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Insindoritydssa keskityttiin - paperinvalmistusprosessista jatteeksi menevan selluloosakuidun
esikasittelyihin ja hydrolysointeihin. Tarkoituksena oli saada paperinvalmistusprosessissa jo
merkittavasti lyhentynyt kuituselluloosa hydrolysoitumaan edelleen glukoosiksi. Onnistuessaan
menetelma mahdollistaisi paperinvalmistusprosessissa syntyneen jatteen tehokkaan kierratyksen
ja uudelleenkayton. Talla hetkelld kyseinen jate kuljetetaan suoraan kaatopaikalle.

Nykyaadn suurin osa maailmalla tuotetusta liikkenteen kéayttéén menevastd bioetanolista
valmistetaan sokeriruo’osta (Brasilia), maissista (USA) ja muiden viljalajien jyvaosista saatavasta
tarkkelyksesta. Nykyisen ruoantarpeen seka kestavan kehityksen kannalta olisi kuitenkin erittain
tarkeda Ioytaa ruoaksi kelpaavien raaka-aineiden sijaan muita bioetanolille sopivia raaka-aineita.
Naita vaihtoehtoja voisivat olla  esimerkiksi puu- ja paperiteollisuuden jatteet,
elintarviketeollisuuden jatteet, agroteollisuuden jatteet jne. Talla hetkella tehokasta bioetanolin
tuotantoa rajoittavat mm. entsyymien Kkallis hinta. Toisaalta etanolin tuotantoprosessin
optimiolosuhteet tunnetaan jo varsin hyvin, mutta ongelmana on edelleen lopputuotteen (etanolin)
lian pieni saanto l&htGaineesta, jotta teollinen tuotanto olisi taloudellisesti kannattavaa.
Lisatutkimuksia siis tarvitaan aiheeseen liittyen.

Kokeita tehtiin kahdella eri kuitumassanaytteella ja yhdella liejukuitunaytteella. Tutkittavat naytteet
olivat peréisin siistaamolta sekd paperitehtaalta. Kokeissa keskityttiin  rikkihapon,
natriumhydroksidin, etanolin ja etikkahapon esikasittelyvaikutuksiin kuituselluloosamassaan
yhdessa lampokasittelyn kanssa. Happo- ja entsymaattinen hydrolyysi olivat keskeisessa osassa
kuitujen kasittelyssa ja pddosa taman tutkimuksen tuloksista perustuukin naihin menetelmiin.

Kuitumassojen kohdalla p&astiin parhaimmillaan noin 27,0 %:n glukoosisaantoon. Talla
saantoprosentilla teollinen tuotanto voi olla kannattavaa, jos kaikki muut prosessiin liittyvéat asiat
on optimoitu kustannustehokkuuden kannalta. Kuituliejulla saantoprosentti oli vain noin 2,5 %.
Tulos osoittaa, ettd laajempi hyddyntadminen glukoosin tuotannossa ei ole kannattavaa.

Hakusanat selluloosa, sellulaasi, happohydrolyysi, entsymaattinen
hydrolyysi, jatepaperi, jatekuitu, esikasittely
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The main focus of this final year project was on the pre-treatment and hydrolysis of paper industry’s
waste materials in order to produce glucose. Glucose can be afterwards processed for example into
ethanol. At the moment this industrial paper waste is transported straight from the paper mills to the
landfills.

The major part of bioethanol for transportation purposes in the world is made from sugar cane
(Brazil), maize (USA) or other starch rich grains. Nowadays, for the sake of sustainable
development it would be very important to find substitute raw materials for foodstuff in the
bioethanol industry. These substitutes could be, for example, wastes from the paper industry,
agroculture and food industry. Food (maize etc.) should not be used under any circumstances as
fuels’ raw material unless it has become food waste. At the moment, the efficient production of 2"
generation bioethanol is limited by the high prizes of enzymes etc. On the other hand, the optimum
process conditions are quite well-known but the problem is still the same: the ethanol yield from raw
materials is too low for industrial manufacturing. It is just not profitable yet. So further studies are
needed.

The experimental part of this final year project was performed by using two different samples of
cellulose fiber pulp and one sample of slush pulp. These samples were collected from various
stages of a paper making process from a deinking plant and a paper mill. The experiments focused
mainly on the pre-treatment with sulphuric acid, sodium hydroxide and ethanol/acetic acid combined
with the heat treatment of the samples. Acid hydrolysis and enzymatic hydrolysis were essential in
this final year project so the majority of the results are based on these methods.

The result of this study showed that the maximum of 27 percent of glucose can be obtained from
these specific fiber pulp samples. In other words, with procedures like the ones used in this study, it
is possible to get 270 kilograms of glucose from one ton of cellulose fiber pulp. The result indicates
that industrial utilization could be possible but what comes to the profitability, all the other things
concerning the process must be optimized as well.

The results concerning the slush pulp sample were not so good. The total glucose yield obtained
was only 2.5 percent. The result means that all industrial utilization in a larger scale would be
unprofitable.

Keywords cellulose, cellulase, acid hydrolysis, enzymatic hydrolysis,
waste paper, fiber waste, pre-treatment
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1 Johdanto

Tana paivana fossiilisten energialdhteiden taruaallolla loppusuoralla. Eraiden
veikkausten mukaan 06ljy loppuu maailmasta viiméist®2060-luvulla. Maakaasua
riittdnee vield 250 vuodeksi. Koko maailman oljyotannon osalta huippu saavutettiin
vuonna 2007 ja maakaasun tuotantohuipun oletetgaahtuvan vuosina 2010-2020.
Ennusteet pohjautuvat yhdysvaltalaisen geofyysiorKing Hubbertin matemaattisiin

malleihin, joita han kehitteli 1950- ja 1960-luMail Mallit perustuvat tietoihin

Oljyreserveista (jo tuotetuista reserveistd, siliétkella tunnetuista reserveista ja
oletettavasti viela |0ydettavista reserveistd) deik@annon kasvusta. Naiden avulla han
loi matemaattisia malleja 6ljyn tuotannosta. Yhdytyjen osalta tuo ennuste on pitanyt
ainakin 6ljyn suhteen paikkansa. Yhdysvaltojen riljptanto saavutti huippunsa jo
1970-luvulla, jonka jalkeen se on pudonnut noinlpe tdéhan paivdan mennessa.

Uusia energianlahteitd on siis pakko kehitell&.h{iR& Friedrich, 2005)

Toinen ihmisid puhuttava asia on ilmastonmuutdsa johtuu suurelta osin fossiilisten
energialahteiden kaytostda. Niille halutaan |oytaaihtoehtoja samalla kun
Oljyriippuvuudesta pyritaan eroon. limastonmuutos todellisuutta, ja siihen on
puututtava. Uusiutuvat luonnonvarat ovat nousseeimev aikoina yhdeksi
puhutuimmista ratkaisuista kasvavaan energiaonggimga ilmastonmuutokseen.
Etanoli on yksi tarkeimmista uusiutuvista luonnomista irti saatavista nestemaisista
energianlahteista. Sen tuotanto on kuitenkin motkaioen prosessi, jossa on useita eri
vaiheita. Tastd syystd etanolin tuotanto vie paljenergiaa, ja taloudellisesti
kannattavaan tuotantoon yritetdankin kuumeisestidi tehokasta ratkaisua ympaéri

maailman.

Biomassasta valmistettu niin sanottu toisen sulkugrolpolttoaine valmistetaan raaka-
aineista, jotka eivat ole ruokaa tai kilpaile s@wrauoantuotannon kanssa. Itse tuote, ns.
bioetanoli, on kuitenkin aivan samaa kuin esimeskdhrasta, maissista, sokeriruo'osta
tai muusta ruokakasvista valmistettava ns. ensisendisukupolven polttoaine.

Selluloosasta valmistetun etanolin raaka-aineita ivato olla esimerkiksi



maatalousjatteet, puu ja puunkorjuutdhteet, pamliguuden jatteet seka
yhdyskuntajatteet. Raaka-aine on yleensa edullistdata etanolin tuottaminen siitd on
viela talla hetkelld suhteellisen kallista, johtuerm. entsyymien kalleudesta seka
prosessien energiatehokkaasta optimoimattomuudé&stma energiatehottomuuteen
ovat mm. lignoselluloosamateriaalin vaikeahko esikély ja hydrolysoitavuus seké

toisaalta jateraaka-aineisiin liittyvat logistisgtgelmat.

Toisaalta jos on halua, on olemassa myds ratkdiastd esimerkkind suomalainen
energiayhtié Stl Oy, joka on onnistunut I0ytamaétkaisun raaka-aineisiin liittyviin

logistisiin ~ ongelmiin:  sen sijaan ettd bioetanolimaaka-aineena toimivat
elintarvikejatteet kuljetettaisiin kasittelylaitaks, kuljetetaan kasittelylaitokset lahelle
jateraaka-aineiden  syntypaikkaa. Laitokset ovat pakieja ja pienia

standardimittakaavan tehdaskomplekseja, joita orppbe rakentaa ja purkaa
tarvittaessa. Stl Biofuels Oy:lla on patentoitu etelmd etanolin tuottamiseen
elintarvikejatteista, ja toimintamalli, jonka pwaitsa he toimivat, on talla hetkella

ainutlaatuinen koko maailmassa. (St1 2008)

Monet muutkin (energia)yhtiot tekevat tutkimustdééalueella paljon, ja varmaa on,
ettd tulevaisuudessa yha useampi polttoainelitcaetaan lignoselluloosapohjaisista
raaka-aineista. Sen liséksi, ettd sen uskotaarawlgyevaisuudessa kannattavaa, se on

my0s oikein toteutettuna ymparistoystavallista.

Selluloosabiomassasta valmistetun etanolin valikés voi jakaa karkeasti neljgan
paaryhmaan: esikasittelyyn (biomassasta tuotetaaolymperisia sokereita),
entsymaattinen hydrolyysiin (monomeerisokereitaymaerisokereista), fermentointiin
(etanolin tuotto monomeerisokereista) seka puhkbsten (etanolin puhdistus ja
konsentrointi). Esikasittely on usein happo- ja/tampokasittely ja naiden eri

yhdistelméavariaatiot.

Tassa insindoritydssa keskityttiin puu- ja papetlisuudesta ylijaavien jatteiden
tarjoamien mahdollisuuksien tutkimiseen etanolimtannossa. Tutkimus kasittelee

monomeerisokereiden  (tdssa tapauksessa  glukoosioptantoa  valituista
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paperiteollisuuden  jatteistd. Tyobn tilaajana oli aasiassa  Metropolia
Ammattikorkeakoulu  (entinen EVTEK-ammattikorkeakoyl mutta aiheesta
kiinnostuneena ja rakentavana yhteistyokumppanlhangos Stl Biofuels Oy, joka

toimi tyon osatilaajana.

Kaikki téahan insinoorityohon liittyvat laboratoriokeet suoritettin - Metropolia
Ammattikorkeakoulun Vantaan yksikon bio- ja elinviietekniikan laboratoriotiloissa.
Kokeita tehtiin kahdella eri kuituselluloosanaytt&eseka yhdella liejunaytteella.

Kokeet suoritettiin marraskuun 2007 ja syyskuun@a@alilla.
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2 Paperimassan valmistus ja rakenne

Paperimassa koostuu sellusta, eli kemiallisestasasés ja mekaanisesta massasta seka
erilaisista tayteaineista seka paallystepigmendteisEri kierratyspaperilaatujen
koostumukset kayvat ilmi seuraavasta taulukostalukassa 1 mainittu kierratysosuus
tarkoittaa uusiokayttoén menevan kyseisen puu-aj@epteollisuuden tuotteen maaraa.
Esimerkiksi sanomalehtipaperista melkein puolet ¥4 menee uudelleen kaytt6on

paperinvalmistukseen. (Haarla, 2000).

Taulukko 1. Eri paperilaatujen koostumus. (Haa2800)

Raaka-aine Aikakausilehti | Sanomalehti | Puuvapaa | Muut Muut
paperi painopaperit | paperit
Kemiallinen massa 20 % 5% 80 % 70 % 52 %
Mekaaninen
52 % 90 % 0% 8 % 30 %
massa
Tayteaineet ja
. ) 28 % 5% 20 % 22 % 18 %
paallystepigmentit
Summa 100 % 100 % 100 % 100 % 100 %
Kierratysosuus 39% 41 % 9% 4% 6 %

Kemiallista massaa kutsutaan selluksi, jotta sepdmmin nimellisesti erottuu
mekaanisesta massasta. Sellumassa on kemiallidagtiutettua puumassaa.
Mekaanisella massalla tarkoitetaan puumassan jeakotevaa hioketta tai hierretta,
jota syntyy mekaanisen paperimassan valmistuksereyghssa. Mekaanista
paperimassanvalmistusta voi olla esimerkiksi mekesmkuidutus, jossa raaka-ainetta
— hionnassa pdllia ja hierrossa haketta — rasietgaksoittaisesti pyorivan
kuormituselementin avulla. Tall6in mekaaninen asivalittyy puuhun hiontakiven
pintarakeiden tai jauhimen terakuvioiden kauttamidlista paperimassaa valmistetaan
esimerkiksi sulfiitti- ja sulfaattikeitolla. Sulféiékeitto on télla hetkella maailmassa
huomattavasti enemman kaytetty kuin sulfiittikgifishtuen sen paremmasta saannosta
ja ymparistoystavallisyydesta. Kemiallisen massamgkaanisen massan valimuoto on
kemimekaaninen massa, jonka valmistuksessa kagtetdélempien kasittelyiden

tarjoamia etuja. (Isotalo, 2004; Laatikainen, 1987)
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2.1 Sulfaattikeitto

Toinen varsinaisista kemiallisista kasittelymeristd on nimeltdan sulfaattikeitto.
Sen kehitti saksalainen C. F. Dahl 1800-luvullaor@assa ensimmainen sulfaattisellun
valmistus aloitettiin vuonna 1886 Valkeakoskellallf&attiprosessi soveltuu kaikille
puulajeille. Sulfaattikeiton olosuhteet ovat alkel, ja siitA saadaan arvokkaita

sivutuotteita, mm. tarpattia ja mantyoljya. (Isota2004)

Sulfaattikeitto suoritetaan joko jaksoittaisena ttogia, erdkeittona tai jatkuvana
keittona. Tavallinen erakeitin on teraksinen pastiea tilavuudeltaan noin 160—400,m
ja siiné on keiton aikana nestetta noin 3,5-4 kestgtetyn hakkeen maara. Lampaotila
keiton aikana on noin 165-170 °C. Keittoaika ontseltisen lyhyt, kokonaiskeittoaika

taytdsta tyhjennykseen on noin 4 tuntia. (Isota)4)

Jatkuvassa keitossa hake syotetddn esimerkiksie&orkpystykeittimen yldosaan
yhdessa keittoliuoksen (valkolipedn) kanssa. Puttykeselluksi laskeutuessaan alas
keitintd. Keittimen puolessa valissa valkoliped mtaa variaan osallistuessaan
reaktioon hakkeen sisdltamien aineiden kanssaginoliita tulee ns. mustalipeaa.
Mustaliped poistetaan ja ennen ulosohjausta kegittyisellu viela pestaan

laihamustalipealla. (Isotalo, 2004)

Keittojen tarkoituksena on erottaa puun kuidut istégan liuottamalla puun ligniini
siten, ettd mahdollisimman vahan hiilihydraattejgkénee. Menetelmasta puhuttaessa
kaytetaan myos termid puun delignifiointi. Kaikkdéigniinia ei voida kuitenkaan
poistaa, koska talloin puumassan selluloosakuidutiwituisivat likkaa, jolloin paperin
lujuusominaisuudet karsisivat. Lopullinen ligniimmaara valkaistulla havupuumassalla
on noin 3-4 % ja valkaistulla koivumassalla noirb-8 %. Valkaisemattomien
havupuumassojen  lopullinen ligniinipitoisuus  on  gop noin 13  %.
Sulfaattikeittoprosessissa héavidd ligniinin  ohellsamalla vaistamatta myos
hemiselluloosaa ja selluloosaa, jotka hajoavat mm®. alkalisen hydrolyysin ja
paatepilkkoutumisen myo6ta, ks. kuvat 1 ja 2. (Iept2004; Nuortila-Jokinen, 2004;
Seppala, 2001)
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Selluloosan alkalisessa hydrolyysissa hiilihydigaitkkoutuu, jolloin muodostuu uusia
pelkistavia paita. Nama pelkistavat paat osallistupaatepilkkoutumisreaktioihin.
Alkalinen hydrolyysi tapahtuu vasta korkeammissagatiloissa, noin 160-170 °C:n
lampdotiloissa, ja reaktio on hidas. Esimerkki ab@dta hydrolyysista on esitetty
kuvassa 1. Alkalinen hydrolyysi alkaa, kun hiililmgetti joutuu alkaliseen ymparistéon,
esimerkiksi NaOH-kasittelyssa. Talléin selluloosgmerusyksikon ensimmaisen
glukoosiyksikon toisessa hiilessa kiinni oleva Oima hapettuu, jolloin muodostuu
negatiivisesti varautunut happiatomi YO hydroksyyliryhma siis ionisoituu.
Muodostunutta yhdistetta kutsutaan anhydrosokerikkhman jalkeen happisilta
selluloosan perusyksikon kahden glukoosimolekyyftiilla katkeaa ja vapaana oleva
H* -ioni liittyy katkenneen happisillan happiatomiimuodostaen muodostuvan
glukoosiyksikbn neljanteen hiiliatomiin  hydroksyylihman OH. Samanaikaisesti
negatiivisesti varautunut happiatomi’Y@ittyy saman glukoosiyksikon ensimmaiseen
hiileen. Sidosta kutsutaan myds epoksirenkaakspulta epoksirengas aukeaa ja
vesimolekyylin yhtyessd syntyy yksi uusi hydroksggima glukoosimolekyylin
ensimmaiseen ja toiseen hiileen. Selluloosan aksdia hydrolyysissd muodostuu siis
yksi uusi pelkistava paa (-CHOH). (Isotalo, 20040Kila-Jokinen, 2004)

R OH R OH
0 - 0 ‘
0\ / | —0— T —0—\OH —0—
0 0
OH R 0 R
R OH R \ OH
O OH HO _ 0
OH OH HO OH
+ -— +
—0—\OH I Lo— —0—\OH \ Log—
+—0 0 0
OH R R

Kuva 1. Polysakkaridien alkalinen hydrolyysi. RGH,OH (selluloosa) tai —H
(ksylaani). (Isotalo, 2004)

Paatepilkkoutumisreaktio, ngeeling off on yksi alkalisen hydrolyysin tyypillisia
reaktioita, ja se on sulfaattikeiton kannalta hykaitallinen reaktio, ks. kuva 2. Siina

selluloosasta tai hemiselluloosasta irtoaa monasakigksikoitd, joista muodostuu
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erilaisia karboksyylihappoja. Sen paaasiallinen pldgpote on isosakkariinihappo.
Muista muodostuvista hapoista mainittakoon maitploaja metasakkariinihappo (ks.

kuva 3). Paatepilkkoutuminen alkaa jo 80—100 °@mpdétilassa. (Isotalo, 2004)

CHO CHO CH,OH CH,OH COOH
| | | _-OH
HCOH c=0 =0 C=0 C
| | S———. | | | HCHIGH
HOCH —_— HD{EH —sall OH rlc_cm == (=0 —= CH,
| | |
HEC — 0 Sell HC — O Sell CH CH, HECOH
| | |
HCOH HCOH HCOH HCOH CH,OH
| | |
CH,OH CH,0H CH,OH CH,OH ) .
isosakkariini-
happo
CH,OH
)
COOH CHO CHO z|:= ]
[ |
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Kuva 2. Selluloosan paatepilkkoutumisreaktio. @smt2004)

Paatepilkkoutumisreaktio loppuu ns. pysaytysreaktjgtopping reactionjossa yhtena
lopputuotteena on stabiili metasakkariinihappo &ay.

CHO CHO COOH
OH
HCOM =0 cs
| H
HOCH S - CH, - CH,
| | | -
HC = O Sell HC — O Sell HC — O Sell
| [
HCOH HCOH HCOH
|
CH,O0H CH,OH CH,0H

metasakkariinihappo

Kuva 3. Selluloosan alkalisen hydrolyysin pysaggktio. (Isotalo, 2004)

Puun "kypsymista” selluksi seurataan ns. kappaluavnla. Kappaluku on puumassan

ligniinipitoisuuteen verrannollinen suure. Kerrojolla kappaluvusta voidaan suoraan
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laskea puumassan ligniinipitoisuus, on kuitenkin ssadajikohtainen. Muutamina

esimerkkeina mainittakoon

manty- ja kuusimassa: 0,153

koivumassa: 0,165

Manty- ja kuusipuumassa keitetdan useimmiten kabpeelle 25-35 ja koivumassa
kappalukuun noin 20. Talléin kokonaiskeittosaarpunista laskien ovat vastaavasti 44—
47 % ja 52-54 %. (Isotalo, 2004; Seppéala, 2001)

Sulfaattikeiton keittolipeastd kaytetaan nimitystélkoliped, ja se on voimakkaasti
emaksinen. Sen vaikuttavat kemikaalit ovat NaOHNgS. Valkolipea sisaltad myos
muita natriumsuoloja, kuten natriumsulfaattia £8l&;) ja natriumkarbonaattia
(NaCO3) seka pienid maaria sulfiitteja ja klorideja. Tilypen valkolipedanalyysin

tulokset nakyvat taulukossa 2. Sulfaattikeiton mika lampdtila vaihtelee 150-170
°C:n valilla. (Isotalo, 2004; Seppéala, 2001)

Taulukko 2. Tyypillisen valkolipean laboratorioaygsi. (Materiaali 2008)

Méaéra g/kg kuiva-

Aine ainetta
Natrium 78,0
Kalium 14,1
RikKitot 22,4
KloOri 1,7
s 18,0
NaOH 88,2
Na,S 41,8
Na,CO; 40,3
Na,SO3 0,1
Na,S,03 9,0
Na,SO, 0,5
Kokonaisalkali (g NaOH/I) 161,6
Aktiivinen alkali (g NaOH/I) 131,2
Tehollinen alkali (g NaOH/I) 109,8
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Taulukossa 2 ilmoitettujen alkalien maarityksettoseuraavat:

Kokonaisalkali: kaikki alkalisuolat
Aktiivinen alkali: NaOH + NaS
Tehollinen alkali: NaOH + 2 N&

Sulfaattikeiton jalkeen massa pestaan ja keittolietetaan talteen. Sita kutsutaan
varinsa takia mustalipeaksi. Mustaliped on pem@sida reagoinutta valkolipeda. Se
sisaltda keiton aikana puusta irronnutta ainestakgdtokemikaaleja. Mustaliped
konsentroidaan haihduttamossa, jonka jalkeen detpah soodakattilassa kemikaalien
regeneroimiseksi ja energian tuottamiseksi. TawdaBo3 on kuvattu tyypillisen

mustalipeén laboratorioanalyysitulokset. (Materid@D8; Seppéaléat al, 2001)

Taulukko 3. Tyypillisen mustalipeén laboratorioanai. (Materiaali 2008)

Méaéra g/kg kuiva-

Aine ainetta

Natrium 19,30
Kalium 3,34
RikKitot 5,50
Kloorii 0,41
s 1,93
NaOH 1,10
CO5” 6,20
Na,SO; 0,10
Na,S,0; 2,13
Na,SO, 1,23
Hiili 31,90
Vety 3,33
Typpi 0,08
Lampoarvo HHV MJ/kg 12,74

Lampoarvo HHV taulukossa 3 kuvaa lampomaaraa, yaeutuu, kun poltetaan kilo
mustalipeda. Kyseessa on ns. ylempi lampoarvo (rkgtiwimetriseksi lampdarvoksi
kutsuttu). (Materiaali 2008)
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Ligniinin liukenemisessa voidaan sulfaattikeitorkaaia erottaa kolme paavaihetta:
uutosvaihe, bulkkidelignifioituminen ja jaanndsdeiifioituminen. Uutosvaihe on

reaktionopeudeltaan hidas ja lampétila on alle 180 Sen aikana puun ligniinista
haviaa noin 15-25 %. Sen aikana tapahtuu myos rsuasa hiilihydraattien

mahdollisista saantotappioista. (Alén, 2000; Tuwdldka, 2002)

Bulkkidelignifioitumisvaiheessa, joka alkaa lamperi noustua yli 140 °C:n, puun
ligniinista havida suurin osa, toisin sanoen regidpeus on huipussaan ja ligniinista
liukenee noin 70-80 %. Bulkkidelignifioituminen k&& aina siihen saakka, kunnes
hakkeesta on poistunut noin 90 % ligniinista. Lama@i nouse tassa vaiheessa yli 170
°C:n. (Alén, 2000; Tuulos-Tikka, 2002)

Viimeisessa vaiheessa lampdtila on yli 170 °C, tieakpeus laskee ja ligniinin seké
hiilihydraattien liukenemisnopeudet muuttuvat epdiesiksi, jolloin keittosaanto

laskee, toisin sanoen hiilihydraattien saantotajgaiktiot kiihtyvat. Jos ligniinipitoisuus
lasketaan alle 1 prosentin, massan lujuus ja salambmonevat, koska hiilihydraatit

liukenevat tassa vaiheessa nopeammin kuin ligr{isién, 2000; Tuulos-Tikka, 2002)

Hiilihydraateilla tarkoitetaan tarkemmin hemisetlabaa (glukomannaanit ja ksylaanit)
ja selluloosaa. Ligniinin pilkkoutuessa syntyy lesig yhdisteita: rikkivetya (bB),
metyylimerkaptaania (CpH) ja dimetyylisulfidia (GHgS), jotka omalta osaltaan ovat
vastuussa sellutehtaiden vastenmielisesta ja |@dsia hajusta. Keiton aikana
muodostuvat kloroformit my6és tummentavat keittositeokoko keiton ajan. Kuvassa 4
on esitetty koko sulfaattisellutehtaan lohkokaayliman kemikaalikiertoa ("keitto”
viittaa sulfaattikeittoon). (Alén, 2000; IsotaldQ®; Seppal&t al, 2001; Tuulos-Tikka,
2002)
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Kuva 4. Sulfaattikeittotehtaan lohkokaavio ilmamieaalikiertoa. (Isotalo, 2004)

2.2 Sulfiittikeitto

Sulfiittikeiton keksijdnd pidetddn yhdysvaltalaistd. C. Tilghmania, joka sai
keksinndlleen patentin vuosina 1866—1867. Menet&lkeghiteltin taman jalkeen eri
puolila Eurooppaa, mm. Ruotsissa ja Saksassa. siRgat keitto perustui
magnesiumbisulfiittin  ja Saksassa kalsiumbisdiftit Maailman ensimmainen
sulfiittitehdas perustettiin Ruotsin Bergvikiin vuga 1874. Kalsiumbisulfiitin kayttd
yleistyi vahan taman jalkeen eniten kaytetyksi nbelngdksi sulfiittikeitossa, ja se
syrjaytti lahes kokonaan magnesiumbisulfiitin kdyt8ulfiittikeitto puolestaan syrjaytti
jo aiemmin keksityn sulfaattikeiton. Syina pidetd@am. hyvaa keittosaantoa, massan
korkeahkoa vaaleutta valkaisemattomana sek& help@mpalkaistavuutta yha
suurempiin vaaleuksiin. Suomessa kaynnistyi stithssan valmistus vuosina 1884—
1886, kun Kuusankosken, Kymin ja Nokian tehtaatnkéstyivat. Viela 1960-luvulla
sulfiittikeittomenetelméa oli selvasti yleisin sellvalmistustapa Suomessa ja yleisin
raaka-aine tuolloin oli kuusipuu. Vuonna 1991 dtiljg Suomen viimeinen
sulfiittisellutehdas.  Siitd  lahtien Suomessa on muslettu sellua enaa
sulfaattikeittomenetelmalla. Syynd on lahinnd sttflkeiton selkeasti suurempi

ymparistoystavallisyys. (Avain 2006; Isotalo, 2004)
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Perinteinen sulfiittikeitto tapahtuu happamissasaldeissa, toisin kuin sulfaattikeitto.
Sulfiittikeitosta on kehitetty kuitenkin paljon &isia variaatioita, joissa pH on joko
hapan, neutraali tai eméksinen. Eri sulfiittikeiienetelmat jaetaankin niiden pH:n
mukaan joko happamaan bisulfiitti-, bisulfiitti-,eatraaliin  sulfiitti- tai alkaliseen
sulfiittikeittoon. Keittojen pH:t ovat vastaavast,5-2,5; 3-5,5; 7-10 seka 11-13.
Vastaavat keittojen lampdtilat ovat 120-150 °C,-48% °C, 170-180 °C seka 170-
180 °C, ks. taulukko 4. Sulfiittikeiton vaikutta@nkemikaaleina ovat bisulfiitti-ionit
(HSO3) ja ylimaara rikkidioksidia (Sg) tai bisulfiitti- ja sulfiitti-ionit (SOs%).
Sulfiittikeitolla valmistetaan mm. nendliinoja jarsteettipapereita seka muita pehmeita
papereita. Sulfiittikeitossa puun kuidut pehmenesgivasti enemman sulfaattikeittoon
nahden. Keiton jalkeen massa on myds vaaleampaa dulfaattikeitossa. (Isotalo,
1996; Isotalo, 2004)

Taulukko 4. Eri sulfiittikeittomenetelmien olosidttglsotalo, 1996)

Keittomenetelma | Vaikuttavat pH Lampétila
kemikaalit T
Hapan bisulfiitti | SO,, HSO3 1,5-2,5 |120-150
Bisulfiitti HSO3 3-5,5 155-165
Neutraali suffiitti |HSO5, SO;~ | 7-10 [170-180
Alkalisulfiitti S05” 11-13 |170-180

2.3 Uusiopaperin kasittely ja uusiomassan valmistus

Suomessa valmistettiin paperia ja kartonkia vuo@086 yhteensa 14,1 miljoonaa
tonnia, mika on enemman kuin koskaan. Edellisest@d@sta nousua oli noin 14 %.
Massan tuotanto kipusi myds uuteen ennatykseensdlewu takaisesta ollen 13
miljoonaa tonnia. Kasvua vuoteen 2005 verrattumal 61%. Kemiallisen massan, eli
sellun, tuotantomé&éara vuonna 2006 oli noin 8 miig®tonnia. Vuonna 2007 paperin ja
kartongin tuotanto kasvoi runsaalla prosentillateea 2006 verrattuna ollen noin 14,3
miljoonaa tonnia. Sellun tuotanto vastaavasti penaoin pari prosenttia vuoden
takaisesta, jaaden noin 7,7 miljoonaan  tonniin.  déeollisuuden

vuosituotantokapasiteetteja on kuvattu taulukosg®btsa 2007; Metsa 2008)
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Taulukko 5. Metsateollisuuden tuotanto Suomessé R0OR007. (Metsa 2008)

Yksikko Muutos-%

1060 2006 2007 |2007/2006

Havusahatavara avie m?® [12 145 |12 400 2
anerj avie m* | 1415 | 1410 0
Sellu t 7946 | 7699 -2
Paperi t (11174 |11272 1
paino- ja kirjoituspaperit, josta t 0744 | 9768 0
mekaaninen (sis.sanomalehtipaperin)| 6699 | 6776 1
puuvapaa t 3045 | 2992 -2
muut paperit t 1429 | 1504 5
Kartonki t 2967 | 3063 3
Paperi ja kartonki yhieensa t |14 140 |14 335 1

Metsateollisuudessa syntyi jatetta vuonna 2007aseasti, ks. taulukko 6.

Taulukko 6. Metséateollisuuden jatteet vuonna 2Q0lassa 2007)

tonnia
Kaatopaikkajatteet (kuiva-aineena) | 242 000 ¥
- tuhka 79 000
- soodasakka ja meesa 86 000
- siistausjate 17 000
- kuitu- ja pastaliete 10 000
- jatevedenpuhdistamojen liete 21 000
- puujate 6 000
- kierratyskelvoton jatepaperi 7
- muita jatteita 20 000

1) lukuun sisaltyy kasittelylaitoksille toimitettngelmajate.

Uusiopaperilla tarkoitetaan kerayspaperista ja tekemjista valmistettua paperia.
Keskim&arin kerdyspaperin osuus kaikesta raakasiae paperin ja kartongin
valmistuksessa Suomessa on noin 5 %. Luku on piaska suurin osa, yli 90 %,
Suomessa valmistetusta paperista viedddn ulkomaKlerayspaperin kasittelyn

tarkoituksena on paperikuitujen alkuperéisten omingsien mahdollisimman tehokas
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palauttaminen seka sen siséltdmien epapuhtauksistaminen. Kotikerayspaperista

valmistetaan mm. uutta sanomalehtipaperia, vaaeasinttoripaperista tehdaan

pehmopaperituotteita. Nama massat joudutaan sistam, eli paperimassasta

poistetaan paino-, vari- ja tayteaineet. Kerdyspalyw nestepakkauskartonki

hytdynnetddn kartonkiteollisuudessa ennen kaikkgsyjen raaka-aineena. Taméa ei
edellytéa paperimassan siistausta. Naiden lisalsii@imaaria kerayspaperia kaytetaan

mm. lammoneristeiden, ns. eko- eli selluvillan, mistuksessa. Mytskéaan tatd osaa

uusiopaperimassasta ei tarvitse siistata. (Segpal 2001)

Taulukko 7. Paperiteollisuuden tuotteiden kierrafy§erto 2008)

Mista
Kerayslajit kerataan Mit& paperi- tai kartonkitehtaalla tapahtuu Lopputuotteet
Lehdet Kotitaloudet, | Lehdet ja muu kotikerayspaperi siistataan Sanomalehdet, luettelot,
Kirjapainot, | eli painovari pestaan pois. Siistatusta massas- | hakemistot, katalogit ja
Toimistot ta valmistetaan uutta sanomalehtipaperia tai pehmopaperituotteet
pehmopaperia. My6s vaalea toimistopaperi
siistataan ja syntyvasta massasta valmiste-
taan pehmopaperia
Toimistopaperi | Yritykset, Vaalea toimistopaperi siistataan ja syntyvastd | Pehmopaperituotteet,

Muut yhteiso6t

massasta valmistetaan pehmopaperia.

esim. wc-paperit, nena-

liinat ja talouspyyhkeet

Aaltopahvi

Kaupat,
Teollisuus

Aaltopahvin paperikuidut erotellaan muista
mahdollisista kerroksista. Aaltopahvin ruskea

vari ei poistu siistatessa.

Kartonkihylsyt ja aalto-

pahvin vélikerrokset

Kerayskartonki

Kotitaloudet,
Suurtaloudet
(esim. koulut,

ravintolat)

Kerayskartongin paperikuidut erotellaan muis-
ta mahdollisista kerroksista. Paperikuidut kay-

tetdan uudelleen raaka-aineena.

Kartonkihylsyt

Kartonkitolkit

Kotitaloudet,

Suurtaloudet

Tolkkien muovipinnoite ja alumiinivuoraus ero-
tetaan kartonkikuiduista. Muovi kaasutetaan
energiaksi ja alumiini kaytetadan uudelleen

alumiinifoliotehtaalla.

Eri kerayspaperilajit lajitellaan omiin ryhmiinséa jpuhdistetaan. Tarvittaessa ne

paalataan ja varastoidaan sekd toimitetaan tehtethka-aineeksi. Luottamuksellista
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kasittelyd vaativat toimistopaperit tuhotaan taadssa turvallisesti silpuksi ennen

paalausta ja kuljetusta tehtaille. (Kierto 2008)

Uusiopaperimassan raaka-aineeksi soveltuu melkaikkik mika on aiemmin ollut

paperia tai kartonkia. Paperit siséltavat kartongremman erilaisia epapuhtauksia,
esimerkiksi kirjojen, lehtididen ja luetteloiden rikaja, niitteja, muovikansia ja
painovareja yms. Kotikerdayspaperi soveltuu erittdigvin uusiopaperimassaksi.
Kerayspaperit jaetaan kolmeen luokkaan niiden yagerin valmistuksessa

hytdynnettavien paperiteknisten ominaisuuksien éryot

Alemmat lajit: sanomalehdet, kotikerdyspapesghalaiset kerays-

paperit

Keskilajit: ruskeat kartongit, voimapaperit ja putoset seka

puuvapaat painopaperit ja kartongit
Ylemmat lajit:  painamattomat puupitoiset ja puu\etp@aperit

Kotitalouksista kerattava kerayspaperi on varssal@atuista ja sisdltda sanomalehtia
65—70 %, aikakausilehtia 20—-25 % ja muuta sekalgiaperia, kartonkia ja pahvia alle
10 %. Yhdesta tonnista kerdyspaperia saadaan uassaa noin 850 kg. Maara vastaa
20:t4 kuitupuuta metsdssa. Uusiomassatonnin vamisen kuluttaa sahkoenergiaa
300—350 kWh ja samalla syntyy jatevetta 10—F5Jatevesi puhdistetaan ja siita syntyy
noin 100-200 kg kuivaa jatettd. Naiden lisaksi mukuluja aiheuttavat erilaiset
kemikaali- ja investointikustannukset. Kuvassa Seseitetty kerayspaperin ja -kartongin
talteenottotilastoja vuodesta 1980 lahtien ainateeio 2006 saakka. Talteenottoaste

kuvaa kerayspaperin talteenottoa suhteessa pdpéutukseen. (Seppaét al, 2001)
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Kuva 5. Kerayspaperin ja -kartongin talteenotto sma 1980—-2006. (Metsa 2007)

Uusiopaperimassa on siis ainakin kertaalleen kalapit kaikki paperinvalmistukseen
littyvat vaiheet, jauhatuksen, kemikaalikasittejgt kuivatuksen. Kaikki nama ovat
vaikuttaneet kuidun ominaisuuksiin, joten se kdgita jokaisella uusiokerralla hieman
eri lailla kuin edelliselld. Kuivaus vaikuttaa kuitl ominaisuuksiin enemman kuin muut
osatekijat. Kuivauksen myota kuidun seinamat ouaistuneet ja kovettuneet, mika
vaikeuttaa sen turpoamista uusiokaytossa. Uusepapssan sisdltamat
kemikaalijagamat myos lisdavat paperikoneiden pubskertoja. Jatepaperin lajittelu on
sen prosessointia ajatellen hyvin tarkeda. Puhdaes Kkasitellaan pelkastaan

mekaanisesti.
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Kuva 6. Kerayspaperin kasittely ja kierratyskuidiamistus. (Teollisuus 2003)

Aluksi kerdyspaperi hajotetaan ns. pulpperissa gakaat epé&puhtaudet erotetaan
pyorrepuhdistimissa. Hajotettu massa kuidutetazastddn ja lajitellaan. Painetun
paperin kasittelyyn kuuluu osana myos kemiallinensteenpoisto. Tassa kaytetaan
apuna lipedéa ja dispergointiainetta, jotka kumnmatksatddn pulpperointivaiheessa.
Dispergoinnin tarkoituksena on saada liimausharigsit pigmenttien sideaineet
irroamaan, jolloin seuraavassa vaiheessa tapatkumtus ja pigmenttien pesu eli
valkaisu helpottuvat. Musteenpoistoprosessissa ame#ka@n kuidutus tapahtuu kuin
edella, mutta talla kertaa pesuvaiheen merkityemsta tarkedmpi. Kuidutettu massa
pestdédn esimerkiksi flotaatiopesulla. Siina madppsun sekoitetaan ilmaa, joka
pigmenttipartikkeleihin tarttuessaan nostaa ne wulpinnalle, josta ne poistetaan

kaapimella. (Casey, 1980)

Kierratyspapereista saatavaa paperimassaa voida@rrattdd 5-6 kertaa
paperinvalmistusprosessin lapi, ennen kuin senlt&msat selluloosaketjut ovat
lyhentyneet niin merkittavasti, ettd paperin jat&agin valmistaminen on mahdotonta.
Tuolloin siitéd syntyy jatettd, joka normaalisti neenkaatopaikalle. Taman tutkimuksen
tarkoituksena oli hy6tykayttda juuri tuota ylijaamgissaa ja tuottaa siita edelleen
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happokasittelyn ja entsymaattisen hydrolyysin avuflelkistavida sokereita, joista

voitaisiin edelleen tuottaa esimerkiksi etanolia.

3 Selluloosa

Selluloosa muodostuu useista tuhansista jonossaistale D-glukoosiyksikoista.

Glukoosiyksikot ovat kiinni toisissaan kemiallisilp-1,4-glykosidisilla sidoksilla. Joka

toinen glukoosimolekyyli on kiertynyt 180° molekigkselinsa ympari, joten teoriassa
pienin selluloosan muodostava yksikkd on kahdenkagsiyksikon muodostama
sellobioosi, ks. kuva 7. Sellobioosiyksikkd on pitieltaan noin 1,03 nm. Pitkat
selluloosamolekyylit (glukoosiyksikdiden maard velee noin valilla 100-14 000)
pakkautuvat yhteen vetysidosten avulla muodostattul@osa-alkeisfibrilleja (paksuus
noin 3,5 nm), jotka yhteen liittyessddn muodostaediuloosafibrilleja, joita kutsutaan
my0Os kristalliiteiksi. Tama osa selluloosasta omegtaytynytta ja sitda kutsutaan
kiteiseksi selluloosaksi. Loppuosa  selluloosasta  ommorfisessa  eli

jarjestaytymattomassad muodossa. (Isotalo, 2004itikkem, 1995; Reinikainen, 1994;
Yarema, 2005)

H H
H
OH ; -OH -HO
HG-'L§K/O\ Hydm _Oth "o”\\?/ %ﬁ/ Ho7 2 ?AOH
2. 0 o / - 0 -fl'“-u
N W HOY T~

Kuva 7. Selluloosamolekyylin rakenne. Keskellauk®dsan perusyksikkd, sellobioosi,
joita voi selluloosamolekyylissé olla n-kappalettaivassa ns. ei-pelkistava paa jaa sen
vasemmalla puolelle ja pelkistava paa oikealleotd$o, 2004)

Polymeeriketjun siséltamien monomeeriyksikoidenimeskiksi glukoosiyksikoiden,
lukumaaraa kutsutaan polymerisaatioasteeksi (= DB3. polymerisaatioaste on yli
10 000, on selluloosamolekyylin moolimassa tallgin 1,5*10° g/mol. Selluloosa-
alkeisfibrilli, jossa on tuhansia glukoosiyksikgitén noin 2-3um pitkd, mutta koska
alkeisfibrillit ovat kiinni toisissaan eri kohdistaoivat yksittaiset selluloosafibrillit olla
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satojakin mikrometreja pitkia. Elektronidiffraktlal on saatu selville, etta

selluloosafibrillit ovat yhdensuuntaisia siten,aekiaikki pelkistavat paat ovat samalla
puolella selluloosamolekyylissa. Selluloosafibeitlivalissa on muutamien nanometrien
mittainen vali. Useat entsyymit ovat suuria moldkjg, ja taman takia niiden on joskus
vaikea paastd kasiksi selluloosan glukoosiyksikbigélisiin sidoksiin. Tasta syysta

tehokas esikasittely on erittain tarkeaa selluladsgrolyysia ajatellen. (Isotalo, 2004;

Miettinen, 1995; Reinikainen, 1994; Yarema, 2005)

Osa selluloosasta on kiteisessa muodossa, jotdmosskha voidaan kutsua suureksi
sokerivarastoksi, jonka hajoaminen luonnossa onadstéd johtuen sen veteen
liukenemattomasta rakenteesta. Selluloosan rakemsés jaykkaa ja kestavaa. Kiteista
selluloosaa voi olla rakenteesta jopa 75 %, ja Be hgvin resistentti erilaisia
kemikaaleja vastaan. Vaikka selluloosa ei liukeate@n, on silla taipumus sitoa vetta
itseensa. Talléin vesimolekyylit sitoutuvat sellodan jarjestaytymattomien alueiden
vapaisiin ~ hydroksyyliryhmiin  vetysidoksilla, jolloi selluloosa turpoaa.
Paperinvalmistuksessa hyédynnetaan tata ominagsuldlloin kuivatun paperimassan
selluloosan pintojen valiin jAd&4 voimakkaita vetydidia, jotka vahvistavat
valmistettavan paperin sidoslujuutta. (Isotalo, £20Miettinen, 1995; Reinikainen,
1994; Yarema, 2005)

Kuva 8. Kiteisen selluloosan rakenne. Alkeisfitaiilvalissa on vahvoja vetysidoksia ja
heikompia Van der Waalsin voimia. (Selluloosa 2008)
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Selluloosa on maailman yleisin orgaaninen yhdistaikesta maailman
kasvimateriaalista selluloosan osuus on noin 33C¥.olemassa entsyymejd, jotka
pystyvat tehokkaasti hajottamaan selluloosaa. N#itdyymeja kutsutaan sellulaaseiksi.
Niitd on periaatteessa kolme eri tyyppia, ja netgd@man toimintatavan perusteella.
Usein naiden kolmen entsyymin yhtendinen vaikutlisaanossuhteet vaikuttavat
oleellisesti hydrolyysin onnistumiseen ja laajunte@richoderma reeserhomeen
tuottamat sellulaasit ovat eniten tutkittu ja patdra tunnettu sellulaasiryhma talla
hetkelld. (Isotalo, 2004; Miettinen, 1995; Reinikamn, 1994; Yarema, 2005)

3.1 Selluloosan hajotus

Selluloosaa voidaan esikasitella entsyymien toi@mhelpottamiseksi mm. happo- tai
emaskasittelyilld. Happo ja emas molemmat turvettaelluloosan rakennetta, jolloin
entsyymien on helpompi paasta kasiksi glukoosiykdign valisiin sidoksiin. Happo
katkaisee sattumanvaraisesti selluloosapolymeefirl,4-glykosidisen sidoksen
happisillan kohdalta, ja samalla siihen liittyy weslekyyli. Emés katkoo sidoksia
myods, muttei ole lahellekdén yhta tehokas kuin bapappoesikasittelyn yleisena
ohjenuorana voidaan pitaa yhdistelmia heikko happorkea lampdotila tai vastaavasti
vahva happo — matala lampdtila. Esimerkkeina kiysté@iesikasittelyista:

heikko happo — korkea lampédtila: 2 %30,— 180 °C
vahva happo — matala lampétila: 72 %485, — 50 °C.

Selluloosan (tai tarkkelyksen) hajoamista mono-, tli- tai oligomeereiksi kutsutaan
sakkarifikaatioksi ja talla hetkella eniten kayyethenetelma sen suorittamiseen on
entsymaattinen hydrolyysi, ks. kuva 9. Se kuitenka@tii onnistuakseen jonkinlaisen
esikasittelyn, esimerkiksi happokasittelyn. Tutkksigsa on todettu vahvan
happokasittelyn hajottavan heksoosisokereita, ekikg glukoosia, galaktoosia,
mannoosia ja ramnoosia, 5-hydroksymetyylifurfurdaie ja pentoosisokereita,
esimerkiksi arabinoosia ja ksyloosia, furfuraaleikurfuraaliyhdisteet ovat haitallisia
ajatellen esimerkiksi fermentointia, jota ne inhiad voimakkaasti. (Larssoet al,
1999)
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Kuva 9. Selluloosan hajoaminen eri entsyymien (ekaoendoglukanaasin seka
S-glukosidaasin) vaikutuksesta glukoosiksi. (Se#lsi2008)

Kokonaisselluloosapitoisuuden tutkimiseksi orgaestia naytteestda voidaan se ensin
kasitella vahvalla rikki- tai typpihapolla, jottaghiini ja hemiselluloosa saadaan
liukenemaan. Taman jalkeen hapon ja lampétilan utaksesta furaldehydeiksi
hajonneen selluloosan annetaan reagoida antromss&ahappamissa olosuhteissa
(rikkihappo), jolloin muodostuu sinivinreda yhdisée Lopulta analysoidaan
spektrofotometrisesti pelkistdvien sokereiden puas. Antroni on kuitenkin voimakas
myrkky, jonka kayttéd ei suositella ja jota kayhedsa tulee tarkasti noudattaa
turvallisuusmaarayksia. Antronimaaritysten suosio n o vahentynyt
kokonaishiilihydraattiméarityksessa viime aikoinalvésti.  Antronin korvikkeena
voidaan kayttdd myos fenolia. Talldin korkean latipd ja happaman ympéariston
vaikutuksesta furaanin johdannaisiksi, kuten fugblgiksi (= furfuraali) tai
hydroksymetyylifuraldehydiksi (= hydroksymetyylifuraali, HMF), muuttunut
selluloosa reagoi fenolin kanssa muodostaen tumioanpleksisia yhdisteita.
Muodostunut yhdiste absorboi valoa parhaiten apitandella 480 nm (pentoosit) ja

490 nm (heksoosit). Alkuperdinen sokeripitoisuus enooraan verrannollinen
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absorbanssiin. Myds fenoli on antronin tapaan milifgn, joten sen kaytto
kokonaishiilihydraattipitoisuuksien analytiikassawihentynyt. (Cui, 2005)

Yh& enemman on siirrytty analyyseihin, joissa n&g#sitellaan aluksi vahvalla hapolla,
esimerkiksi rikkihapolla, jonka jalkeen se varssesti hydrolysoidaan laimeammalla
hapolla. Lopulta kokonaishiilihydraattipitoisuus @&ndetd&n kromatografisesti. Tasta on
olemassa monia standardeja, yhtend esimerkkindittakoon NRELin standardoitu
menetelma hiilihydraattien ja ligniinin maarittamén biomassasta. Analyysi on
huomattavasti ymparistd- ja ihmisystavallisempi rkuedella mainitut antroni- ja
fenolimenetelmat. (Sluitest al, 2008)

3.2 Sellulaasit

Sellulaaseja tuotetaan sienimikrobeilla ja bakt#laré/ain muutama sienisuku kykenee
tuottamaan taydellisen entsyymijoukon, jolla py&&éyt hydrolysoimaan kiteista eli
natiivia selluloosaa. Tunnetuimmat sienisuvut ovatichoderma Aspergillus
Fusarium Penicillium, Phanerochaetga Schizophyllum Eniten tutkittu ja parhaiten
tunnettu naista olrichodermasuku ja tarkemmin sanoeh. reesei Usein naiden
sienimikrobien tuottamat sellulaasit sisaltavatitasendo- ja eksoglukanaaseja, mutta
vain muutamiap-glukosidaaseja. Nama sellulaasit ovat useimmitktivesia joko
happamassa tai neutraalissa pH:ssa. On kuitenkimasisa sellulaaseja, joiden pH-
optimi on valilla 5-10, esimerkkinBlumicola insolenshomeen tuottama sellulaasi.
(Reinikainen, 1994)

Bakteeriperaiset sellulaasit ovat vahemman tunjettiden vaikean tutkimisen takia.
Kuitenkin tiedetdan, ettd esimerkiksTlostridium; Acetovibrio; Ruminococcus-
Streptomyces-Microbispora-sekaCellulomonassuvun bakteereilla on saatu tuotettua
entsyymeja, joissa on havaittu sekd endo- ettd ghlsanaasiaktiivisuuksia.
Cellulomonassuvun C. fimi -kantaa on paljon tutkittu sellulaasien tuotannossa.
Useimmat bakteeriperéiset sellulaasit eivat kykeydrolysoimaan kiteista selluloosaa
tehokkaasti. (Wood & Garcia-Campayo, 1990)
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Kaupalliset sellulaasit ovat entsyymiseoksia, joidéeho perustuu endo- ja
eksoglukanaasien synergiaan. Eritoten synergiarkutes korostuu sellulaasien
hajottaessa Kkiteista selluloosaa. Tutkimuksissa todettu synergian toimivan
tehokkaimmin, jos mukana on paljon eksoglukanaasejata suhteessa niihin vain
vahan endoglukanaaseja. Substraatin laadulla ons nsgiuri merkitys synergian
tehokkuuteen. (Henrissat al.,1985; Nidetzkyet al, 1993)

Entsyymien aktiivisuutta on vaikea kuvailla yksigelsesti ja yleisella kaavalla. Taméa
johtuu mm. siitq, ettd osa entsyymistd voi olla ataroituneena tai muuten
inaktiivisessa muodossa. Entsyymien aktiivisuudestdnuttaessa kaytetddn termia
katalyyttinen aktiivisuus, ja sita kuvataan mm.ilgkgla U ja IU. Entsyymin tehtdvana
on toimia biokemiallisen reaktion katalyyttind, el nopeuttaa tapahtuvaa reaktiota
moninkertaisesti. U/g tarkoittaa entsyymin puhtatsita eli sitd, kuinka suuri
aktiivisuus on grammalla entsyymia. U on entsyyn@ndé joka riittaa katalysoimaan
substraatin biokemiallista muutosta yhden mikrormoolerran yhdessa minuutissa
optimaalisissa reaktio-olosuhteissa (lahinnd T }d). pEri entsyymeillda on omat
optimireaktio-olosuhteensa. Naissa standardioptosithteissa (T ja pH) paastaan
parhaaseen mahdolliseen saantoon haluttua lopetiaioiU on ns. kansainvalinen
entsyymiaktiivisuusyksikko Iiternational unit) sen maaritelméa on sama kuin U:lla.
Erds entsyymitekniikassa myos kaytetty yksikkd @n katali. Yksi katali entsyymia
kykenee katalysoimaan substraatin biokemiallistautosta yhden moolin verran
sekunnissa. Yksi katali vastaa nain ollen siis &asti 60 000 000 U:ta, koska

entsyymiaktiivisuudet vaihtelevat hiukan eri entsygn valilla. (Perry & Green, 2007)

3.2.1 Endoglukanaasit

Endoglukanaasit ovat entsyymeja, jotka katkovat lukelsaketjun D-
glukoosiyksikoiden valisiap-1,4-glykosidisia sidoksia sek& kiteisen sellulopsa
selluloosa-alkeisfibrillien véalisid vetysidoksiay&in sattumanvaraisesti. Samalla kun
selluloosaketju katkeaa, syntyy yksi uusi pelkiat@@aa. Toisin sanoen selluloosaketjun
katkettuap-1,4-glykosidisesta sidoksestaan syntyy kaksi gbskeetjua, joiden toiset
paat ovat pelkistavia. Liukoista substraattia kéiessa hydrolysoitavan liuoksen
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viskositeetti putoaa nopeasti endoglukanaasien utalksesta, mitd ei tapahdu
esimerkiksi eksoglukanaasien kohdalla. Muutaminemekkeind endoglukanaaseja
tuottavista mikrobeista ovafl. reesei seka rekombinanttiS. cerevisiae (EGI).
Tunnetuimmat endoglukanaasit kulkevat nimilla E&GIl ja EGIIl. EGI pystyy
pilkkomaan seka kiteistd etta puolikiteista selbdaa. Puolikiteisessa selluloosassa
selluloosan rakenne on puoliksi jarjestaytynyt saoga vetysidoksin toisissaan kiinni
oleviin selluloosafibrilleihin, joita my6s kristateiksi kutsutaan. EGI on tehokas myds
ns. substituuttiselluloosaan, esimerkiksi sellusmsgtereihin CMC ja HEC. EGI
pilkkoo selluloosaketjua taysin sattumanvaraisésBl on myo6s aktiivinen vehngsr
glukaanin hydrolysoinnissa. EGII hydrolysoi suhsiitiselluloosaa,p-glukaania ja
puolikiteista selluloosaa, mutta silla on hiemaangimpi katalyyttinen aktiivisuus kuin
EGLIIA. EGIII ei kykene pilkkomaan puolikiteisté&liiloosaa eikd ksylaania, mutta se
hydrolysoi B-glukaania seka erityisen tehokkaasti CMC:ta ja HEJoista se tuottaa
glukoosia.p-glukaanin rakenne on lahes identtinen sellulodsamssa. Ainoa ero on
noin joka kolmannen tai neljanngnl,4-glykosidisen sidoksen korvautuming+i,3-
glykosidisella sidoksella. (Miettinen, 1995; Reiaiken, 1994)

3.2.2 Sellobiohydrolaasit

Sellobiohydrolaasien tunnetuin tuottaja dn reesei-home. Se tuottaa kahta eri
sellobiohydrolaasia, CBHI:ita ja CBHIl:ita. Rakentselsti CBHI on parhaiten
karakterisoitu sellobiohydrolaasi, mutta CBHII:ninyen taydellinen 3D-rakenne
tunnettiin jo sitd ennerA. niger -home tuottaa myo6s kahta eri sellobiohydrolaasia,
CBHa:ita ja CBHb:td. Kolmas sellobiohydrolaaseja ttaxasta mikrobeista ornP.
chrysosporiumjoka tuottaa neljaa eri CBH:ta (CBHI-IV)Sellobiohydrolaasien nimi
tulee siita, ettd ne katkovat selluloosaketjun tgdikahden glukoosimolekyylin
yksikoita, sellobiooseja. CBHI katkoo glukoosiketjpelkistavasta paasta kahden
glukoosin yksikdita, kun taas CBHII tekee samanftenei-pelkistavasta paasta. (Den
Haanaet al,, 2007; Miettinen, 1995; Reinikainen, 1994)
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3.2.3p-glukosidaasit

B-glukosidaaseja tuottavista mikrobeista muutaminsimerkkeind mainittakoon
enterobakteerEscherichia coli hypertermofiili arkkibakteerPyrococcus furiosuseka
A. aculeatus -home, kaupallisesti paremmin tunnettAspergillussukuna. -
glukosidaasit hajottavat sellobioosiyksikoita glokiyksikdiksi. Ne eivat kykene

hajottamaan tata suurempia glukoosimolekyyliyks&diMiettinen, 1995)

On tarkedd, ett®-glukosidaasia on riittavasti, jotta selluloosandtofysoituminen
tapahtuisi mahdollisimman optimaalisesti. Tahattykin viela nykydankin oletetaan,
ettd hydrolyysissa syntyvat sellobioosit inhiboivedelld mainittujen kahden muun

entsyymin toimintaa ja samalla hydrolyysin tuloskkenee. (Miettinen, 1995)

Entsyymien toiminnan heikkenemisella tarkoitetaam.nsitd, ettd niiden kyky tarttua
substraattiin heikkenee. Tutkimuksissa on tode#tta yhden prosentin (10 g/l)
sellobioosipitoisuus laskee sellulaasien aktiivitaiu noin 12 prosentilla ja
sellobioosipitoisuuden ylittdessa 15 prosenttiaO(38) sellulaasien toiminta lakkaa
kokonaan. Kuvasta 10 selviad sellobioosien maaraamkutus sellulaasien
tarttumiskykyyn substraattiin. Vastatoimenpiteengvyk heikkenemiselle olisi
substraattipitoisuuden kasvattaminen suhteessabdieén yhdisteiden maaraan
liuoksessa. (de Vost al, 1998; Kumar & Wyman, 2008; Miettinen, 1995)

Samoin on todettu, ettd lopulta syntyvat yksitt&iggukoosiyksikoét inhiboivat
hydrolyysid. Glukoosi inhiboi sellulaasien toimiat&uitenkin paljon vdhemman kuin
sellobioosit. Karkeana arviona glukoosipitoisuudéuisi olla useita kymmenia
grammoja litrassa (noin 5-10 %), jotta sellulaasiererkittavad inhiboitumista
tapahtuisi. Glukoosin inhiboimisvaikutus voidaangp@a esimerkiksi entsymaattiseen
hydrolyysiin yhdistetylla fermentoinnilla (ns. S®fenetelma, ks. kohta 4.5), jolloin
syntyvat glukoosiyksikot fermentoitaisiin samanaskati hiivan, esimerkiksi
Saccharomyces cerevisia@vulla etanoliksi. Nykyaan kaytetddn myos termiaPC
(consolidated bioprocessihgjolla tarkoitetaan erédanlaista vieldkin kehitgmpaa ja

taloudellistehokkaammin integroitua SSF-prosesSi@na kaikki kolme péaavaihetta,
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jotka tarvitaan muuttamaan biomassa etanoliksijnb@groitu samaan reaktioastiaan.
Paavaiheet ovat sokerointientsyymien tuotanto,as#iéllyn biomassan entsymaattinen
hydrolyysi ja heksoosi- seké pentoosisokereideméatointi. Merkittdvin ero SSF:n ja
CBP:n valilla on juuri entsyymien tuottotavassan@aan vuoteen 2007 mennessa ei
markkinoilla ollut "supermikrobia”, joka kykenisiditamaan prosessin eri vaiheet
(sokeroinnin ja fermentoinnin) yksinaan. Jo tualldiuitenkin tutkittiin kuumeisesti
mahdollisuutta, ett®. cerevisiaergeneettisella muuntelulla voitaisiin luoda kyse&ine
"supermikrobi”. Mitddn mullistavaa lapimurtoa einakaan tiettavasti ole viela asian
suhteen tehty. (de Vat al, 1998; Kumar & Wyman, 200&;ynd et al, 2005; Lyndet

al., 2007; Miettinen, 1995)
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Kuva 10. Sellobioosin vaikutus entsyymiaktiiviseanote Taulukon maarityksissa
sellobioosin mé&ara pidettin vakiona (50 mg/ml) jvicel PH-101:n (puhdas

selluloosa) maaraa vaihdeltiin valilla 10-100 mg/m¥-akseli kuvaa suhteellista
sellulaasien inhiboitumisprosenttia. Avicel-sellebsisuhteen ollessa 0,2 (10 mg/ml:50
mg/ml) entsyymiaktiivisuudesta haviaa 25 %. (Kut&Wyman, 2008)
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3.3 Kaupallisia sellulaaseja

3.3.1 Celluclas?

Celluclas? on T. reeseihomeen eraan tietyn kannarottamien entsyymien seos, jota
kaytetaan katalysoimaan selluloosan pilkkoutumgdt&oosi-, sellobioosi- ja muiksi

naita pidemmiksi selluloosaketjuyksikdiksi. Cellasf-liuos siséltaa endo- ja

eksoglukanaaseja seka pienia aktiivisuukgiglukanaaseja. Entsyymin teollinen
tuotanto tapahtuu tarkoin rajatuissa olosuhteisbassa insindorityossa kaytetty
entsyymi on Novozyme A/S:n valmistama. KyseisemKkaen entsyymiaktiivisuus on
>700 U/g. (Rosgaaret al, 2007; Tuoteseloste Cellucl&2007)

3.3.2 Novozyme 188

Novozyme 188 onA. niger -homeen tuottamd-glukosidaasientsyymi. Se pilkkoo
kahden glukoosiyksikon muodostamia sellobioosiyisik  yksittaisiksi
glukoosiyksikoiksi. Tassa insinooritydssa kaytattiNovozyme A/S:n valmistamaa
entsyymia. Kyseisen entsyymiliuoksen entsyymialdius on>250 U/g. (Tuoteseloste
Novozymes 188 2007)

3.3.3 GC 220

GC220 on Genencorin (Genencor on osa Danisco A/806t§h valmistama
sellulaasientsyymivalmiste. Sen kerta-annostuksadmistaja suosittelee 320 g per
1000 kg kuiva-ainetta. GC220 on erityisen tehokahil®osan, hemiselluloosan fa
glukaanin hydrolyysissa ja sita valmistetaan teeliti fermentoimalla kontrolloiduissa
olosuhteissa. Tuottajana toimli. reesei-home. Entsyymiliuos sisaltaa useiden eri
entsyymien entsyymiaktiivisuuksia, mutta se on dsadoitu
karboksimetyyliselluloosaa (CMC) hydrolysoivan emtsiaktiivisuuden mukaan.
Entsyymiaktiivisuus on véahintddn 6200 IU/g ja egtsjfiuos on taysin veteen
liukeneva. Entsyymin teho perustuu kuitenkin kagkkieri entsyymiaktiivisuuksien
synergiaan. Liuoksen tiheys on vélilla 1,10-1,28lgGC220:n pH-optimi 50 °C:ssa ja
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sen alapuolella on 3,5-6,5. Lampotilan ollessa 5026 on entsyymin optimi-pH
valilla 4,0-5,5. Kun liikutaan yli 70 °C:n lampdg#sa, on optimi-pH valilla 4,5-5,0.
(Tuoteseloste GC220 2007)

3.3.4 Rohalas& ACL ja Accelerasé™ 1000

Edella mainittujen sellulaasien liséaksi markkinmilbn kirjava joukko eri valmistajien
valmistamia sellulaasientsyymivalmisteita, kuten hRase© ACL, joka on AB
Enzymesin valmistama sellulaasi. Se pystyy hydmiysaan selluloosaa ja muita ei-
tarkkelyspohjaisia polysakkarideja. AB Enzymes sa englantilaista ABF Ingredients
Oy:td. Suomessa ABF Ingredients Oy:lla ja Altiala yhteishanke, joka tunnetaan
nimella ROAL Oy. ROAL Oy kehittelee ja tuottaa pat@tuja Trichodermasuvun
tuotteita. AB Enzymes toimii ainoana ROAL Oy:n tigiden jakelijana. (AB-Enzymes
2008)

Acceleras@ 1000 on Genencorin valmistama sellulaasi, jokadarattiin syksylla
2007. Se on tarkoitettu lignoselluloosamassan Hysomtin. Se kykenee
hydrolysoimaan tehokkaasti biomassan sisdltamakul@sedaa ja hemiselluloosaa.
Kyseisen sellulaasin entsyymiaktiivisuudet ovatraauat: endoglukanaasi 2500 CMC
U/g, B-glukosidaasi 400 pNPG U/g. Endoglukanaasiaktiwssuon ilmoitettu
karboksimetyyliselluloosa-aktiivisuuden yksikkor@\C U). Sen merkitys on hieman
eri kuin pelkalla U:lla. Standardointiolosuhteethtalevat naiden valilla (ks. kohta 3.2),
CMC U:n standardilampotila on tassa tapauksess&Csfa -pH 4,8.p-glukosidaasin
aktiivisuusyksikolla pNPG:lla tarkoitetaan sitd,ikka monta mikromoolia nitrofenolia
vapautuu entsyymin vaikutuksesta  para-nitrofenBylD-glukopyranosidista
10 minuutissa lampédtilan ollessa 50 °C ja pH:n &£®8tsyymia tuotetaan modifioidulla
T. reesei-homeella. Sen optimi-pH on valilla 4,0-5,0 ja l@noptimi valilla
50-65 °C. Yli 70 °C:n lampétilassa Acceler?$el000 inaktivoituu. (Tuoteseloste
Acceleras&" 1000 2007)
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4 Hydrolyysiprosessit

Lignoselluloosamateriaalin  hydrolysointimenetelmi@n useita: happohydrolyysi,
alkalihydrolyysi, entsymaattinen hydrolyysi, hoyaaytys, AFEX-kasittely,

hiilidioksidirajaytys,  organosolv-kasittely tms. [ hetkella selluloosan
hydrolysoinnissa on kuitenkin kaksi menetelméékgobvat muita huomattavasti
enemman kaytettyja. Nama kaksi prosessia ovat lmypipolyysi sekd entsymaattinen
hydrolyysi. Niitd voidaan kayttdd yksindan tai gr@da ne yhteen esimerkiksi
etanolintuotantoprosessissa. Monia edella mainithydrolyysikasittelyja kaytetaankin
teollisuudessa esikasittelyna juuri entsymaatgsélidrolyysille. Etanolintuotannossa
selluloosasta juuri esikasittelylla on kaikkein keasevin merkitys tuotesaannon
maksimoinnissa ja talla hetkella se onkin yksi suorista koetinkivista tehokkaassa
teollisessa toisen sukupolven bioetanolin tuotasamogimaiet al, 2003; Virtanen,

2006; Zhuet al,, 2005)

Kuvassa 11 on esitetty erilaisia kasittelyvaihtoght selluloosaperaiselle raaka-
ainemateriaalille. Happohydrolyyseja voidaan tejoké® heikolla tai vahvalla hapolla.
Talloin lampédtilalla on suuri merkitys hydrolyysamnistumisessa. Sen rinnalla voidaan
tehda myos alkalisia kasittelyja raaka-aineelle.riddgeessa alkalin vaikutus
selluloosamassaan on sama kuin haponkin: se taevi#tpilkkoo selluloosarakennetta,
jolloin  entsyymien toiminta helpottuu. Happo- ja kallkasittely liuottaa
lignoselluloosamassan hemiselluloosaa ja osin ntigisinia. Kasittely toimii usein
esikasittelyvaiheena, jota seuraa entsymaattinenohyysi. Entsymaattinen hydrolyysi
on kaikkein spesifisin, turvallisin ja luonnonmusiai prosessi selluloosan
hajottamiseksi. Kuvan 11 entsymaattisen hydrolygsikasittelyna voi olla esimerkiksi
happo- ja/tai alkalikasittely. (Imagt al, 2003; Virtanen, 2006; Zhet al, 2005)
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Kuva 11. (Ligno)selluloosapohjaisen raaka-aineensitté@lyvaihtoehtoja etanolin
tuotannossa. Kuvassa mainittu esikasittely voi ola@ka tahansa edellisessa
kappaleessa mainittu kasittelymenetelma. Vakevatapmpolyysid voi seurata myds
laimeahappohydrolyysi ennen fermentointia. (Virtar2006)

Biomassan happo- tai alkaliesikasittelyn voi suaait monella tapaa, tarkeintd on
riittdva lampdotila suhteessa kaytetyn hapon taalaikpitoisuuteen. Esikasittelyn voi
suorittaa autoklaavissa tai hieman korkeammassagdtilassa hoyryrajaytyksessa
(180-200 °C). Myb6s mikro- ja ultraganiaaltoja vgiodyntaa. Mikroaaltokasittely on
suhteellisen uusi tapa esikasitella biomassaa.aKiasioytyy kuitenkin esimerkkeja
kirjallisuudesta. Ultradanikasittelyssa biomassatenne hajoaa voimakkaan ultraddnen
vaikutuksesta. Talloin mitddn happo- tai alkalikiééyja ei valttamatta tarvita. (Zhet

al.; 2005, Imaiet al, 2003)

Hydrolyysiprosessin reaktioastioiden materiaaleja tatkittu jonkin verran, ja on
todettu, ettd jotkin materiaalit vaikuttavat mmulgbosin hajoamiseen. Oletus on, etta
astian sisapinnalta irtoaa metalli-ioneja kasitéléin seokseen. Kuparin on todettu
olevan hyva valmistusmateriaali sen johdosta, e#&ei juuri vaikuta glukoosin
hajoamiseen, mutta se ei sovellu emaksisiin ol@ssit. Ruostumattomalla teréksella
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on todettu olevan merkittava ja puhtaalla raudelatéain suuri vaikutus glukoosin

nopeaan hajoamiseen prosessin aikana. (Glukoogiarhanen 2008)

4.1 Happohydrolyysi

Hapon vaikutuksesta selluloosa hydrolysoituu, elikatkeaa glykosidisen happisillan
kohdalta, jolloin siihen liittyy yksi vesimolekyylks. kuva 12. Kemiallisesti ilmaistuna
protoni liittyy ensin happiatomiin, sidos katkeaavesimolekyyli liittyy katkenneeseen
kohtaan. Selluloosan hydrolyysi vaatii siis ainainelekyylien lasnéoloa. Selluloosan
hydrolysoinnissa on mahdollista kayttdd orgaaniaiaepaorgaanisia happoja. Talla
hetkella eniten kaytetty happo on rikkihappo selvdrahinnan ja helpon saatavuuden
takia. Rikkihappo ei reagoidessaan mydskaan muaduogtkyllisia yhdisteita. (Galbe
& Zacchi, 2002; Ye & Jiayang, 2002)

Muita epdaorgaanisia mahdollisesti kaytettavid hgpopovat esimerkiksi typpi- ja
suolahappo. Suolahapon kaytdlla on toisaalta seelovay ettd yhdisteen siséltdma
kloori on myrkyllista ja korrodoi voimakkaasti rdadastioiden sisapintoja. Kloori on

siis toisin sanoen voimakas hapetin. (Ye & Jiay@@§2)

Orgaanisista hapoista mainittakoon etikkahappo, rahaishappo tai maleiinihappo.
Tutkimuksissa on todettu epaorgaanisten happojemivan orgaanisia happoja
paremmin selluloosan esikasittelyssa. Orgaanistégpdjen kayton etuna on kuitenkin
se, ettd ne eivat katalysoi glukoosin hajoamiska ¢iiten esimerkiksi furfuraaleja tai
muita ei-toivottuja yhdisteita paase syntymaan.sdaita jos ajatellaan prosessia
pitemmalle, esimerkkina etanolintuotanto. Siin&dthsesti)S. cerevisiaehiiva tuottaa
glukoosista etanolia kaymisreaktiossa. Etikkahapasndolo suurena pitoisuutena
inhiboi merkittavasti talléin hiivan toimintaa. Santapahtuu esimerkiksi maitohapon
l&sné ollessa, mutta inhiboitumisreaktio ei oldbtél aivan yhtd voimakas. (Galbe &
Zacchi, 2002)

Kirjallisuudesta |0ytyy myds tietoa niin sanottujeorganosolv-seosten kaytosta

selluloosan hydrolysoinnissa. Organosolv-seoksissa orgaaninen liuotin tai
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orgaaninen nestemainen liuotin (tdstd nimi organdscsekd epaorgaaninen
happokatalyytti. Epdorgaaninen katalyytti voi oflsimerkiksi HCI tai HSOy. (Ye &
Jiayang, 2002)

Edellda mainituilla esikasittelyilla selluloosan ealhe saadaan osin pilkottua ja samalla
turvotettua, jolloin entsyymien toimintaedellytykgemranevat merkittavasti. Korkeiden
lampdotilojen (noin 100-200 °C) kaytté on myos dis& happo- ja alkalihydrolyysin
onnistumisen kannalta. Mitd vakevampaa happodKalia kaytetdan, sen matalampaa
lampdotilaa tarvitaan j@ice versa Optimiolosuhteita ei voida yleistdd, vaan ne cat
raaka-aineille hivenen erilaiset. (Galbe & Zac@02; Ye & Jiayang, 2002)
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Kuva 12. Polysakkaridien happohydrolyysireaktigy 8 (CeH100s)n (Isotalo, 2004)

Selluloosan happohydrolyysissa voidaan kayttaaisid vahvan hapon ja heikon hapon
yhdistelmia. Vahva happo pilkkoo selluloosan glusigksikoiden valisia vetysidoksia,
jolloin selluloosa muuttuu amorfiseksi. Heikko hapgydrolysoi tasta eteenpain
glukoosien valisig3-1,4-glykosidisia sidoksia, ks. kuva 13. Laimeamppakasittelyn
jalkeen hydrolysaatista erotetaan mahdolliseskieliematon kiintoaines, jonka jalkeen

hydrolysaatti neutraloidaan ja fermentoidaan edalleetanoliksi. Liukenematon
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kiintoaine voidaan kayttda esimerkiksi energiartaraiseen polttamalla. Jos kaytetaan
happona rikkihappoa, voidaan neutralointivainedsbdtaa neutralointiin esimerkiksi
kalsiumoksidia (CaO), joka tunnetaan myds nimeldmmutettu kalkki. Tallin
tapahtuu neutraloitumisreaktio, jossa muodostusitmalsulfaattia ja vettd, ks. kaava 1.
Reaktio on voimakkaasti eksoterminen, eli se lumautampdenergiaa. Taman energian
talteenotto ja hyodyntdminen on mahdollista ja mgd#ain kannattavaa. (Galbe &
Zacchi, 2002; Virtanen, 2006)

H,SO, + CaO—> CaSQ + H,O + lampdenergia (2)

Happohydrolyysilla voidaan saavuttaa yli 90 % s@aanto selluloosamassasta. Vahva
epaorgaaninen happo hajottaa osan syntyneestaogisk mm. furfuraaleiksi. TA&méan
vuoksi 100 % saanto ei ole teoriassa edes mahenpllidorkeat saannot vaativat usein
vahvan (esimerkiksi 50-70 % ,H0O;) hapon kayttéa. Vahvan hapon vaikutus ei
kuitenkaan valttamattd vaadi korkeaa lampoétilasdaspauksessa. Vahvan hapon
kayttd tuo teollista prosessia ajatellen eteen llisda ongelman: happo taytyy
neutraloida seoksesta ja sen talteenotto itsesséafo hankalaa ja vaatii kalliit
asianmukaiset laitteet. Téahan hapon talteenottoan otemassa joukko erilaisia
menetelmid, esimerkkina kromatografinen erotus.lq&& Zacchi, 2002; Virtanen,
2006)

vakeva laimea
happo happo
selluloosa ) sikasittely » fﬁ:l:l}:}:ﬂsan e kiintoagine
¥
Meutralointi
Y
etanoli 4—] Tislaus | Fermentointi

Kuva 13. Selluloosan kasittely etanolin tuottamssei/irtanen, 2006)
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4.2 Entsymaattinen hydrolyysi

Entsymaattinen hydrolyysi on talla hetkella enitefiytetty menetelm& biomassan
hydrolysoinnissa maailmassa. Se perustuu sellglasstymeihin ja naiden kykyyn

pilkkoa selluloosaa. Lampédtilalla ja pH:lla on sunnerkitys prosessin onnistumisessa,
silla eri sellulaaseilla on erilaiset l[ampdétila- pid-optimit. Tavallisesti sellulaasien

lampdotilaoptimit vaihtelevat noin 50 °C:n molemnpoolin, pH-optimin ollessa noin

4—6. (Palonen & Viikari, 2004)

Entsymaattisella hydrolyysilla voidaan saavuttaavimy spesifinen selluloosan
hydrolyysi, jolloin saanto hydrolysoituvasta osastahyva. Entyymien spesifisyyden
myOta valtetddn erilaisten ei-toivottujen yhdisegidsyntyminen. Happohydrolyysiin
verrattuna entsymaattinen hydrolyysi on kuitenkidas. Toinen merkittdva tekija on
entsyymien kallis hinta. Niiden hinta on kuitenkaskenut merkittavasti viimeisen 10
vuoden aikana. Entsyymien hinnat ovat pudonneet fip% 2000-luvun alkuvuosista
tahan paivdan mennessa. Suurimpia entsyymien jiaattaailmassa ovat talla hetkella

Daniscon omistama Genencor sekd Novozymes A/Sor{Pal& Viikari, 2004)

4.3 Entsymaattisen hydrolyysin esikasittelymenetelia

4.3.1 Hoyryrajaytys

Ennen entsymaattista hydrolysointia, joudutaan igaoraan erilaisia esikasittelyja,
joista  happohydrolyysi  mainittin ~ jo  edellisessa ppaleessa. Muita
esikasittelymenetelmia ovat mm. hoyryrdjaytys, gossassa voidaan kasitella hapolla,
jonka jalkeen se kuumennetaan noin 180—200 °C:keesaissa ylipaineessa. Hapon tai
muun lisdkemikaalin kaytto ei kuitenkaan ole vat#onta. Taman jalkeen astian paine
pudotetaan muutamassa sekunnissa normaaliin ilnregseen, jolloin massan rakenne
ikdan kuin "rdjahtaa” paineenvaihtelun myéta. Sadaalassan rakenne hajoaa ja sen
pinta-ala kasvaa, jolloin entsyymien tarttumapial@-suurenee. (Mosieat al, 2005;
Palonen & Viikari, 2004)
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4.3.2 AFEX-kasittely

Erés toinen rgjahdysesikasittely on ns. ammoniakiytys (AFEX-rajaytys). Se on yksi
fysikaaliskemiallisista  esikasittelymenetelmista. itaS on kokeiltu mm.
lignoselluloosamateriaalin sekd viljarehun hydrolggissa. AFEX-rdjaytyksesséa
lignoselluloosamateriaali kasitellaan ammoniakiflaltistetaan korkeassa lampdtilassa
nopealle paineenvaihtelulle. Prosessireaktorissan@makki on kontaktissa raaka-
aineen kanssa joko kaasuna tai sekoittuneena johomisteeseen, esimerkiksi veteen.
Kasiteltavan raaka-aineen partikkelikoko ei oleetlieen tekija tehokkaan vaikutuksen
kannalta. Periaatteeltaan AFEX-rdjaytys muistutpgdjon hoyryrajaytysta. AFEX-
rajaytyksessa ammoniakin annostus on noin 0,3-@,8dstemaistd ammoniakkia per
kilo lignoselluloosamateriaalikuiva-ainetta. Lamifgtkasittelyssa on 70-90 °C, paine
yli 20 bar ja Kkasittelyaika valilla 5-30 min. Mesbhd soveltuu myos
yhdyskuntajatteen ja (havupuu)sanomalehtipapesaftood newspapetydrolyysin
esikasittelymenetelmaksi. Sanomalehtipaperin hygsikokeissa saavutetut lopulliset
monomeerisokerisaannot olivat kuitenkin  vain noin0 4%, johtuen mm.
sanomalehtipaperimassan sisdltamasta korkeastainifgioisuudesta (18-30 %).
AFEX-rajaytys ei myoskaan liuota hemiselluloosadédytehokkaasti kuin tavallinen
happoesikasittely tai hoyryrajaytys (hapolla). Rssissa kaytetty ammoniakki pitaa
Kierrattdd ympariston ja prosessin taloudellisuudéra. (Newton-Sendicht al, 2008;
Vlasencoeet al, 1997; Ye & Jiayang, 2002)

Aivan hiljattain (kevaalla 2008) julkistettin uudesuositukset AFEX-prosessin
optimaalisista olosuhteista viljarehulla. Ammonraknaara on noin 0,3 kg per 1,0 kg
viljarehukuiva-ainetta ja prosessissa kuluva veém@anoin 0,25 kg per 1,0 kg
viljarehukuiva-ainetta. Samassa raportissa todettiiettda AFEX-menetelmalla
bioetanolin tuottaminen lignoselluloosamassastangkyadn kustannustehokkaampaa
kuin aikaisemmin. Etanolin minimimyyntihinta on kemut 1,41 $:sta/gallona (2003)
0,81 $:iin/gallona (2008). Valmistusprosessi onymlistetty bioprosessointi (CBP) ja
entsymaattinen hydrolysointi, jota seuraa fermenitoEtanolin minimimyyntihinnan

laskun syyna ovat kyseisen prosessin uudet presgasietrit ja paranneltu
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ammoniakin talteenottoprosessi. Kyseinen tutkimelgtiin viljarehulla ¢orn stovey.
(Newton-Sendiclet al, 2008)

Samassa tutkimuksessa tutkittin ammoniakin jokalédlista tai osittaista korvaamista
halvemmalla ammoniumhydroksidilla (NBH). Tulokset olivat aiempaa parempia.
Parhaimmillaan prosessin glukoosisaantoprosenlji-ammoniakki-vesimassasta ol
98,7 % (NH 50 % ja NHOH 50 %). Tama tarkoittaa sita, ettd maksimietaaalnto
uudella parannellulla AFEX-prosessilla on 295 &tnaer tonni viljarehukuiva-ainetta.
Aikaisemmalla vanhalla AFEX-kasittelylla tehdyllaokeella paastiin vastaavasti
glukoosisaantoon 93,0 % (267 I/t ka:ta). Uuden AHEXittelyn parametrit olivat
seuraavanlaiset: ammoniakin (ts. ammoniakin ja amamohydroksidiseoksen) maaran
suhde biomassan maardan 0,3:1, veden maaréd saht@iessassan maaréan 0,25:1,
AFEX-prosessin lampdétila on 90 °C ja kasittelyalkanin. Uudet tutkimukset myos
selvensivat, ettda AFEX-prosessi soveltuu yhtd hyvostealle kuin vahan
kuivemmallekin raaka-ainemassalle. My6s reaktoamgolosuhteilla voidaan vaikuttaa
glukoosisaantoon. Reaktoriin lisétty typpikaasusga muodostama ylipaine parantaa
glukoosisaantoa, koska typpikaasu estdd ammoniein/stymisen joko kokonaan tai
merkittavasti. (Newton-Sendicat al, 2008)
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Kuva 14. Aiemmin kaytetyn AFEX-prosessin osalotddka Kuvasta nakyy
ammoniakin kierto prosessissa ja raaka-aineen telgit ennen entsymaattista
hydrolyysid. (Newton-Sendich et al., 2008)
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Kuva 15. Uuden parannellun AFEX-kéasittelyn osaldalavio. Kuvasta selvida raaka-
ainemassan kasittely ennen entsymaattista hydiélyyseka ammoniakki-
ammoniakkihydroksidi-seoksen talteenotto ja kigisat(Newton-Sendich et al., 2008)

4.3.3 Hiilidioksidirajaytys

Hiilidioksidirdjaytys on myds eras lignoselluloosat@riaalin hydrolyysiprosessissa
kaytetyistd esikasittelymenetelmista. Se perustwidem rajaytysmenetelmien tapaan
nopeaan paineenlaskuun. Annosmaarana hiilidioksisiamuutamia kiloja per kilo
lignoselluloosamateriaalikuiva-ainetta. Proses#taraa paine voi olla jopa 300 baaria.
Lignoselluloosamateriaalien tutkimuksissa on tade#ttd suuri paine on Kkriittinen
hiilidioksidirgjaytyksessa, mutta lilan suuri paingoi vaikuttaa negatiivisesti
hydrolyysiin. Lopulliset monomeerisokerisaannot nbgelluloosamateriaaleista ovat
olleet tavallisesti pienempid G@ajaytyksella kuin AFEX- tai hoyryrdjaytyksella
saadut. Kuitenkin C@rajaytyksen on todettu olevan taloudellisesti pgrevaihtoehto
Kierratyspaperiraaka-aineelle kuin AFEX- tai howjgytys. Syyna tdhan on se, etta
CO.rajaytyksessa  ei muodostu niin helposti inhiboiviayhdisteita.
Hiilidioksidirajaytyksella on tehty kokeita mm. hgselluloosamateriaaleilla (haapa ja
keltamanty). (Kim & Hong, 2001; Ye & Jiayang, 20@henget al, 1998)
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4.3.4 Mikroaalto- ja ultradé&nikasittely seké& biolognen esikasittely

Autoklaavin sijaan on mahdollista kayttdd myos mdaltoja tuottamaan tarpeeksi
lamp6d, jotta esikasittely onnistuu. Maailmalla kiotuksissa kaytetaankin jo
mikroaaltouuneja eri analyysien esikasittelyvaibgis Samoin ultradénta on
hyodynnetty biomassan esikasittelyssa. Ultradaitiklis katalysoi entsyymien kykya
hydrolysoida selluloosaa. Voimakkaalla, lyhytkesédia ultraddnikéasittelylla on todettu
olevan vaikutusta selluloosan rakenteen hajoamigeerdeet al, 2008)

Biologisella esikasittelylla tarkoitetaan (lignoljsébosamassan kéasittelyd biologisesti
mikrobeilla tai muilla mikro-organismeilla. Jotkutmikro-organismit kykenevat

hajottamaan ainoastaan selluloosaa ja toiset sedulopsaa etta ligniinia.

Lignoselluloosan tehokkaimpia hajottajia ovat védkmttajasienet, jotka tuottavat
ligniinid  hajottavaa ligniiniperoksidaasia. Kyseine oksidaasi on tehokas
lignoselluloosan hajottaja. Esimerkkind kyseisefkalahottajasienisuvun mikrobista
on Phanerochaete chrysosporium-home. Muita hajottajaorganismeja ovat
ruskolahottaja- ja ns. soft rot -hajottajasienge & Jiayang, 2002)

4.4 SHF Eeparated hydrolysis and fermentation)

SHF:lla tarkoitetaan erillista hydrolysointi- jarfeentointiprosessia. Prosessia voisi
my6s kuvailla panostoimiseksi prosessiksi. Siindign@)selluloosapohjaisesta
materiaalista tuotetaan ensin esikasittelyvaiheedsiymiskelpoisia sokereita.
Esikasittely voi olla joko yhdistetty happo ja/talkaliesikasittely ja entsymaattinen
hydrolyysikasittely tai vain pelkdstaan entsymaeiti hydrolyysikasittely. Esikasittely
suoritetaan eri astiassa kuin varsinainen fermetitdiama lisda tuotantokustannuksia,
ja prosessi vaatii liuosten siirtoon kaytettavidtégta. Liuosten siirtAmisessa astiasta
toiseen on otettava huomioon mahdollinen kontantioaski. (Miettinen, 1995;
Ohgrenet al, 2007)

SHF:n todellinen etu on se, ettd raaka-aineen lysbmti ja sitd seuraava fermentointi

voidaan kumpikin suorittaa optimaalisissa olosugs®i Usein esimerkiksi
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entsymaattisen hydrolyysin optimilampdtila on yalb0-65 °C, kun fermentoinnissa se
on noin 30-32 °CS§. cerevisiaemptimilampdtila). pH:lla ei ole juurikaan merkitgs
entsymaattisen hydrolyysin ja fermentoinnin véliifssa tapauksessa. SHF on usein
lignoselluloosamateriaalista puhuttaessa saanmolla@aman SSF:84& huonompi. Itse
hydrolyysi my6s vaikeutuu samalla kun liuoksen sgisuus kasvaa, koska
esimerkiksi glukoosi inhiboi tiettyjen sellulaasjeasimerkiksi endoglukanaasien ja

sellobiohydrolaasien, toimintaa. (Miettinen, 19@8grenet al, 2007)

4.5 SSF ¢multaneous saccharification and fermentation)

SSF:n lyhenne tulee sanoisgenultaneous saccharification and fermentatigan silla
tarkoitetaan integroitua sakkarifikaatio- ja ferrteentiprosessia. Sakkarifikaatiolla
tarkoitetaan selluloosan tai muun biomassan sokipodsessia, jossa pitkat
glukoosiketjut katkotaan joko entsymaattisesti tari hydrolyysimenetelmilla
lyhyemmiksi mono- di- tri- ja oligomeereiksi. Fermeinnilla naistéa lopputuotteista
tuotetaan etanolia. (Norgard, 2005)

Fermentointi tapahtuu samassa astiassa yhdessarifiiklation kanssa. Prosessi voi
olla periaatteessa myos jatkuvatoiminen, jossa egiRsi prosessiastian painetta
alentamalla ja lampdtilaa hieman nostamalla saaflEramentoinnissa syntynyt etanoli
poistettua reaktioastiasta, jotta lopputuoteiniobifglukoosi) estyy. Etanolin poisto
muilla tavoin toteutetaan esimerkiksi fermentointikta tislaamalla tai adsorptiota
hyodyntamalla. Tislaus perustuu erotettavien ageierilaisiin hdyrynpaineisiin ja sita
kautta erilaisiin kiehumispisteisiin. Etanolin kighispiste normaali-ilmanpaineessa on
78,37 °C. Adsorptio perustuu fysikaaliseen ilmio§ogsa neste tai kaasu muodostaa
ohuen kalvon kiintean tai nestemdisen aineen (hdstin) pintaan, josta se voidaan
erottaa. (Norgard, 2005; Perry & Green, 2007)

Astiassa oleva mikrobi, useimmite8. cerevisiae-hiiva, tuottaa samanaikaisesti
glukoosista etanolia kun biomassan rakenne katkggasgemmiksi glukoosiyksikoiksi
sellulaasien vaikutuksesta. Samalla syntyy hiikdidia. S. cerevisiaenakia SSF:n

prosessilampdtila pidetdan alle 35 °C:ssa, mielu@® °C:ssa. 35 °C alkaa olla
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cerevisiaelleldmpotilan suhteen ylékipuraja. Lampdtilan yligga 40 °CS. cerevisiae
normaalisti kuolee. Tuorehiiva kuolee my6s noiniBi prosentin etanolipitoisuudessa.
Taman vuoksi on tarkedd saada etanoli poistettaktioastiassa tarpeeksi ajoissa.
(No6rgard, 2005; Virtanen, 2006)

Selluloosasta puhuttaessa lampdtilojen suhteelyettikoptimoimaan SSF:n molempia
osaprosesseja, koska sakkarifikaatioon osallistuveatsyymien optimilampétila on
usein 50-65 °C:een vadlilla. Tavallisen tuorehiivkayttd siis estaa korkeampien
lampdtilojen kayttba SSF-prosessissa. Tahan volka oatkaisuna esimerkiksi

geenimuunnellut kaymismikrobit. Toisaalta esimeskikarkkelyksen hydrolyysiin

kaytetaan nykyaan tiettyjd entsyymeja tai yhdistsnisyymeja, jotka pystyvat
toimimaan hiivan optimilampétilassa taysin moittaetTalléin on kyse tehokkaasta
SSF:sta. (Norgard, 2005; Virtanen, 2006)

Prosessiastian tulee olla ilmatiivis ja vapaa haitkrobeista, jotta ei-toivottuja
yhdisteitd ei paase syntymaan. Normaalina toimeepd astiaan syotettavat
ravinneliuoksetkin autoklavoidaan, jotta mikrobikaminaatio estyisi. Prosessin yhtena
suurena etuna pidetaankin sitd, ettéd liuokseerhdi leertya suuria maaria glukoosia,
joka inhiboi entsymaattista hydrolyysia, mm. endéghaasien toimintaa hairitsemalla.
(NGrgard, 2005)

Verrattaessa SHF:44 ja SSF:44 on todettu, ettdl&PRastaan suurempiin saantoihin
ja parempaan tuottavuuteen. Jos tuottavuus on kekiia parempi, voidaan reaktorin
koko pienentaa puoleen, jolloin saanto on samasaktia kontaminaatioriskin takia
SSF-prosessia voi olla vaikea ajaa jatkuvatoimissmaressa mittakaavassa. Toinen
ongelma on entsyymeja tuottavan hiivan ja mahdtisliukenemattoman ligniinin
erottaminen toisistaan lignoselluloosan kasittedgpessissa. Mikali hiivaa ei saada
Kierratettya, joudutaan jokaiseen ajoon laittamaansi hiivasiirroste, jolloin
tuotantokustannukset kasvavat. Nain hiiva ei myask&aa mahdollisuutta sopeutua
valiaineeseen (substraattiin). Hiivan sopeutumioksi valttdmatonta, jotta se oppisi
kestamaan paremmin prosessin aikana muodostuviaoimia sivutuotteita. (Stenberg
et al, 2000)
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5 Kokeellinen osa

5.1 Naytteet

Kokeissa oli mukana kuitumassaa, joka oli kulkenutiisi kertaa
paperinvalmistusprosessin lapi alusta loppuun, sdin selluloosakuidut olivat
lyhentyneet merkittavasti. Kyseinen massa ei tamaroksi endd soveltunut
uudelleenkierratettavaksi, koska selluloosakuitujéyhyydesta johtuen paperin
valmistus olisi ollut erittéain vaikeaa, jopa maholab. Massa oli vetista ja valkoista
massaa, jonka kuiva-ainepitoisuudeksi saatiin 9ja hkapitoisuudeksi 7,5 % kuiva-
aineesta. Kuidun tasmallistd koostumusta ei olatassa, eika kyseistéa analyysia tehty.
Tutkimuksessa oletettiin kuidun olevan puhdastiuleglsaa. Kuitumassanaytteen juuri
tasmallinen naytteenottopaikka ei myoskaan olletldssa. Tasta eteenpdin kyseinen
kuitu merkitadn KUIDUKSI 1.

Toisen kokeissa mukana ollleen kuitumassan koostunoli seuraavanlainen:
siistaamorejekti 45,0 %, hiertdmo6/paperikonerejeB0,0 %, bioliete 5,0 % ja
esiselkeyttimen pohjaliete 20,0 %. Kuitumassan &t#inepitoisuudeksi saatiin 49,9 %
ja tuhkapitoisuudeksi 16,0 % kuiva-aineesta. Kuauzgeesta orgaanisen massan osuus
oli 65,0 %. Kuitumassa sisdlsi pienia puulastug@dgn alkuperaa on vaikea lahtea
arvioimaan. Taysin tarkkaa naytteenottopistettéukoassalle ei ole tiedossa. Tasta
eteenpain merkitaan kyseinen kuitu KUIDUKSI 2.

Sanalla ’rejekti” tarkoitetaan paperimassan erittijvaiheissa erotettua hylattya
massaa. Se on siis paperinvalmistuksen kannal&tgatSiistaamorejektia syntyy
painovéarin vaahdotuksessa (eniten), pulpperointinussa, lajittelussa ja veden
kasittelyssa. Normaalisti siistaamorejekti kuivatapuristamalla noin 40 prosentin

kuiva-ainepitoisuuteen ja viedaan suoraan kaataflaiSeppalét al, 2001)

Viimeinen nayte oli otettu siistaamon jatevedenpstathon suotonauhapuristimelta.
Nayte oli siistauslietetta, jonka kosteusprosesiitnoin 85,0 %. Sen kuiva-aineesta oli
20,0 % tuhkaa, 50,0 % epdaorgaanista ainesta ja ZOdrgaanista ainesta, lahinna

lyhyttd paperikuitua. Epaorgaaninen aine oli kaadij savea, PCC:t4 ja painomustetta
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seka jotain muuta epadmaaraista ainetta. Tarkemytkamuksia tuon "epamaaraisen
aineen” kohdalla ei suoritettu, vaan tieto saatimituksen yhteydessa itse tehtaalta.

Tasta eteenpain merkitdan kyseista naytetta LIEJUKS

Kuiva-ainemaaritykset tehtiin  uunikosteutena uumisseka infrapunavaa’alla.
Esikasittelyreagensseina  kokeissa  kaytettiin  riggppa, natriumhydroksidi-

rikkihappoyhdistelmaa seka etanoli-etikkahapposeost

5.2 Kokeiden suoritus

Lyhykaisyydessaan kokeiden suoritus noudatti seaenakaavaa: happo- ja/tai
alkaliesikasittely autoklaavissa (ts. happo- t&ahbhydrolyysi) > sakan neutralointi
(suodatus imusuodatuksena + pesk)entsymaattinen hydrolyysi puskuriliuoksessa
optimaalisissa olosuhteiss&® muodostuvien pelkistdvien sokereiden analysointi
spektrofotometrisesti (DNS-analyysi).

5.2.1 Rikkihappoesikasittely

Kokeiden tarkoituksena oli kokeilla erivahvuisterikkihappoliuosten vaikutusta

selluloosakuituun esikasittelyvaineen aikana. Qistna oli, ettd epaorgaaninen
rikkihappo pilkkoo ja turvottaa selluloosakuitukgg esikasittelyn aikana ja samalla
helpottaa tulevaa entsymaattista hydrolyysia. Bsitdly suoritettiin autoklaavissa,
jossa lampétila nostettiin 121 °C:seen ja kasidgligsi valittiin 20 min. Schott-pullojen

korkit olivat autoklaavissa vain ldyhasti kiinniea tapahtuvien paineenvaihteluiden
takia. Kaytettyjen rikkihappoliuosten vahvuudetvati 1-, 5- tai 10-tilavuusprosenttia.
Ohessa on esikasittelemattoman ja 10-tilavuusptiselta HSOy-liuoksella kasitellyn

kuitu 1:n mikroskooppikuvat. Mikroskopoinnissa ogyketty 100-kertaista suurennosta.
Rikkihappokasittely on suoritettu autoklaavissa.téfukuvista 16 ja 17 ndhd&éan, on

rikkihappo pilkkonut selvasti kuidun rakennetta.
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Kuva 17. 1O0-tilavuusprosenttisella ,8Q-liuoksella kasitellyn  kuitu  1:n
mikroskooppikuva.
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Kuiva-ainemaaritys

Kokeiden aikana suoritettiin naytteista kuiva-aidé@mityksida. Maaritys tehtiin
uunikosteutena, jossa punnittin naytetta taarattlasiastiaan. Nayteastia laitettiin
vuorokaudeksi (24 h) uuniin 105 °C:seen. Tamanegik nayteastia punnittiin ja

erotuksen avulla laskettiin naytteen sisaltamaaanepitoisuus.

Toinen kaytetty kuiva-aineen maaritysmenetelma IBlikuivaus. Tata menetelméaa
kaytettin muutaman kerran, lahinna toimimaan ik&&mn rinnakkaisanalyysina
uunikosteudelle. IR-analyysi perustuu infrapunaskte jotka haihduttavat kaiken
vapaan veden naytteesta. Analyysilaitteisto kod&tkuivaimesta (Mettler LP16), joka
oli yhdistetty vaakaan (Mettler PM100).

Tuhkapitoisuuden méaaritys

Seka kuitunaytteista etta liejundytteestda madirettmyos tuhkapitoisuus.

Tuhkapitoisuus kuvaa naytteen sisaltaman epaorggaraineksen maaraa. Maaritys
suoritettiin Opetushallituksen julkaisemalla mehatdla. Menetelma soveltuu mm.
selluloosapitoisten materiaalien tuhkapitoisuudeaantyksiin. Maaritys suoritettiin

muhveliuunissa. Astioina kaytettiin keraamisia kejap joita esikuumennettiin painon
vakioimiseksi muhveliuunissa puolen tunnin ajan 680:ssa ennen varsinaista
kasittelyd. Vakioimisen jalkeen astiat punnittilman naytettd ja naytteen kera.
Punnituksen jalkeen astiat laitettiin takaisin melhwniin. Uunin lampdtila pidettiin

600 °C:ssa koko maarityksen ajan. Kasittelyaika3otuntia. Kuumennuksen jalkeen
nayteastiat siirrettiin  valitttmasti eksikkaattarii jadhtymaan ennen lopullista
punnitusta, joka tehtiin heti astioiden jadhdyttiggotuksen avulla saatiin méaaritettya

naytteen tuhkapitoisuus. (Selluloosan tuhkapit@s2Q08)

Autoklavointi

Alkuperéaisista kuitu- ja liejundytteista punnitti|asan 5,0 g kuiva-ainetta 200 ml:n

tiiviskorkillisiin Schott-pulloihin. Poikkeuksenansimmainen koesarja, jossa kuiva-
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ainepitoisuus oli 10,0 g. Taman jalkeen pulloihéttiin tasan 100 ml rikkihappoa,
jonka vahvuus oli joko 1-, 5- tai 10-tilavuusprogen Pulloa sekoitettiin muutaman
kerran, jotta nayte sekoittuisi kauttaaltaan rildgholiuokseen. Lopuksi pullot laitettiin
autoklaaviin, korkit vain l0yhasti kiinni kierreitya autoklaavissa vallitsevien
paineenvaihteluiden takia. Autoklaavin lampdtilaksetettiin 121 °C ja kasittelyajaksi
20 min. Autoklavoinnin aikana happo hydrolysoi négten selluloosaketjuja
muodostaen mono-, di-, tri- ja oligosakkaridejam@ha selluloosan rakenne turpoaa,

mika helpottaa myohempéaa entsymaattista hydrolyisoin

Autoklavoitujen naytteiden suodatus

Autoklaavikasittelyn jalkeen pullojen annettiin ffiiga noin 50 °C:seen, jonka jalkeen
rikkihappo pestiin tislatulla vedella pois seokaestdma suoritettiin imusuodatuksena
keraamisen sintterin ja siind olevan suodatinpapavulla. Suodatinpaperina kéaytettiin
kudottua polypropeenikangasta, jota kaytetddn muompusuodattimessa. Seos
siirrettiin Schott-pullosta keraamiselle sinttegjlljossa se neutraloitiin huuhtelemalla
sitda tislatulla vedella. Pesuveden maara huomoitsuodoksen lopullisessa
tilavuudessa. Suodokset otettiin talteen ja niideNS- ja kuiva-ainepitoisuudet

maaritettiin myéhemmin.

5.2.2 Entsymaattinen hydrolyysi

Suodatuksen yhteydessa talteen otetut sakat ilaitgttihtaisiin 200 ml:n Schott-
pulloihin. Sakan pH tarkistettin aluksi pH-papkxil Hydrolyysin onnistumisen
kannalta oli tarkead, etta puhdistetun sakan pkedun jalkeen noin 7. Taman jalkeen
pulloihin laitettiin natriumasetaattipuskuria, jankpH oli 5. Puskuriliuoksen pH:n oikea
arvo oli tarkeda kaytettavien entsyymien takia.amiikorkea tai matala pH-arvo
inaktivoisi entsyymit. Puskuriliuoksen lisdyksenlkgen Schott-pulloihin laitettiin
tarvittavat entsyymit. Lopuksi pulloja sekoitettimeman, minka jalkeen otettiin ns.
nolla-nayte. Nollanaytteen avulla maaritettin  ajdretkella nolla (t(0)) olevien

pelkistavien sokereiden pitoisuudet liuoksissa DN&rityksessd. Muutaman kokeen
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jalkeen huomattiin ajan hetkella nolla (t(0)) okvi pelkistavien sokereiden
pitoisuuksien olevan aina "nolla”, joten siita aipéin lopetettiin nollanaytteen otto ja
otaksuttiin nain olevan kaikissa kokeissa. Teodassllandytteen absorbanssi ja siita
edelleen laskettava pelkistavien sokereiden pitsisai ole koskaan nolla, vaan se
rippuu DNS-standardisuoran arvoista, ks. kobfdS-standardisuoralLopulta pullot

vietiin tasoravistelijaan, jonka lampdtila oli sai#ty 45 C°:seen. Naytteita otettiin
vaihtelevin valiajoin Eppendorf-putkiin, jotka kuemnettin 80 °C:seen ja pidettiin
tassa lampdotilassa vahintddn 10 min, jolloin entsygaktio pysahtyi. Taman jalkeen
Eppendorf-putket fuugattiin sentrifugilla (kierrageus 10 000 kierrosta/min) ja vietiin
sailoon. Naytteitd sailytettiin kylmiossa, jonkamigotila oli 4 °C. DNS-analyysit

suoritettiin varastoiduista naytteista kootusti &ivan sisdlla naytteenotosta. DNS-

analyysiin otettiin nayte fuugatun Eppendorf-putkepernatanttiosasta.
Kokeissa kaytetyt entsyymit

Entsymaattisissa hydrolyysikokeissa oli mukana kobm entsyymia: Novozyme A/S:n
valmistama T. reesei -homeen tuottama sellulaasi Cellucl&st Novozyme A/S:n
valmistamaA. niger -homeentuottama sellobiaasi Novozyme 188 seka Genentorin
valmistamar. reeserhomeen tuottama sellulaasi GC 220. Kokeissa kgygeitsyymit

nakyvat tulostaulukoiden yhteydessa.

5.2.3 Etanoli-etikkahappoesikasittely

Erdissa kokeissa kaytettiin etanoli-etikkahappaseoskkihapon sijaan kuitujen
esikasittelyssa. Ideana oli se, etta etanoli taaisitkuitunaytteiden selluloosaketjuja ja
etikkahappo katkoisi niita. Orgaaninen etikkahappduontoystavallisempi happo kuin
epaorgaaninen rikkinappo. Orgaanisia happoja Kégesa ei sokereista myoskaan
muodostu haitallisia furfuraaleja tai HMF:aa tmsollista tuotantoa ajatellen etanoli
saataisiin  kayttoon suoraan lopputuotteesta (otaksuetta syntyneet sokerit
fermentoitaisiin edelleen etanoliksi). Kokeissa éittkn esikasittelyissad yhdistelmia 50
ml etanolia ja 5 ml etikkahappoa seka 50 ml etan@li20 ml etikkahappoa. Etanoli oli
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puhdasta, eli noin 99,5 massaprosentiggiiaitus fortista(valmistaja Altia Oy, luokka
Aa) ja etikkahappo vastaavasti 99,6 massaprosentiisikasittelyt tehtiin autoklaavin
sijasta uunissa. Tarkoitus oli yllapitaa esikakie24 tunnin ajan. Uunin lampdétila oli
105 °C. Kokeet tehtiin 500 ml:n Schott-pulloissadgn korkkien ja pullonsuiden valiin
laitettiin  kumitiiviste estamdan etanolin haihtutais Etanolin kiehumispiste on
78,37 °C ja etikkahapon vastaavasti 118,10 °C naliAlenanpaineessa. Koe onnistui
osittain, koska osasta koepulloista olivat korkiemaneet (alun perin koepulloja oli
6 kpl). Tallaista uunikasittelyd ei taten suos#tetehtaviksi Schott-pulloilla, joiden
korkit ovat kiinni. Syyna ovat juuri eri aineidenlomuodonmuutoksista johtuvat
paineenvaihtelut ja siitd syntyvat astioiden rajawvadarat. Tallaiset kokeet vaatisivat
asianmukaisia painepulloja, jolloin kokeiden suaritinen olisi turvallista. (Perry &
Green, 2007)

Refluksointi

Uunin kaytolle etanoli-etikkahappokokeen esikabitt@iheessa kokeiltiin korvaavana
menetelmana refluksointia. Kaytetty refluksointii@isto nakyy kuvasta 18.
Refluksoinnissa kuumennettiin kuitunayte-etandkiethapposeosta pyoérokolvissa,
jolloin etanoli alkoi haihtua. Haihde jaahdytettijpystyjaahdyttimella jaakylmalla
vedellda. Veden kiertosuunta oli alhaalta ylospgjalloin kylmin vesi kohtasi

kuumimman haihteen heti pystykolonnin alkupééassiihde tiivistyi kolonnissa, josta
se valui takaisin kolviin. Lammitys suoritettiin ldé@lammittimella, jonka lampdotila
pidettiin noin 100 °C:ssa. Lampdtilan tarkka sépttseuranta ei ollut mahdollista,
johtuen sahkdlammittimen rajallisista sdatbominaksista. 100 °C:n lAmpdétilassa
etikkahappo ei viela hoyrysty, mutta etanoli kyltakNaytetta refluksoitiin yhteensa 4

tuntia.
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Kuva 18. Refluksointilaitteisto.

Kuitumassan mekaaninen hajotus

Kokeen tarkoitus oli testata kuitumassan mekaanisgotuksen sekéa refluksoinnin
vaikutusta lopulliseen pelkistavien sokereiden ipitateen. Refluksointi toimi uunin
sijaan esikasittelymenetelménd. Mekaaninen hajsugitettin T25 Ultra Turraxilla
(Janke & Kunkel IKA, Saksa). Laite soveltuu pienen mittakaavan mekéani
hajotustoimenpiteisiin. Laite on kooltaan hiemavathsta sauvasekoitinta kookkaampi,
ja sen kierroslukuméaarat vaihtelevat valilla 80000 kierrosta/min. Molempien
naytteiden kohdalla Ultra Turrax -k&sittely kestin#in. Naytteena oli kuitu 1 ja se
laitettiin etanoli-etikkahapposeokseen, jossa 0l etanolia sek& 20 ml etikkahappoa.
Refluksointiaika oli 4 tuntia. Kuiva-ainepitoisuudelivat kokeissa seuraavat: kuitu 1
koepulloissa 5,0 g (= 71,4 g/l) ja kuitu 2 koepidga 10,0 g (= 142,8 g/l). Erilaisen

lopputilavuuden (= 70 ml) takia myds litrapitoiswtalivat hieman erilaiset.
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Refluksoinnin jalkeen nayte pestiin tislatulla vii@lsuodattamalla ennen entsymaattista
hydrolyysia. Entsyymiannoksina kaytettin 10-kestai maaria eli Cellucladt 9
ml/nayte ja Novozyme 188 2,4 ml/nayte. GC 220:nomtus oli 20-kertainen eli
edelleen 56 ul/5,0 g kuiva-ainetta.

5.2.4 Natriumhydroksidi-rikkihappoesikasittely

Kuitujen entsymaattisen hydrolyysin yhtena esiktélginenetelmana kokeiltiin alkalin
ja hapon yhtenaista vaikutusta selluloosanaytteeséeana oli se, ettd alkalilla
(natriumhydroksidilla)  kasitelty kuitu hajoaisi t@kaammin alkalikasittelya
seuraavassa happokasittelyssa (rikkinappo). Kokekdgytettiin 1-tilavuusprosenttista
NaOH-liuosta ja 5-tilavuusprosenttistaF0y-liuosta. Alkalin odotettiin esiturvottavan
kuitujen rakennetta, jolloin happokasittelyn ailennkuitujen katkeaminen helpottuisi.
My6s happokasittely turvottaa kuitujen rakennektimlemmat esikasittelyt suoritettiin
autoklaavissa, jonka lampdtila saadettin 121 °€nhseKasittelyaika kummallakin
esikasittelylla oli 1 tunti. Esikasittelyjen valés&uitumassa pestiin tislatulla vedella ja
suodatettiin lasikuitusintterilla alipainetta hye#dyttden. Pesuvaiheessa sakasta ei
erottunut juurikaan kiinteitd partikkeleita suodeks. Happohydrolyysin jalkeen pesty
sakka laitettiin edelleen entsymaattiseen hydrailyysatriumasetaattipuskuriliuoksessa.

DNS-standardisuora

Pelkistavien sokereiden pitoisuuden maarittamiseigiin DNS-standardisuora. Suora
tehtiin VTT:n menetelmaohjeen mukaan. Suoran ntaémisessa sokerina kaytettiin
glukoosia. Standardisuoraksi saatiin kuvan 19 méaikuvaaja. Y-akselilla on
absorbanssi ja x-akselilla sokeristandardin sokerguus. Suoran (=trend ling

R%-arvoksi saatiin 0,9975, joten suoran avulla métyifa tuloksia voidaan pitaa

luotettavana. Spektrofotometrin aallonpituutengbdd nm. (Bailey, 2000)
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Kuva 19. DNS-standardisuora.

Saatu kuvaaja oli periaatteessa vain suuntaa-grikaska se muuttui hieman jokaisella
maarityskerralla, johtuen mm. kokeessa kaytettava®INS-reagenssista seka
marginaalisesti muuttuvasta keittoajasta ja -lamgsia. Muutos ei tosin ollut koskaan
suuri, eika taten mitenkdan tassa tapauksessattéaeskiTaman vuoksi kuitenkin DNS-
maarityksissa otettiin mukaan muutama standardmasgimerkiksi 0,1 g/l ja 0,3 g/l
glukoosia siséltavat liuokset, ja verrattiin nigd olevaan standardisuoraan. Niiden
avulla mahdollisesti korjattiin suoran antamia ksi@. Tulevassa tulososassa naiden

korjaavien standardinéytteiden tuloksia ei ole dnkiaan ilmoitettu.

5.2.5 Kokonaishiilihydraattipitoisuuden maaritys

Kokonaishiilihydraattipitoisuuden maaritys suotiiet NREL:n standardoimalla

menetelmalla. Maaritys tehtiin seka kuidulla 1 étéddulla 2. Maaritysmenetelma ei
valttamatta sovellu naytteille, joiden tuhkapitaisuwon yli 10,0 %. Kuitu 2:n kohdalla
taytyy siis olla kriittinen tuloksen suhteen, siKéitumassan tuhkapitoisuus oli 32,0 %.
Méaaritettavien naytteiden on oltava myds kosteogpiudeltaan alle 10,0 %. Kosteiden

naytteiden kuivaus tuli suorittaa<4d0 °C:n l|ampoétilassa, jotta valtyttaisiin
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hiilihydraattien ylimaaraisilta saantomenetyksikauitu 1 ja kuitu 2 kuivattiin 38 °C:ssa
48 h ennen analysointia. Kuivauksen jalkeen nagttesailytettiin tiivilssa
muovipullossa kylmidssa, jonka lampdtila oli 4 °®lolempien naytteiden kuiva-

ainepitoisuus maaritettiin taman jalkeen IR-kuivelia.

Kokonaishiilihydraattimaarityksessa kaytettiin kavpainetta ja korkeita lampdtiloja
kestavia nayteputkia (Fpressure tubes)joiden tilavuus oli 120 ml (valmistaja
Laborexin Oy, Suomi). Autoklavoinnin aikana putkaivat korkit kiinni kierrettyina
koko ajan, jotta reagenssien haihtuminen saatitettgd kokonaan. Alussa naytetta
punnittin 300 £ 10,0 mg nayteputkeen ja siihendthin 3,00 + 0,01 ml 72-
tilavuusprosenttista rikkinappoa. Taman jalkeentte#ya inkuboitiin vesihauteessa 30 *
3 °C:n lampdtilassa 60 + 5 minuuttia valilla lasigalla sekoittaen. Sekoitettaessa
putkien tuli olla koko ajan vesihauteessa ja seldsoiuli suorittaa varovaisesti, jotta
nayteliuos ei raiskyisi putken reunan yli. Putkisgaollut tdssé& vaiheessa korkkeja.
Inkuboinnin jalkeen putkiin lisattin 84,00 + 0,04l tislattua vetta, jotta liuos saatiin
laimenemaan rikkihapon suhteen 4-tilavuusprosekisis Maarityksessa kaytetyt
reagenssimaarat ovat tarkat ilman poikkeamia. Luperéissa oleva £ -merkki kuvaa
rajoja, joiden sisalla tulee NREL:n ohjeen mukaaimia, jotta tulosta voidaan pitaa
luotettavana. (Sluitest al, 2008)

Vesihaudeinkuboinnin aikana tehtiin sokeristandarokset, joissa oli 0,1-2,0 mg/mi
glukoosia (0,1; 0,4; 0,8; 1,2; 1,5 ja 2,0 mg/mljudkset tehtiin samanlaisiin putkiin
kuin  varsinainen néayteliuoskin. Sokeristandardiervulla saatiin  piirrettya
standardisuora glukoosille, jonka avulla maaritetti ndytteiden sisaltamat
glukoosipitoisuudet. Liuokset tehtiin tislattuunteen ja niiden tilavuudet olivat 10 ml.
Tahan maaraan lisattiin viela tasan 348 ul 72-tilesprosenttista ¥$0Oy-liuosta, jolloin

kokonaistilavuudeksi saatiin 10,348 ml.

Seka nayte- ettd sokeristandardiliuokset laitettéiman jalkeen autoklaaviin 121
°C:seen 1 tunniksi. Oli tarkead, ettd putkien kiopisyivat kiinni autoklaavikasittelyn
aikana, jotta reagenssien haihtumista, ja sitat&alapullisen tuloksen virhetta, ei

tapahtuisi. Autoklavoinnin jalkeen putkien annetigéhtya huoneenlampadisiksi ennen
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niiden avaamista. Taman jalkeen kaikki naytteetdatettiin lasikuitusintterien lapi.

Lasikuitusintterit olivat ennen suodatusta olleetja tuntia muhveliuunissa 575 + 25
°C:n lampdtilassa, minka jalkeen ne oli jddhdytetiysikkaattorissa (1 h). Talla
varmistettiin niiden ehdoton puhtaus mikrobeista naista aineista. Suodatetusta
naytteesta sekd standardiliuoksesta otettiin 2G@Ml:n erlenmeyerpulloihin, joissa
niiden pH saadettiin valille 5-6 kalsiumkarbondatil pH:n muutosta seurattiin

pH-mittarilla. Suodoksen asetuttua siita otettilkkb supernatanttia, joka suodatettiin

0,2 um:n mikrobisuodattimella HPLC:n naytepulloon.

NREL:n ohjearvoiset HPLC:n ajoparametrit kokonalghydraattien maarityksessa
olivat seuraavanlaiset (suluissa taman insinddmity@keissa kaytetyt parametrit, mikali
ne erosivat NRELin ohjearvoista). (Sluitgral, 2008)

Kolonni: Aminex HPX-87P (Aminex HPX-87H)

Injektiotilavuus: 10-50 pl (10 pl)

Liikkuva faasi: 0,2 um suodattimen l|api suodatetiglattu vesi,
josta on poistettu kaasut (0,005 MSDx-liuos)

Virtausnopeus: 0,6 ml/min

Kolonnin T: 80-85 °C (50 °C)

Detektorin T: Mahdollisimman lahella kolonnin  lantéa

(55 °C)
Detektori: Refraktometri (RID)
Ajoaika: 35 min.

HPLC-ajoparametrit olivat NREL:n ohjeen mukaisi&@dun ottamatta liikkuvaa faasia,
joka oli asianmukaisen veden (HPLC grade watér sijasta 5 mM rikkihappoa.
Kyseinen "asianmukainen” vesi on normaalisti 0,2:¢8n mikrobisuodattimen Iapi
suodatettua tislattua vettd, josta on poistettikkiamahdolliset kaasut. Kolonnin
lampdotila oli myds NREL:n ohjeista poikkeava. Larifadoli 80 °C:n sijasta 50 °C,
mika johtui puutteista HPLC-laitteistossa (koloroli kiinnitetty huonosti laitteiston

lammityselementteihin, eika sitd voinut mittausledtk korjata). Nama muutokset
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johtivat auttamatta siihen, ettéd yhdisteiden retejat HPLC-ajossa hieman muuttuivat.
(Sluiteret al, 2008)

Kokeen aikana osa sokereista voi muuttua rikkinagmhkutuksesta muiksi yhdisteiksi,
kuten furfuraaleiksi (pentoosisokerit) ja hydrokstyylifurfuraaleiksi (heksoosisokerit)
kuten NREL:kin ohjeessaan mainitsee. Jos néin &Ayalkuperaista sokeripitoisuutta
huomattavan hankala maarittdda. Muodostuneiden tgiden tutkiminen vaatisi

useamman standardisuoran tekoa ja analysoimistanp@ptteen vuoksi tassa

tutkimuksessa ei naita kyetty tekemaan.

6 Tulokset

6.1 Kuiva-aine- ja tuhkapitoisuudet
Kuiva-ainemaaritys
Alkuperéaisten naytteiden kuiva-ainetuloksiksi saateuraavat tulokset, ks. taulukko 8.

Taulukko 8. Alkuperéisten selluloosakuitu- ja lréwtteiden kuiva-ainepitoisuudet.

Kuitu 1 9,5%
Kuitu 2 49,9 %
Lieju 14,5 %

Autoklavoinnin jalkeen suoritettiin sakkojen pesnusuodatuksena. Tislatulla vedella
huuhdeltujen néaytteiden suodokset otettiin taltgan niistd maaritettiin  kuiva-

ainepitoisuudet, ks. taulukko 9. Suodoksista métdiiit myos pelkistavien sokereiden
pitoisuus DNS-menetelmalla ja maarityksissd huatimioi pesuveden aiheuttama
muutos suodoksen tilavuuteen. DNS-analyysin tulbké&yvat taulukossa 10 ja niista
iimenee, kuinka paljon kuitunaytteen sokereista k&utui pesuveden mukana

imusuodatuksessa suodokseen.
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Taulukko 9. Rikkihapposuodosten kuiva-ainepitoistiud

Kuitul | 1% H,SO, 0,20 %
5 % H,S0, 2,75 %
10 % H,SO, | 5,75%
Kuitu2 | 1% H,SO, 0,15 %
5 % H,S0, 1,50 %
10 % H,SO, | 2.45%

Taulukko 10. Rikkihapposuodosten pelkistavien sidten pitoisuudet.

g/l
Kuitu 1 1% H,S0, 0,03
5 % H,S0, 0,29
10 % H,S0, 0,31
Kuitu 2 1% H,S0, 0,02
5 % H,S0, 0,4
10 % H,SO, 0,41

Rikkihapposuodosten kuiva-ainepitoisuustuloksideul(kko 9) voidaan sanoa, etta
kuitu 1:n kohdalla pitoisuus on selva. 10-proseetti rikkihappo on jo sen verran
voimakasta, ettd se pystyy helposti liuottamaantuko@ssaa. 5,75 %:n kuiva-
ainepitoisuus on jo merkittava pitoisuus ajatellmurempaa mittakaavaa. Kuitu 2:n
kuiva-ainepitoisuudet seurasivat samankaltaistandtée rikkihapon voimakkuuden
noustessa, mutta korkeimmillaan suodokseen paatinama-aineen maara oli 2,45 %
eli yli puolet pienempi kuin kuidulla 1. Syyna téhdienee se, etta kuitu 2 ol
olomuodoltaan kuivempaa kuin kuitu 1 ja se sis&semman epé&puhtauksia kuin
kuitu 1.

Taulukon 10 tuloksista voidaan paatella, ettd hkkipoesikasittelyn aikana
pilkkoutunut selluloosakuitu ja samalla syntyneghyemmat selluloosaketjut eivat
suurissa maarin kulkeudu pesuveden mukana suo@atuidsteydessd suodokseen.
Tama on teollista mittakaavaa ajatellen hyva dsiska mitd vdhemman pesuveden
mukana lahtee pilkkoutuneita selluloosaketjuja, g@wempi. Tulosten perusteella
voidaan myos paatella, ettei 5-tilavuusprosenttisgn 10-tilavuusprosenttisen
rikkihappoesikasittelyn valilla ole juurikaan ercaodoksiin paatyvien pelkistavien
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sokereiden maarien suhteen. Toisaalta on muistettaulukon 9 mukaiset kuiva-
ainehaviot suodatuksen aikana, silla pelkistavaeseiden pitoisuus (taulukko 10) on
eri kuin todellinen glukoosipitoisuus. DNS-analyl@si saadaan maaritettya kaikki
naytteen sisaltdmét mono-, di-, tri- ja oligomeedfitiiva-ainepitoisuus ilmaisee kuinka
paljon néitd on yhteensa. Toisin sanoen kuiva-a@wéhilmaisee paremmin sen kuinka

paljon "glukoosia” todella havidé suodatuksen yHessa.

Kokonaishiilihydraattipitoisuuden maarityksessa wmmék olleiden kuitunaytteiden
kuiva-ainepitoisuudet ndkyvat taulukossa 11. Kytengiytteet kuivattiin 38 °C:ssa 48 h

ajan.

Taulukko 11. Kokonaishiilihydraattipitoisuusmaakisgssa mukana  olleiden
kuitunaytteiden kuiva-ainepitoisuudet kuivaukseéke@n.

Kuitu 1 87.4 %
Kuitu2 | 94,1 %

Tuhkapitoisuuden méaaritys

Tuhkapitoisuusanalyyseissd saatiin alkuperaistenyttenden tuhkapitoisuuksiksi

seuraavat tulokset, ks. taulukko 12.

Taulukko 12. Alkuperaisten selluloosakuitu- jaurgytteiden tuhkapitoisuudet kuiva-
aineesta.

Kuitu 1 7,5 %
Kuitu2 | 16,0 %
Lieju 20,0 %

Entsymaattisen hydrolyysikokeiden osalta saadutokidt esitetddn kunkin

esikasittelyreagenssin osalta erikseen. Kaikissktsgfotometrisissa mittauksissa oli
aallonpituutena 540 nm. Mittauksissa kaytettiin ®imennossuhteita, mutta ne on
otettu huomioon lopullisissa tuloksissa. Kaikisekdissa, osittain ensimmaista lukuun
ottamatta, kaytettiin alkuperaisind kuiva-ainetniksina kuidulla 1 5,0 g ja kuidulla 2
10,0 g. Tasta seuraa, etta alun esikasittelysséfaineen maara on ollut joko 50 g/l tai

100 g/l, koska kaytetyn hapon kokonaistilavuusLol ml.
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6.2 Rikkihappo

Kokeessa selvitettiin eri rikkihappoesikasittelyndevaikutusta kuituinin 1 ja 2.
Kokeessa kaytettiin 1-, 5- ja 10-tilavuusprosetatisikkihnappoa. Samalla tutkittiin
pelkan entsymaattisen hydrolyysin vaikutusta samgimutta esikasittelemattomiin,
kuituihin. Naiden lisaksi liejuun kokeiltiin aino@an entsymaattista hydrolyysia.
Entsymaattisen hydrolyysin aikana lampdtila pidettrakioituna 45 °C:ssa. Samalla
naytepulloja sekoitettiin tauotta noin kolmen p#ian tasoravistelijassa.

Kuidun 1 kokeissa kuiva-ainepitoisuus oli 10,0 ¢0qlg/l) ja kuidulla 2 5,0 g
(50 g/l). Liejun kuiva-ainepitoisuus oli my6és 5,0 (§0 g/l). Kussakin naytteessa
Celluclastif? annostus oli 0,9 ml/koepullo ja Novozyme 188:n Roepullo. Edelld
mainittujen entsyymien entsyymiaktiivisuudet ovastaavasti 700 U/g (Cellucl&sta
250 U/g (Novozyme 188). Saatiin seuraavat tuloksettaulukko 13.

Taulukko 13. Rikkihappokokeen pelkistavien sokeregitoisuudet. Tulosten
tarkastelussa huomioitava alkuperéistenttggen kuiva-ainepitoisuudet (10,0 g).

Pelkistavien sokereiden pitoisuus (g/l)
NAYTTEET Oh 24h 44h 48h 70h
Kuitu 1. Esikésittelemé&ton

1x Celluclast®/N0vozyme 188 16 |14,28 |12,05| 12,85 | 12,33
Kuitu 1. 5 % H2S04

1x CeIIucIast®/Novozyme 188 1,6 | 17,04 19,37 | 19,73 | 20,72
Kuitu 1. 10 % H2S04

1x CeIIucIast®/Novozyme 188 1,6 | 18,96 |18,65| 19,34 | 20,01
0h 19h [ 43h | 72h | 134h

Kuitu 2, Esikasittelematon

1x Celluclast®/Novozyme 188 | 0,32 | 502 | 1,19 | 0,41 | 0,36
Kuitu 2, 1 % H2S04

1x Celluclast®/N0vozyme 188 0,32 | 6,63 | 3,47 | 1,02 0,34
Kuitu 2, 5 % H2S04

1x Celluclast®/N0vozyme 188 0,64 | 6,52 6,8 7,08 7,13
Kuitu 2, 10 % H2S04

1x Celluclast®/Novozyme 188 | 0,32 | 6 | 6,17 | 642 | 6,37
Lieju, Esikasitteleméaton

1xCeIIucIast®/Novozyme 188 0,32 2,3 0,64 | 0,47 0,38
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Kuva 20. 1. rikkihappokokeen pelkistavien sokere®isuudet.

Entsyymiannostuksen kasvattamista 10-kertaisekseja vaikutusta entsymaattiseen
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hydrolyysiin kokeiltin myés. Celluclastih annostus oli taten 9 ml/koepullo ja

Novozyme 188:n 2,4 ml/koepullo. Entsyymiaktiivisetavat 700 U/g (Cellucla®} ja

250 U/g (Novozyme 188). Kokeessa kaytetyn kuituKuiva-ainepitoisuus puolitettiin.

Kokeen alussa kuidun kuiva-ainepitoisuus oli nfx §rammaa (= 50 g/l). Nain tehtiin

myos jatkossa kaikkien kuitu 1 kokeiden kohdallaiti 2:n kuiva-ainemaéara alussa oli
edelleen 10,0 g (= 100 g/l), kuten myo6s kaikissauk@:n kokeissa tasta eteenpain.

Kokeista saatiin seuraavat tulokset, ks. taulukko 1

Taulukko 14. 2. rikkihappokokeen pelkistavien seikien pitoisuudet

Pelkistavien sokereiden pitoisuus (g/l)

NAYTTEET Oh 22h  50h 73h 142 h
Kuitu 1. Esikéasittelematon,
10x Celluclast®/Novozyme 3,20 | 12,01 | 3,61 | 3,58 | 3,20
Kuitu 1. 5 % H,SOy,
10x Celluclast®/N0vozyme 3,20 | 9,21 | 9,95 | 10,40 | 5,85
Kuitu 1. 10 % H,SO,
10x Celluclast®/Novozyme 3,20 | 899 | 9,58 | 9,40 | 10,14
Kuitu 2, 10 % H,SO,,
10x Celluclast®/Novozyme 064 | 811 | 8,48 | 8,72 | 8,94
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Pelkistavien sokereiden pitoisuus (g/l)
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Kuva 21. 10-kertaisen entsyymiannostuksen vailpelksstavien sokereiden
pitoisuuksiin (huomioi alkuperainen kuiva-ainestous kuitu 1:n kohdalla).

Tuloksista nahdaan, ettd entsyymiannostuksen nostam 10-kertaisesti ei
merkittavasti lisda lopullista pelkistavien sokdem pitoisuutta seoksessa.
Esikasittelemattoman kuitu 1:n maksimisaanto olrkkampi kuin kummallakaan
rikkihappoesikasitellylla kuidulla. Maksimisaantaasutettiin 22 tunnin jalkeen, mutta
sen jalkeen pitoisuus lahti selvaan laskuun. Varsgga nain suurelle ja selvalle
laskulle ei l6ytynyt. On mahdollista, ettd alkupses kuidun sisaltdmat mikrobit ovat
kayttaneet syntyneitd sokereita ravinnokseen. Eiikyn (happo-+autoklaavi)
puuttuessa kontaminaation mahdollisuus on lahesmaarToinen mahdollisen
kontaminaation lahde on naytteiden kasittely kokagm (pullotukset, naytteiden otot
jne.).

Tuloksista nédhdaan, ettd hydrolyysi etenee loppjaurensimmaisen vuorokauden
kuluttua aloittamisesta. Pienta nousua pelkistaseRereiden pitoisuuksissa tosin
iImenee tamankin jalkeen, mutta ei merkittdvaa. MHiwitavaa on myds se, etta
esikasittelemattoman kuidun sek& pienella happispitoella (1-tilavuusprosentti)
esikasitellyn kuidun pelkistavien sokereiden pitoidet |ahtevat laskuun vuorokauden
kuluttua entsymaattisen hydrolyysin  aloittamisesté&bama ilmi6é todettiin

esikasittelemattoman  lietteen kohdalla. Suuremmillesikasittelyn  aikaisilla

happopitoisuuksilla (5- ja 10-tilavuusprosenttiagim ei kay, vaan vuorokauden
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kuluttua, maksimipitoisuus jo lahes saavutettunalkigtavien sokereiden pitoisuus
pysyy lahes muuttumattomana. Syynad pitoisuudenulaskon mitd varmimmin

vieraiden haittamikrobien lasnéolo, joita 1-tilagpuosenttinen rikkihappo ei ole
kyennyt tappamaan. Jos mikrobikontaminaatio oligpahtunut kokeen aikana,
esimerkiksi esikasittelyn jalkeisen sakan pesurarak olisivat todennakoéisesti myds
muut naytteet kontaminoituneet ja seurauksena olist samankaltainen pelkistavien

sokereiden pitoisuuden lasku entsymaattisen hygsotyaikana.

Kokeita tehtiin myds Genencorin valmistamalla GCO0 22sellulaasilla. Osassa
naytepulloista kaytettiin 20-kertaista annostugtdéta nahtaisiin GC220:n todellinen
vaikutus entsymaattisen hydrolyysin kulkuun. Kygais kokeiden naytteet myos
kasiteltin mekaanisella hajottajalla, ks. koht&.3. Muiden entsyymien kohdalla
annosmaarat olivat edelleen (ellei kuvassa 22 muugnita): Celluclast 0,9

ml/koepullo ja Novozyme 188 240 ul/koepullo. Edetlealkuperéista kuitumassaa ol
kuitu 1:n koepulloissa 5,0 g (= 50 g/l) ja kuitunZoepulloissa 10,0 g (= 100 g/l).

Saadut tulokset on esitetty taulukossa 15.
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Taulukko 15. 3. rikkihappokokeen pelkistavien seikien pitoisuudet.

Pelkistavien sokereiden pitoisuus (g/l)

NAYTTEET Oh 25h 48 h 118 h

Kuitu 1, 10% H2S04

10x entsyymimaara 1,60 12,01 8,48 13,00

Kuitu 2

Esikasittelematon 0,64 1,01 0,89 0,64

Kuitu 2

1 % H2S04 0,64 4,69 2,21 1,07

Kuitu 2

5 % H2S04 0,64 6,59 7,15 7,47

Kuitu 2

10 % H2S04 0,64 5,28 5,81 6,00

Lieju

Esikasittelematon 0,32 0,40 0,36 0,32
Oh 21h 45 h 70 h

Kuitu 1, 5% H2S04,

10x Celluclast® ja
Novozyme 188

sek& 20x GC220 2,24 11,95 12,39 13,33
Kuitu 1, 10% H2S04,

10x Celluclast® ja
Novozyme 188

sekd 20x GC220 2,24 11,38 12,39 13,21
Kuitu 2, 5 % H2S04

10x Celluclast® ja
Novozyme 188

sek& 20x GC220 0,90 7,65 7,96 8,14

Taulukon 15 ja kuvan 22 tuloksista nahdaan edelletta esikasittelemattéman kuitu-
ja liejunaytteen kohdalla pelkistavien sokereidaarsmion saavutettua maksiminsa noin
vuorokauden kuluttua, se lahtee selvdan laskuumaS&ay naytteelle, jonka
esikasittelyssa kaytettiin 1-tilavuusprosenttisikihappoa. Kuvaajassa nakyvan kuitu
1:n notkahdus pitoisuudessa 50 tunnin kohdalla uhtmita luultavimmin
mittausvirheesta tai naytteenottotilanteessa tapaiaista erheestd. Kuvaajasta ilmenee
my6s se, etta kuitu 2:een puree paremmin esikBsie 5-tilavuusprosenttinen
rikkihappo kuin 10-tilavuusprosenttinen. Tama onsipwista ajatellen suurempaa
mittakaavaa. Tosin 5-tilavuusprosenttinenkin rildppo teollisessa mittakaavassa

asettaa haasteita laitteistolle.
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C . . o —e— Kuitu 1, 10% H2S04, 10x
Pelkistavien sokereiden pitoisuudet (g/l) Celluclast/Novozyme 1x
GC220
14,00 —m— Kuitu 2, Esikasittelematon,
1x Celluclast/Novozyme
sekd 1xGC220
12,00 —n— Kuitu 2, 1% H2S04, 1x
Celluclast/Novozyme seka
1xGC220
10,00 - Kuitu 2, 5% H2S04, 1x
Celluclast/Novozyme seké
1xGC220
8,00 1 —%— Kuitu 2, 10% H2S04, 1x
Celluclast/Novozyme seké
6,00 - _ 1x GC220
—e— Lieju, Esikasittelematon,
1x Celluclast/Novozyme
4,00 - seka 1xGC220
—+— Kuitu 1, 5 % H2S04, 10x
Celluclast/Novozyme seké
2,00 ‘ 20xGC220
Kuitu 1, 10 % H2S04, 10x
Kt“:\! Celluclast/Novozyme seka
0,00 4 ‘ ‘ 20xGC220
0 50 100 150 Kuitu 2,5 % H2S04, 10x
. Celluclast/Novozyme seké
Aika (h) 20xGC220

Pitoisuus (g/l)

Kuva 22. GC220:n vaikutus rikkihappokokeen aikanalkiptavien sokereiden
pitoisuuksiin eri Celluclastifija Novozyme 188:n pitoisuuksilla.

6.3 Etanoli-etikkahappo

Kokeita tehtiin myds etanoli-etikkahapposeokseltakasittelyssa rikkihapon sijaan.
Esikasittely suoritettiin joko uunissa tai refluksalla kolvissa. Uuniesikasittely kesti
24 tuntia lampotilan ollessa 105 °C ja refluksasikasittely 4 tuntia.
Refluksointikokeesta enemmé&an myohemmin. Uunikokeetanoli-etikkahapposeoksen
suhde oli kuitu 1:n kohdalla 10:1 (50 ml EtOH: 5 etikkahappo) ja kuitu 2:n kohdalla
2,5:1 (50 ml EtOH: 20 ml etikkahappo). Entsyymiastuisina kaytettiin kaikissa
koepulloissa: Celluclat0,9 ml/koepullo, Novozyme 188 240 ul/koepullo j£220
56 pl/5,0 g kuiva-ainetta. GC 220:n entsyymiannesta talla kertaa 20-kertainen,
kahden muun entsyymin 1-kertainen. Kuiva-ainepitotet olivat samat kuin
aikaisemmissa kokeissa eli kuitu 1:n koepulloiss@ § (= 50 g/l) ja kuitu 2:n
koepulloissa 10,0 g (= 100 g/l).
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Taulukko 16. Etanoli-etikkahappo-uunikokeen pedkigin sokereiden pitoisuudet.

Pelkistavien sokereiden pitoisuus (g/l)
18,5
NAYTTEET Oh h 43 h 68h 133 h
Kuitu 1, EtOH-etikkahappo

50:5 ml, 1x Celluclast®/N0vozyme 188 1,79 | 10,70 | 12,48 | 12,23 | 6,98
seka 20x GC220
Kuitu 2, EtOH-etikkahappo,

50:20 ml, 1xCeIIucIast®/Novozyme 188 | 1,79 | 3,99 | 4,71 | 4,83 | 5,15

seka 20x GC220
Pelkistavien sokereiden pitoisuudet (g/l)
14,00
12,00 -
—¥— Kuitu 1, EtOH-etikkahappo 50-5 ml, 1x
10,00 / Celluclast/Novozyme seka 20x GC220
3 800
® \X . .
3 —+— Kuitu 2, EEOH-etikkahappo 50-20 m,
2 6,00 - 1x Celluclast/Novozyme sek& 20x
= GC220
4,00
2,00
0,00 - ‘ ‘ T T ‘ ‘
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Kuva 23. Etanoli-etikkahappo-uunikokeen pelkistédgekereiden pitoisuudet.

Tuloksista nahdaan, etta etanoli-etikkahapon kaygikasittelyssa antaa hiukan
paremman saannon kuin 5-tilavuusprosenttinen rédgqio kuidulla 1, ks. taulukot 13 ja
16. Kuvassa 23 nakyva pelkistavien sokereiden quitaien lasku 68 tunnin kohdalla
johtuu luultavimmin naytteenottotilanteessa (t(138)) tai analyysivaiheessa

tapahtuneesta virheesta.
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Refluksointi & kuitumassan mekaaninen hajotus

Refluksointikokeen tulokset nakyvéat taulukossad Kyvassa 24.

Taulukko 17. Refluksointikokeen pelkistavien so@tenepitoisuus.

Pelkistavien sokereiden pitoisuus (g/l)
NAYTTEET Oh 21h 45 h 70 h
Kuitu 1, EtOH-etikkahappo

50:20 ml, 10x Celluclast®/Novozyme 188 1,79 11,94 13,53 13,54
seka 20x GC220

Pelkistavien sokereiden pitoisuus (g/l)

16,00

14,00

12,00 //_’——_
10,00

Kuitu 1, EtOH-etikkahppo 50-20
8,00 - ml, 10x Celluclast/Novozyme

6,00 seka 20x GC220
4,00 /
2,00

0,00

Pitoisuus (g/l)

0 20 40 60 80
Aika (h)

Kuva 24. Refluksointikokeen pelkistavien sokerepinsuus.

Kuvaajasta nahdaan taas sama ilmi6 kuin aikaisemmaksimisaanto saavutetaan noin
vuorokauden kuluttua entsymaattisen hydrolyysinttalmisesta. Parhaimmillaan saanto
on noin 19 % (13,54 ¢/l suhteutettuna 71,4 g/l). rrakaessa etanoli-
etikkahappokokeissa seossuhteita 50:5 ml (ks. k&kald6) ja 50:20 ml (ks. taulukko
17) huomataan, ettd saanto on 1 g/l enemman, kkkakapon maara on 20 ml 5 ml:n
sijaan. Ultra Turrax -kasittely ei merkittavastissiisannyt lopullisten pelkistavien

sokereiden saantoa.
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6.4 Natriumhydroksidi-rikkihappo

Koesarjassa tutkittin NaOH:n vaikutusta esikabittaineessa. Aluksi nayte
esikasiteltiin 1-tilavuusprosenttisella NaOH-liueka autoklaavissa (121 °C/20 min),
minka jalkeen nayte pestiin tislatulla vedella imodatuksena ja esikasiteltiin uudelleen
5-tilavuusprosenttisella rikkihapolla autoklaavissamoissa olosuhteissa. Taman
jalkeen nayte pestiin uudelleen ja laitettiin enmtagttiseen hydrolyysiin. Jokaisen pesun
jalkeen otettiin suodokset talteen DNS-analyysi&era Entsyymiannostuksina olivat
Celluclas? (9 mlinayte) ja Novozyme 188 (2,4 ml/nayte). GOD:22annostus oli
20-kertainen eli 56 ul1/5,0 g kuiva-ainetta. Kuivaedta oli kokeen alussa aikaisempien
kokeiden tavoin 5,0 g (=50 g/l). Entsymaattisen rbjg/sin tulokset on koottu

taulukkoon 18.

Taulukko 18. NaOH/FBQ-kokeen pelkistavien sokereiden pitoisuudet.

Pelkistavien sokereiden pitoisuus (g/l)
NAYTTEET Oh 22 h 45h 1145 h
Kuitu 1, 1 % NaOH ja
5% H,S0,, 10x

CeIIucIast®/Novozyme 188
seka 20x GC220 1,69 12,24 13,11 13,50
Kuitu 2, 1 % NaOH ja
5% H,SO,, 10x

CeIIucIast®/Novozyme 188
seka 20x GC220 1,35 9,04 9,36 10,38
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Pelkistavien sokereiden pitoisuus (g/l)

16,00

14,00 e

12,00 —e—Kuitu 1, 1 % NaOHja 5 %
= H2S04, 10x

10,00 Celluclast/Novozyme seka
20x GC220
8,00
—=&— Kuitu 2, 1 % NaOHja 5 %

6,00 H2S04, 10x
// Celluclast/Novozyme seka

4,00 / 20x GC220
2,00
0,00 -

0 50 100 150
Aika (h)

Pitoisuus (g/l)

Kuva 25. NaOH/HSQ-kokeen pelkistavien sokereiden pitoisuudet.

6.5 Kokonaishiilihydraattipitoisuus

Kokeen tarkoitus oli selvittda, kuinka paljon kuntiytteistd oli mahdollista saada irti
pelkistavia sokereita. Kokonaishiilihydraattimagsit jossa tutkittin maksimisaantoa
ainoastaan glukoosin suhteen, suoritettin  HPLC:|Koe suoritettin  NREL:n

standardoidun ohjeen mukaan.

Analysoitavien kuitunaytteiden selluloosapitoisuusgee olla tiedossa, jotta voidaan
kasitella HPLC:n antamia glukoosituloksia. Kuidunsélluloosapitoisuus oli kokeen
alussa 2,79 g/l ja 2,11 ¢/l kuidulla 2. Selluloasaipuuksissa on otettu huomioon
naytteen kuiva-aine- ja tuhkapitoisuudet seka ntiedot, kuten kuidun 2 kuiva-aineen
epaorgaanisen aineksen maara. Kuidulla 1 on aletetstoin parempaa tietoa, etta
kaikki muu paitsi tuhka on selluloosaa ja kuidurkdhdalla on oletettu, etta kaikki
naytteen sisaltama orgaaninen massa on sellulodsdekaksi lasketaan palamaton

aines, eli epaorgaaninen aines.
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Mitattu glukoosistandardisuora on esitetty kuva®8aR-arvo on hyva (0,9889), joten
suoran avulla saatuja arvoja voitiin pitaa luotedtea. Kuvassa 26 y-akselilla olevalla
nRIU:lla kuvataan HPLC:n RID:n analysoiman piikinorkeutta ja x-akselilla
vastaavasti naytteen sokeripitoisuutta (g/l). Néidevojen avulla voitiin maarittaa kuitu
1:n ja kuitu 2:n kokonaishiilihydraattipitoisuud&uora leikkaa y-akselin kohdassa y =
3644,2 kun x = 0. HPLC-ajon tuloksista nahtiin,detjlukoosistandardipiikit tulivat

ajanhetkelld 11 min 11 s + 10 s (ei nay kuvassa 26)

Glukoosistandardisuora (HPLC)
25000
20000 | Y~ 87256,6x + 3644,2 73
R” =0,9889 ®
=) 15000 -
x
< 10000 -
5000 -
0 T T T T T
0 04 08 12 16 2 2,4
Glukoosipitoisuus (g/l)

Kuva 26. HPLC-analyysin glukoosistandardisuora k#yitla ajoparametreilla.

Koesarjassa tehtiin myds koe, jossa samat sokedtdit kasiteltin autoklaavissa
(1 h/ 121 °C / 4-tilavuusprosenttisessaSBy:ssd) yhdessa kuitunaytteiden kanssa.
Naiden sokeristandardien HPLC-tulokset viittasivaly6s glukoosin hajoamiseen
happamassa (rikkihappo) ymparistossa, silla suuammiikin antaman yhdisteen
retentioaika oli pienempi kuin kasittelemattomakescstandardin ajossa. Alkuperéiset
glukoosipitoisuudet olivat samat molemmissa anaig&i. Autoklavoitujen
sokeristandardien HPLC-ajon suurimmat piikit saaléihes samoilla retentioajoilla
kuin nayteajoissakin kuiduilla 1 ja 2, mika myoitsita faktaa, ettd kuitunaytteiden

sisaltdmat sokerit olivat hajonneet hapon vaikutsta autoklaavikasittelyn aikana.
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Kuitu 1:n ja kuitu 2:n ajanhetkelld 11 min 49 s 8 §= sokereiden oletettu ulostuloaika
kolonnista sokeristandardianalyysin mukaan) saghlikoosipitoisuudet olivat kuidulla
1 0,24 g/l ja kuidulla 2 0,16 g/l. Tuloksissa orettd huomioon hapon vaikutus
glukoosisaantoon (eli tulokset, jotka saatiin algwe&itujen sokeristandardien HPLC-
ajosta). Jokaisen naytteen kohdalla oli kuitenkinrspiikki ajanhetkella 7 min 43 s
+ 3 s. Toisin sanoen happohydrolyysi oli mennygik&uin yli (Iampdétila ollut vaara tai
kasittelyaika liian pitkd). Nain toteaa myds NREbjeessaan, jonka mukaan ennen
glukoosipiikkid nakyvat piikit viittaisivat sokemden hajoamistuotteisiin. Nain ollen
kokonaishiilihydraattipitoisuutta ei voitu varmastanoa naiden naytteiden kohdalla.
Koesarja olisi pitanyt tehda alusta asti uudellemsenlaisilla esikasittelyilla ja uusilla
HPLC:n ajoparametreilla. Ajanpuutteen vuoksi tam&wetenkaan ollut mahdollista.
(Sluiteret al, 2008)
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7 Johtopaatokset

Saatujen tulosten perusteella voidaan sanoa, at@ripeollisuuden jatemateriaalista on
mahdollista saada irti monomeerisokereita eli tdapauksessa glukoosia suhteellisen
helpoilla ja yksinkertaisilla esikasittelyilla. Sda oli parhaimmillaan KUIDULLA 1
noin 27,0 % ja KUIDULLA 2 noin 21,0 %. Toisin sanp&uidusta 1 saataisiin nailla
kasittelymenetelmilld irti 270 kg glukoosia per torkuitumassaa ja kuidulla 2 210 kg
glukoosia per tonni kuitumassaa. Suurimpaan glukaastoon paastiin yhdistetylla
refluksointi- ja etanoli-etikkahappokasittelylla. odin ero 5-tilavuusprosenttisella
rikkihapolla saatuun lopulliseen glukoosisaantotmp®ni. Samaan tulokseen paastiin
yhdistetylla NaOH-rikkihappokasittelylld, jolloin aantoprosentiksi saatiin  myos
27,0 %. Pelkalla rikkihappoesikasittelylla paastiparhaimmillaan 26,6 %:n
glukoosisaantoon. Saadut tulokset ovat linjassanmmi@ saatujen tulosten kanssa.

Samankaltaisia kokeita on tehty mm. VTT:II&.

Taman tutkimuksen kokeet tehtiin kuitupitoisuudé@ g/l, joten isompaa mittakaavaa
ajatellen pitoisuutta pitaisi kasvattaa, jotta &mb olisi jarkevdd. Tama vaatisi tosin
uusien kokeiden tekemistd, jolloin varmistuttaisiiuusien annossuhteiden
toimivuudesta. Taman lisdksi tulisi ehdottomastvedtaa jatkuvatoimista prosessia,
jossa rikkihappo kerattaisiin talteen ja kierrdmsiin prosessissa. Se tosin luo omat
vaativat haasteensa, mutta teoriassa se olisinkutenahdollista.

LIEJUSTA ei juuri sokereita irti saa pelkalla entsattisella hydrolyysilla, vaan suuren
kosteus- ja tuhkapitoisuuden seka muiden lisdatiospuksien takia lopullinen
sokerisaanto jaa alle 2,5 %:n. Tamé& on siis hylattanahdollisena isomman

mittakaavan glukoosintuottoraaka-aineena.

Naytteiden osalta tulee olla hyvin kriittinen, kask tdsmalleen tarkkaa
naytteidenottopaikkaa ei ollut tiedossa. Sen lisk&skkien naytteiden tdsmalliset tiedot
niiden koostumuksista olivat hatarat. Taméa johiitdsettei kyseisille naytteille ollut

tehty kattavaa koostumusmaaritystd tehtaalla, a&&dmyodskaan ollut mahdollista
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Metropolia Ammattikorkeakoulun tiloissa. Muualla,sim. VTT:ll&a, kokeiden

teettaminen olisi ollut taloudellisesti liian suuasite.

Samankaltaisia kokeita tdman tyyppisilla naytteMeisi tehda mm. korkeammissa
esikasittelylampdotiloissa. Esimerkiksi hoyryrajéstey ja mikroaaltojen hyddyntamista
voisi kokeilla. HOyryrdjaytys tapahtuu noin 170-18C:een lampdtiloissa. Talldin

selluloosan rakenne voisi hajota tehokkaammin jecss edesauttaa jopa merkittavasti
glukoosin tuottoa entsymaattisesti. Rikkihapon t@irgnoselluloosan hydrolyysissa on
erittédin potentiaalinen vaihtoehto. Jos rikkihapm@itteenotto ja kierratys prosessissa
saadaan optimoitua, on prosessi luultavimmin tadtisgsti kannattavaa.

Mita tulee tallaisten kokeiden analyysipuoleennrehdottomasti tulisi jatkossa tehda
DNS-analyysin sijasta esimerkiksi glukoosikittimégesella (Boehringer-Mannheim)
glukoosin maaritys. Talldoin saadaan selville paljrkemmin néaytteen sisaltdma
glukoosipitoisuus. Ongelma DNS:lla on se, ettd wwlla saadaan selville kaikki
pelkistavat sokerit, niin mono-, di-, oligo- kuimlgmeerisokeritkin, vaikka useimmiten
halutaan tietd& vain tietyn tai tiettyjen monomsakereiden pitoisuus. Tassa tydssa
DNS-analyyseja tehtiin pelkastaan taloudellisterkkegen takia. DNS-analyysi on

kaytanndssa halvempi toteuttaa kuin Boehringer-Maim -kittianalyysi.
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