

6 47,7 35,2
8

10 50 37,5
20 374
22

30 53,8 38,1
40 32,3
50 53 27,1
60 52,8 33,2
70 32,9
80 54,4 332
90 53,8 33,2
100 53,9 32,4
110 53,8 30,3
120 54,6 31,3
130 53,3 30,1
140 54,6 29
150 54,5 28,2
160 52,8 24,8
170 54,3 22,6
180 53,6 19,3
190 13,8
200 52,2 13
210 53,8 14,2

Permeaattivuon kehitys toisen konsentroinnin aikana
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LIITE 3. Enssmmaisen eran vuokaavio.

Uutot 1-5

}

Fermenwoimu
F1AC-3

e

rermentointi

Permeaatti ! Ultrasuodatus N
<) —> Havikki (1,9 k
(39,9kg) | (liuosta 43,3 kg) . (1,9ke)
Retentaatti (massa 1,5 kg,
kokonaissakkaridipitoisuus
89,4g/l)
HCl-hyaroyysi H1
(monosakkarideja 48,2 g/l)
I - 1 l Jatkokonsentrointi
NaOI—(I r:':t:?bm“ — pyoréhaihduttimella
LRS- — umonosakkarideja 95,8g,
'\l; £

N —

Fermenwumnu

Fermenwuimu
F1BCS F1CC-3 l F1DC-9
Jatkokonsentrointi I [

pyoréhaihduttimella —
I (monosakkarideja 99,0g/1) I L

Fermentointi
F2AC-9




LIITE 4. Toisen erdn vuokaavio.

Fermentointi
F3C-91:1

Uutot 6-16

v

Permeaatti
(92,7 kg)

Ultrasuodatus
(liuosta96,8kg) | |

| |
Havikki (2,1 kg)

Retentaatti (massa 2,0 kg,

kokonaissakkaridipitoisuus 149,0

g/l)

v

H2504-hydrolyysi H2
(monosakkaridisaant
056,1g/l)

v

HCI-hydrolyysi H3
(monosakkaridisaanto
66,5g/1)

v

H2504-hydrolyysi H4
(monosakkaridisaanto
69,68/1)

!

NaOH-neutralointi
(pH5,5)

Fermentointi
F3C-91:2

I NaOH-neutralointi |

NaOH-neutralointi
(pHS5,5)

Laimennos
(monosakkaridipit-

A4

Laimennos
(monosakkaridipitois-
uus 37 g/1)

I oisuus 41 g/l)

Fermentointi F4 C-9
HCI-hydrolysaatti

Fermentointi F4 C-9
H2S04-hydrolysaatti




LIITE 5. Sakkaridisaannot punnittujen purumaérien mukaan.

Sakkaridisaannot puruméardn mukaan. Korrelaatio punnitun puruma&rén ja saannon
vdlillaon huono, silla lampdtila ja uuton tilavuus vaikuttivat saantoon huomattavasti.

Sakkaridisaannot purumaaran mukaan
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