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Opinnaytetyossa tutkittiin Stora Enson Varkauden tehtaan jatevedenpuhdistamolta alit-
teena tulevan kuitusaven toimivuutta bioetanolin raaka-aineena. Kyseista materiaalia
on Stora Enson mukaan poltettu aiemmin kuorikattilassa seka testattu maanrakennus-
ja tayteaineena. Kyseista materiaalia syntyy vuodessa noin 20 000 tonnia. Nain ollen
suurelle maaralle "jatetta” olisi jarkevaa keksia parempia hyédyntamismahdollisuuksia.

Materiaalia kasiteltiin happoesikasittelylla ja entsymaattisella hydrolyysilla. Entsyy-
meina kaytettiin Trichoderma sp.- ja Aspergillus sp. -sellulaasientsyymeja. Kokeita teh-
tiin yhteensa 13 ja kaksi parhaiten onnistunutta koetta toistettiin. Kokeet suoritettiin Ka-
relia-amk:n laboratoriotiloissa alkuvuodesta 2021.

Happoesikasittelylla ei ollut merkittavaa vaikutusta etanolin saantoon kyseisella mate-
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maarat olivat silti hyvin pienia.

Tehtyjen kokeiden perusteella etanolin tuotannon arvioitiin olevan taloudellisesti kan-
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The aim of this thesis was to investigate the functionality of pulp mill sludge coming from
Stora Enso's Varkaus mill wastewater treatment plant as a raw material for bioethanol.
According to Stora Enso, this material has previously been used as energy by burning it
in a bark boiler, and it has also been tested as a filler material for soil. Approximately
20,000 tons of this material is generated annually. Therefore, for a large amount of
‘waste” as this, it would make sense to come up with better recovery options.

The raw material was treated with acid pre-treatment and enzymatic hydrolysis. Enzymes
used in the experiments were Trichoderma sp. - and Aspergillus sp. - cellulase enzymes.
A total of 13 experiments were performed and the two most successful experiments were
repeated. The experiments were performed in the laboratory facilities of Karelia Univer-
sity of Applied Sciences in early 2021.

From the results of the experiments, the conclusion was that the acid pre-treatment did
not have a significant effect on the ethanol yield of the material in question. Enzymes
were found to improve ethanol yield, but the amounts that formed were still very small.

Based on the experiments performed, ethanol production could be found to be econom-
ically unprofitable due to high enzyme prices.
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1 Johdanto

1.1 Taustaa

Opinnaytetyossa tutkittiin Varkauden Stora Enson sellutehtaan jatevedenpuhdis-
tamolta alitteena tulevan kuitusaven soveltuvuutta bioetanolin raaka-aineeksi.
Toimeksiantajan mielenkiinto aiheeseen herasi kevaalla 2020 Karelia Amk:n jar-
jestaman Uusiutuva energiat liikenteessa - kurssin puitteissa tehdyista laborato-
riokokeista, joista saatiin positiivisia tuloksista. Nain ollen aiheesta haluttiin teh-

tavan opinnaytetyd.

1.2 Toimeksiantaja

Opinnaytetyon toimeksiantajana toimi Varkauden Stora Enson tehdas, joka val-
mistaa aaltopahvin raaka-ainetta. Stora Enso on maailmanlaajuinen toimittaja
pakkaus-, biomateriaali-, puutuote- ja paperiteollisuuden uusiutuvien tuotteiden
osalta. Stora Enson tehtaita on yli 30 maassa, ja se tyollistaa noin 25 000 henki-
|6a. Stora Enso valmistaa paljon erilaisia tuotteita ja pyrkii nyt ja tulevaisuudessa
korvaamaan fossiilisia materiaaleja uusiutuvilla materiaaleilla eri kayttokohteissa.
(Stora Enso 2020.)

2 Opinnaytetyon lahtokohdat ja tietoperusta

Bioetanolin valmistusta puupohjaisesta raaka-aineesta on tutkittu jonkin verran,
mutta asiasta tehdyt tutkimukset ovat usein salaisia tai niista tehdyt raportit ovat
maksumuurin takana. Nain ollen taustatiedon keraaminen oli haastavaa. Lisaksi
kokeissa kayttamamme raaka-aine eroaa muista puupohjaisista raaka-aineista

oleellisesti sen lapi kdyman prosessin perusteella. Kyseisesta raaka-aineesta ei



ole aiemmin tehty tutkimuksia liittyen bioetanolin valmistukseen, pois lukien Uu-

siutuva energia liikenteessa 2020 - kurssilla tehdyt kokeet.

2.1 Bioetanoli

Bioetanoli on etanolia, jota valmistetaan eloperaisista aineksista. Bioetanolia kay-
tetdan polttoaineena paaasiassa liikenteessa. Teoriassa etanoli sopii polttoai-
neeksi sellaisenaan, mutta yleensa sita kaytetaan seospolttoaineena bensiinin
seassa. Esimerkiksi E10 95- bensiini sisaltda enintdan 10 % etanolia. Vuonna
2020 kansallinen biopolttoaineiden jakeluvelvoitteen mukaan biopolttoaineiden
osuuden tuli olla 20 % toimitetusta moottoribensiinin, dieselin ja biopolttoaineiden
energiasisallon kokonaismaarasta (Motiva 2021). Bioetanolilla pyritaan korvaa-
maan fossiilisia polttoaineita ja nain ollen vahentamaan paastdja mm. liikenteen
osalta. (Weymarn, 2007 7-9.)

Bioetanoli sisaltaa bensiinin verrattuna vahemman energiaa litraa kohden, mika
on seurausta sen pienemmasta lampoarvosta. Etanolin suurempi tiheys kuitenkin
kaventaa eroa hieman. Bensiinin tiheys on noin. 0,75 kg/l ja lampdarvo noin 43,5
MJ/kg. Etanolilla taas tiheys on noin 0,79 kg/l ja lampdarvo noin 26,9 MJ/kg. (Tau-
lukot 2021.)

Biopolttoaineet voidaan luokitella sukupolvittain. Ensimmaisen sukupolven bio-
polttoaineet valmistetaan tarkkelys ja sokeripitoisista kasveista, kuten maissista
ja sokeriruokoista. Nama kasvit toimivat myos elainten seka ihmisten ravintona
ja on taten rajoittavana tekijana polttoaineen tuotannossa. limasto ei mydskaan
ole kaikkialla, kuten pohjoisessa, suotuisa naiden kasvien viljelyyn. (Nevalainen
2012, 3.)

Toisen sukupolven biopolttoaineet vuorostaan muodostuvat kasvi- ja puupohjai-
sista selluloosista ja jatteista. Naiden kayttd on kestdvampaa ja ne eivat kilpaile
ruuantuotannon kanssa toisin kuin ensimmaisen sukupolven biopolttoaineet. Toi-

sen sukupolven biopolttoaineet valmistetaan kierratettavista materiaaleista, joten



ne eivat myoskaan vaadi maantieteellisesti tiettyja olosuhteita, vaan ovat saata-

villa ympari maailmaa. (Motiva 2021.)

Kolmannen sukupolven biopolttoaineet ovat tutkimuksen ja kehittamisen alla ole-
via uusia polttoaineita, mutta niita ei viela tuoteta kaupallisesti. Naita valmistetaan

uusista raaka-aineista, kuten esimerkiksi levista (Autoalan tiedotuskeskus 2021).

2.2 Bioetanolin valmistus puupohjaisesta raaka-aineesta

Puun rakenne koostuu paaosin selluloosasta, hemiselluloosasta ja ligniinista eri
suhteissa riippuen puulajista. Bioetanolin valmistaminen puuperaisesta raaka-ai-
neesta poikkeaa perinteisesta etanolin tuotannosta ainoastaan sen vaatiman esi-

kasittelyn verran.

Puuraaka-aineella on sokeriruokoon verrattuna haastavampi rakenne biopoltto-
ainetta valmistettaessa. Sen sokerit ovat ketjutettuna toisiinsa, ja ne taytyy saada
pilkottua yksittaisiksi sokereiksi. Naiden sokereiden pilkkomisen lisaksi se taytyy
myOs saada pehmitettya, jotta sokereiden pilkkominen onnistuu. Puun ligniini toi-
mii sidosaineena, joka pitaa selluloosan rakenteen kasassa ja toimii myos luon-
taisena puolustusmekanismina muun muassa lahottajasienia vastaan. Etanolia
valmistettaessa puussa oleva ligniini taytyy saada pehmitettya ja erotettua sellu-
loosasta, jotta sellulaasi-entsyymit paasevat tunkeutumaan selluloosan rakentee-
seen ja pilkkomaan sen kaymiskelpoiseksi glukoosiksi. (Nevalainen 2012, 3—4.)

Ligniinin pehmentamiseen on olemassa erilaisia tekniikoita, joista yleisimmat
kaytossa olevat tekniikat ovat happo-, emas- ja liuotinesikasittely, joissa puuta
kasitellaan kyseessa olevalla nesteella, seka hoyryrajaytys, jossa nimensa mu-
kaisesti puuta esikasitellaan kuumalla hoyrylla. (Suokko 2010, 13—-14.) Tassa
opinnaytetydssa kuitenkin tarkastellaan happoesikasittelylla valmistettua etanolia
ja entsymaattista hydrolyysia eli tapahtumaa, jossa selluloosien pilkkominen so-
kereiksi tapahtuu entsyymien toimesta.



23 Sellulaasientsyymit

Sellulaasientsyymit ovat entsyymeja, jotka pystyvat hajottamaan puussa olevia
selluloosia. Sellulaasientsyymeilla on suuri merkitys tuotettaessa bioetanolia

puupohjaisesta raaka-aineesta.

Entsyymaattisen hydrolyysin seurauksesta puun selluloosat pilkkoutuvat mo-
nosakkarideiksi, eli yksittaisiksi sokereiksi. Hemiselluloosa eroaa selluloosasta
siten, etta siind on useita monosakkaridi ketjuja ja ne koostuvat eri sokereista,
kuten mannoosista, ksyloosista, arabinoosista, galaktoosista ja glukoosista.
(Peda.net 2021.) Selluloosa vuorostaan koostuu vain glukoosista. Esikasittelyn
jalkeen entsyymit pilkkovat seka hemiselluloosan monosakkaridi ketjun ja sellu-
loosan glukoosit yksittaisiksi monosakkarideiksi. Lopputuotteena syntyy siis ha-
lutun glukoosin lisdksi myds muita monosakkarideja, jotka voivat vaikuttaa eta-

nolin saantiin. (Nevalainen 2012, 4-5.)

Selluloosat saadaan entsymaattisen hydrolyysin seurauksena pilkottua soke-
reiksi rauhallisesti, kayttamatta vakevia happoja, korkeita lampétiloja tai paineita,
mutta prosessi on aikaa vieva ja kallis entsyymien korkean hinnan vuoksi (Neva-
lainen 2012, 5).

Erilaisia sellulaasientsyymeja on olemassa lukemattomia erilaisia. Opinnaytetyon
kokeisiin valitsimme testattavaksi kaksi erilaista sellulaasientsyymia, Tricho-
derma Sp.:n ja Aspergillus Sp.:n. Kemianteollisuuden tuotteita valmistavan ja
myyvan yrityksen Sigma Aldrichin mukaan nama entsyymit sopivat hyvin bioeta-

nolin valmistukseen. (Sigma Aldrich 2020.)

Kokeissa kaytetyista entsyymeista Trichoderma sp. oli jauheena ja Aspergillus
sp. nesteena. Trichoderma sp.:n pakkauskoko oli 1 g ja Aspergillus sp.:n 250 ml.
Kokeissa kaytettiin 2 g. Trichoderma sp.:ta ja 250 ml Aspergillus sp.:ta. Entsyy-
mien voimakkuudet olivat Trichoderma sp.:n osalta 25,000 units/g ja Aspergillus
sp.:n osalta 21000 units/g. Trichoderma sp. laimennettiin ja sekoitettiin veteen
annostelun helpottamiseksi (kuva 1). Aspergillus sp. oli jo valmiiksi nesteena, jo-

ten sita ei tarvinnut sekoittaa tai laimentaa.
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Kuva 1. Trichoderma sp. entsyymi veteen liuotettuna (Kuva: Jesse Seila).

2.4 Kuitusavi raaka-aineena

Kuitusavi on puuperainen raaka-aine, jota syntyy sellun valmistuksen yhtey-
dessa. Materiaali on Stora Enson Varkauden tehtaan jatevedenpuhdistamolta tu-
levaa alitetta, jolle etsitaan uusia hyodyntamiskohteita. Kyseistd materiaalia on
Stora Enson mukaan poltettu aiemmin kuorikattilassa seka testattu maanraken-
nus- ja tayteaineena. Kyseista materiaalia syntyy vuodessa noin 20 000 tonnia
(Tiainen 2020, 1). Nain ollen suurelle maaralle “jatetta” olisi jarkevaa keksia pa-
rempia hyddyntamismahdollisuuksia. (Pakarinen 2020.)

Toimeksiantajan teettamien laboratoriomittausten perusteella raaka-aine sisaltaa
paaasiassa rikkia, typpea ja fosforia seka lukuisia muita alkuaineita (liite 1).
Raaka-aineessa oleva rikin suuri maara voi vaikuttaa haitallisesti kdymisproses-
siin. Rikkiyhdisteita ja sulfiitteja kaytetaan elintarvikkeissa saildntaaineena ja nain

ollen se voi hidastaa kaymisreaktiota (Ruokavirasto 2021).
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Kuva 2. Kuitusavi (Kuva: Perttu Tarnanen).

Raaka-aine kay tehtaalla matkansa aikana lapi vakevia kemikaaleja ja muun mu-
assa sulfaattimenetelman, jossa ligniini poistetaan puusta keittokemikaalien
avulla voimakkaissa emaksisissa olosuhteissa. Sulfaattikeitossa keittokemikaa-
lina kaytetaan natriumhydroksidin ja natriumsulfidin seosta, jota myos kutsutaan
valkolipeaksi. (Knowpulp 2021.) Emme voi olla siis varmoja miten paljon raaka-
aineessa on enaa jaljella esimerkiksi ligniinia, mutta oletimme etta se taytyi silti

esikasitella ja erottaa selluloosasta.
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2.5 Refluksointi

Refluksoinnissa reaktioseosta keitetdan palautusjaahdyttimella varustetussa kol-
vissa. Refluksoinnilla voidaan saadella reaktion nopeutta lampétilan avulla. Lam-
poétilan nostolla pystytaan nopeuttamaan hidasta reaktiota. Palautusjaahdyttimen
tarkoitus on tiivistaa keittamisesta syntyvat hoyryt ja palauttaa ne takaisin kei-
tinastiaan. Sekoittamisella on tarkea rooli refluksoinnissa, se edistda reaktion
kaynnistymista ja estdd pohjaan palamisen. Taman takia seosta sekoitetaan

magneettisekoittimella kuumennuksen ajan. (Virtuaali.tkk 2005.)

Kuva 3. Refluksointilaitteisto vetokaapissa (Kuva: Jesse Seila).
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2.6 Imusuodatus

Imusuodatuksessa kiintea aine erotetaan nesteesta alipaineella tehostaen. Imu-
suodatuslaitteisto koostuu imupullosta, Buchner-suppilosta, kumitiivisteesta,
suodatinpaperista ja imuletkusta (kuva 4). Suppilo kiinnitetdan imupulloon kumi-
tiivisteella tiivistaen. Imupulloon kiinnitetdan imuletku, jonka toinen paa kiinnite-
taan vesihanaan tulevaan liitokseen. Vetta juoksuttamalla saadaan aikaiseksi ha-
luttu alipaine, joka nopeuttaa suodatusta merkittavasti. Suppiloon laitetaan
suodatinpaperi, jonka lapi aines suodatetaan. Kiintedaine jaa suodattimeen ja

neste paatyy imupulloon. (Virtuaali.tkk 2005.)

f

Kuva 4. Imusuodatuslaitteisto (Kuva: Jesse Seila).
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2.7 Fermentointi

Fermentoinnissa eli kaymisreaktiossa hiiva kayttaa ravinnokseen entsymaatti-
sessa hydrolyysissa syntyneitd sokereita ja hiivan aineenvaihdunnan seurauk-
sena syntyy etanolia ja hiilidioksidia (Tiede 2002). Tama tapahtuu samanaikai-
sesti, kun entsyymit pilkkovat raaka-aineesta sokereita, niin hiiva kayttaa niita

ravinnokseen. Kun raaka-aineesta on kaytetty kaikki saatavilla oleva sokeri niin

kayminen loppuu.

Kuva 5. Kaymisastioita vesihauteessa (Kuva: Esko Tiainen).
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2.8 Tislaus

Tislauksessa pyritaan erottomaan kaksi nestetta toisistaan niiden eri kiehumis-
pisteiden vuoksi. Etanoli erottuu tislaamalla vedesta sen matalamman kiehumis-
pisteen ansiosta, joka on 78°C ja vedella 100°C (Etanolin kansainvalinen kemi-
kaalikortti 2020). Tislauslaitteisto koostuu lammityslevysta ja sen paalle
kiinnitettavasta tislauskolvista. Tislauskolvin pohjalle laitetaan muutamia kiehu-
makivia, joilla varmistetaan tasainen kiehuminen ja sen jalkeen lisataan tislattava
neste. Kolvista nousee yldspain vigreux-kolonni, jota pitkin hdyry etenee ja sen
huipulla on lampdmittari. Lampdmittarin kohdasta lahtee viistosti alaspain jaah-
dytinputki, jossa on vesikierto ja siella hoyry tiivistyy takaisin nesteeksi ja valuu
putkea pitkin kerayskolviin, jonne tisle muodostuu. (Turunen 2021.)

\ ff

Kuva 6. Tislauslaitteisto (Kuva: Jesse Seila).
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3 Opinnaytetyon tarkoitus ja menetelmat

limaston lampenemisen seurauksesta biopolttoaineet ovat nousseet suuresti
esille ja ovat olleet ja tulevat olemaan merkittava tutkimuskohde nyt ja myos tu-
levaisuudessa. Biopolttoainetta tehdaan maailmalla suuria erida mm. maissista ja
sokeriruokosta hyvalla menestykselld, mutta myos pienemmissa maarin jatteista
ja kierratetyista materiaaleista. (Sitra 2021.) Naita jalkimmaisia kutsutaan toisen
sukupolven biopolttoaineiksi, joihin opinnaytetydssa kayttamamme raaka-aine

kuuluu.

3.1 Opinnaytetyon tarkoitus

Opinnaytetyon tarkoituksena oli tutkia, onko Varkauden Stora Enson tehtaalta
tulevaa jatekuitua mahdollista ja taloudellisesti kannattavaa jatkojalostaa bioeta-
noliksi. Tarkoitus oli testata kuitujate raaka-ainetta bioetanolin tuotannossa kayt-
taen eri entsyymeita ja happopitoisuuksia ja selvittaa, milla saadaan paras lop-
putulos. OpinnaytetyOssa kaytettiin kahta eri entsyymilajiketta, ja niista tehtiin
useita kokeita entsyymia kohden. Kokeet olivat muuten samanlaisia, mutta niiden

happo- ja entsyymipitoisuudet vaihtelevat.

3.2 Tyovaiheet ja kaytetyt menetelmat

Kokeet tehtiin Karelia-ammattikorkeakoulun Sirkkalan laboratoriotiloissa. Ko-
keissa kaytetyt menetelmat ja tyovaiheet:
1. Happo- ja emasliuoksien valmistaminen.
2. Raaka-aineen esikasittely kuumassa happoliuoksessa refluksointilaitteis-
ton avulla.
3. Raaka-aineen erotus happoliuoksesta imusuodatuslaitteiston avulla.
4. pH:n neutralisointi emaksella ja ionivaihdetulla vedella seka pH:n mittaa-
minen.

5. Raaka-aineen siirtdminen kaymisastiaan seka entsyymin ja veden lisays.
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Seuraavana paivana sokereiden mittaus ja hiivan lisdaminen kaymisasti-

aan.

. Viikkon paasta nesteen ja kiinteanaineen erotus imusuodatuslaitteiston

avulla.
Nesteen tislaus tislauslaitteistolla ja saadun tisleen etanolipitoisuuden
maarittdminen massan perusteella. (liite 2.).

Tulosten kirjaaminen.

Kokeissa kaytetty valineisto

Opinnaytety0ssa kayttdmamme valineista koostui seuraavista:

1.

9.

© N o g Bk~ WD

Kosteusanalysaattori, Precisa XM 50
Tarkkuusvaaka, Metler AJ150
Tarkkuusvaaka, Ohans model: AX324
Vaaka, Precisa XB 3200C
Infrapunalampoémittari, CRX
pH-liuskat

pipetit 5 ml ja 10 ml

finpipet 5 ml

Mittalasit

10. Keitinpullot
11.Verensokerimittari, CareSensN
12.Vesihaude, Kottermann GWB

13.Lammityslevy magneettisekoittajalla, Framo Geratetechnik M21/1

14.Refluksointilaitteisto

15.Imusuodatuslaitteisto

16. Tislauslaitteisto
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4 Koejarjestelyt

Alla on lueteltuna jarjestyksessa kaikki tehdyt laboratorio kokeet. Kohdassa 5 on

tarkasteltu tarkemmin tuloksia ja niiden yhteenveto taulukoituna.

4.1 Koe 1: Trichoderma Sp. 0,25 g, 20 til.-% happoesikasittely

Koe aloitettiin 27.1.2021 sulattamalla pakastettua raaka-ainetta sopiva maara
huoneen lammossa. Raaka-aineesta otettiin pieni nayte, josta mitattiin kuiva-ai-
neprosentti. Raaka-aineen kuiva-aine prosentti oli 38,95 %. Taman jalkeen
raaka-ainetta punnittiin keitinpulloon noin 150 g. Raaka-aineen tarkaksi massaksi

saatiin vaa’alla 151,85 g ja kuiva-ainetta tasta oli 59,15 g.

Taman jalkeen tehtiin valmiiksi kokeissa 1—4 tarvittavat rikkihappoliuokset ja nat-
riumhydroksidi emasliuos, joka riitti kaikkiin kokeisiin. Rikkihappoliuos muodostui
400 ml:sta rikkihappoa (95.0-98.0 %) ja 1600 ml:sta ionivaihdettua vetta. Taten
rikkihappoliuoksen voimakkuudeksi tuli n. 20 til.-%. Natriumhydroksidiliuokseen
laitettiin 20 g natriumhydroksidirakeita ja 1000 ml ionivaihdettua vetta. Natrium-

hydroksidin moolimassa on n. 40 g/mol. Nain ollen saatiin 1000 ml liuosta, jonka

konsentraatio oli 0,5 mol/l.

Kuva 7. Natriumhydroksidin ja rikkihapon mittaaminen (Kuva: Jesse Seila).
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Keitinpulloon lisattiin 500 ml 20 til.-% rikkihappoa seka magneettisekoittajan se-
koitussauva. Keitinpullo laitettiin vetokaapissa olevan lammittdvan magneet-
tisekoittimen paalle. Keitinpullon paalle rakennettiin refluksointilaitteisto, johon
laitettiin vesikierto. Seosta alettiin lammittamaan magneettisekoittajalla samalla
sekoittaen. Lampatilaa mitattiin valilla infrapunalampaétilamittarilla pullon eri koh-
dista. Tarkoitus oli nostaa lampétila noin 100 C°:seen ja pitaa sitd maaratyssa
lampotilassa 15 min. Ensimmaisessa kokeessa oltiin varovaisia ja nostettiin [am-
potilaa todella varovaisesti kohti 100 C°:tta. Johtuen hitaasta [ampdétilan nostosta
lammitettiin seosta yhteensa noin tunnin verran. Hitaalla lampédtilan nostolla ja
nain ollen pitkalla Iammitysajalla oli mahdollisesti vaikutusta kokeen lopputulok-

seen.

Kun seosta oli lammitetty maaratty aika, nostettiin keitinpullo hetkeksi jaahty-
maan, minka jalkeen alettiin imusuodattamaan nestetta pois seoksesta. Materi-
aalin pH mitattiin, joka oli tassa vaiheessa pH 1:n luokkaa. Raaka-ainetta alettiin
neutralisoimaan huuhtomalla sitd aiemmin valmistetulla 0,5 moolisella natrium-
hydroksidilla eli lipealla seka ionivaihdetulla vedella. Lipeaa ja vetta kaadettiin
materiaalin paalle ja imusuodatettiin se pois useita kertoja, kunnes materiaalin

pH oli pH-liuskalla mitaten 7.

Neutralisoitu materiaali laitettiin kdymisastiaan ja lisattiin sekaan 500 ml ionivaih-
dettua vetta seka 0,25 g Trichoderma sp. -entsyymia. Entsyymi oli punnittu aiem-
min tarkkuusvaa’alla ja sekoitettuna pipetilla mitattuun maaraan ionivaihdettua

vetta. Entsyymi annosteltiin Finnpipetilla.

Glukoosin maara mitattiin noin puolen tunnin paasta verensokerimittarilla. Mittari
naytti lukemaa "low”, eli sokereita ei vield ollut muodostunut tai niita oli erittain

vahan.
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Kuva 8. Entsyymin annostelua kdymisastiaan (Kuva: Jesse Seila).

Seuraavana paivana 28.1.2021 tultiin mittaamaan glukoosin maaraa. Mittaustu-
lokseksi saatiin noin 20 tunnin jalkeen 5,8 mmol/l. Kdymisastiaan lisattiin noin 2
g kuivahiivaa, astiaan laitettiin vesilukko ja astiaa sekoitettiin ravistamalla. Kay-

misastia jatettiin noin viikoksi 30 C°:seen vesihauteeseen.

Koetta jatkettiin 5.2.2021 eli materiaali oli saanut kayda noin 8 vuorokautta. En-
simmaiseksi imusuodatettiin kdymisastiassa oleva materiaali. Neste otettiin tal-

teen ja kiintea aines havitettiin. Nestetta saatiin tislattavaksi noin 600 ml.

Seuraavaksi rakennettiin tislauslaitteisto ja laitettiin neste tislauskolviin ja sekaan
muutama kiehumakivi tasoittamaan kiehumista. Punnittiin astia, johon valmis tisle
valuisi tislauslaitteistosta. Alettiin lammittdmaan kolvia. Nesteen lampenemiseen
halutulle tasolle kului aikaa reilu 15 minuuttia. Lampo6a pidettiin noin 95-99
C°:ssa, koska tisletta ei tahtonut muuten tulla tarpeeksi. Tislaus lopetettiin noin

tunnin kuluttua siita hetkesta, kun kolvia alettiin lammittamaan.

Saatu tisle punnittiin astioineen tarkkuusvaa’alla ja lukemasta vahennettiin tyhjan
astian massan. Saadun tisleen massa kirjattiin ylés, mika oli 48, 4503 g.
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Tisleesta otettiin kaksi 10 ml naytetta pipetilla ja nayte punnittiin tarkkuusvaa’alla,
joka oli taarattu hetkea aiemmin kyseiselle naytelasille. Punnituksen jalkeen tisle
laitettiin takaisin alkuperaiseen tislelasiin, josta nayte oli otettu. Nain ollen tisletta
riitti useaan punnitukseen. Naytteen massan ja tilavuuden avulla saatiin laske-
tuksi tisleen tiheys jakamalla massa tilavuudella. Ensimmaisen naytteen tihey-
deksi saatiin 0,9824 g/ml ja toisen naytteen 0,9835 g/ml. Tiheyksien keskiarvoksi
saatiin 0,9830 g/ml. Tiheyden perusteella pystyttiin arvioimaan tisleessa olevan
etanolin massaprosentti taulukosta (lite 2) katsomalla. Taman testin tisleessa ol
n. 9,5 % puhdasta etanolia. Nain ollen tisleessa oli 4,6028 g puhdasta etanolia.
Jakamalla tisleessa oleva etanolin massa raaka-aineen kuiva-aineen massalla,
joka oli 59,15 g, saatiin lasketuksi raaka-aineen konversioaste etanoliksi. Konver-
sioasteeksi tuli 7,78 %. Konversioaste kuvaa tuotetun etanolin massan prosent-

tiosuutta sen valmistamiseen kaytetyn raaka-aineen kuiva-aineen massasta.

4.2 Koe 2: Aspergillus Sp. 20 ml, 20 til.-% happoesikasittely

Koe aloitettiin 27.1.2021 sulattamalla pakastettua raaka-ainetta sopiva maara
huoneen lammossa. Raaka-aineesta otettiin pieni nayte, josta mitattiin kuiva-ai-
neprosentti. Raaka-aineen kuiva-aineprosentti oli 38,95 %. Taman jalkeen pun-
nittiin raaka-ainetta keitinpulloon noin 150 g. Raaka-aineen tarkaksi massaksi

saatiin vaa’alla 150,47 g ja kuiva-ainetta tasta oli 58,61 g.

Keitinpulloon lisattiin 500 ml 20 til.-% rikkihappoa seka magneettisekoittajan se-
koitussauva. Keitinpullo laitettiin vetokaapissa olevan lammittavan magneet-
tisekoittimen paalle. Keitinpullon paalle rakennettiin refluksointilaitteisto, johon
laitettiin vesikierto. Seosta alettiin lammittamaan magneettisekoittajalla samalla
sekoittaen. Infrapunalampaétilamittarilla mitattiin valilla pullon 1ampdtilaa eri koh-
dista. Lampdtila nostettiin keskimaarin 100 C°:seen ja pidettiin sitd maaratyssa

lampdtilassa 15 min.
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Kuva 9. Lampdtilan mittaaminen kuumasta happoliuoksesta (Kuva: Jesse
Seila).

Kun seosta oli lammitetty maaratty aika, nostettiin keitinpullo hetkeksi jaahty-
maan, minka jalkeen alettiin imusuodattamaan nestetta pois seoksesta. Materi-
aalin pH mitattiin, joka oli tassa vaiheessa pH 1:n luokkaa. Raaka-ainetta alettiin
neutralisoimaan huuhtomalla sitd aiemmin valmistetulla 0,5 moolisella natrium-
hydroksidilla eli lipealla seka ionivaihdetulla vedella. Materiaalin paalle kaadettiin
lipeaa ja vetta ja imusuodatettiin se pois useita kertoja, kunnes materiaalin pH oli

pH-liuskalla mitaten 7.

Neutralisoitu materiaali laitettiin kdymisastiaan ja lisattiin sekaan 500 ml ionivaih-
dettua vetta seka 20 millilitraa Aspergillus sp. entsyymia. Kyseinen entsyymi oli

nestemaista, joten se oli helppo annostella Finnpipetilla.

Glukoosin maara mitattiin noin puolen tunnin paasta verensokerimittarilla. Mittari

naytti lukemaa "low”, eli sokereita ei vield ollut muodostunut.

Seuraavana paivana 28.1.2021 tultiin mittaamaan glukoosin maaraa. Mittaustu-

lokseksi saatiin noin 20 tunnin jalkeen edelleen "low”. Kdymisastiaan lisattiin noin
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2 g kuivahiivaa, astiaan laitettiin vesilukko ja sita sekoitettiin ravistamalla. Kay-

misastia jatettiin noin viikoksi 30 C°:seen vesihauteeseen.

Koetta jatkettiin 5.2.2021 eli materiaali oli saanut kayda noin 8 vuorokautta. En-
simmaiseksi imusuodatettiin kdymisastiassa oleva materiaali. Neste otettiin tal-

teen ja kiintea aines havitettiin. Nestetta saatiin tislattavaksi noin 550 ml.

Seuraavaksi rakennettiin tislauslaitteisto ja laitettiin neste tislauskolviin ja sekaan
muutama kiehumakivi tasoittamaan kiehumista. Punnittiin astia, johon valmis tisle
valuisi tislauslaitteistosta. Alettiin lammittamaan kolvia. Nesteen lampenemiseen
halutulle tasolle kului aikaa reilu 15 minuuttia. Lampo6a pidettiin noin 95-99
C°:ssa, koska tisletta ei tahtonut muuten tulla tarpeeksi. Tislaus lopetettiin noin

tunnin kuluttua siita hetkesta, kun kolvia alettiin lammittamaan.

Saatu tisle punnittiin astioineen tarkkuusvaa’alla ja vahennettiin lukemasta tyhjan
astian massa. Saadun tisleen massa kirjattiin ylos, joka oli 6,9431 g.

Johtuen tisleen vahaisesta maarasta talla kertaa otettiin tisleesta kaksi 5 ml nay-
tetta pipetilla ja punnittiin nayte tarkkuusvaa’alla, joka oli taarattu hetkea aiemmin
kyseiselle naytelasille. Punnituksen jalkeen tisle laitettiin takaisin alkuperaiseen
tislelasiin, josta nayte oli otettu. Nain ollen tisletta riitti useaan punnitukseen.
Naytteen massan ja tilavuuden avulla saatiin lasketuksi tisleen tiheys jakamalla
massa tilavuudella. Ensimmaisen naytteen tiheydeksi saatiin 0,9799 g/ml ja toi-
sen naytteen 0,9820 g/ml. Tiheyksien keskiarvoksi saatiin 0,9810 g/ml. Tiheyden
perusteella pystyttiin arvioimaan tisleessa olevan etanolin massaprosentti taulu-
kosta (lite 2) katsomalla. Taman testin tisleessa oli n. 11 % puhdasta etanolia.
Nain ollen tisleessa oli 0,7637 g puhdasta etanolia. Jakamalla tisleessa oleva
etanolin massa raaka-aineen kuiva-aineen massalla, joka oli 58,61 g, saatiin las-

ketuksi raaka-aineen konversioaste etanoliksi. Konversioasteeksi tuli 1,3 %.
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4.3 Koe 3: Trichoderma Sp. 0,25 g, 20 til.-% happoesikasittely

Koe aloitettiin 27.1.2021 sulattamalla pakastettua raaka-ainetta sopiva maara
huoneen lammossa. Raaka-aineesta otettiin pieni nayte, josta mitattiin kuiva-ai-
neprosentti. Raaka-aineen kuiva-aineprosentti oli 38,95 %. Taman jalkeen pun-
nittiin raaka-ainetta keitinpulloon noin 150 g. Raaka-aineen tarkaksi massaksi

saatiin vaa’alla 153,38 g ja kuiva-ainetta tasta oli 59,74 g.

Keitinpulloon lisattiin 500 ml 20 til.-% rikkihappoa seka magneettisekoittajan se-
koitussauva. Keitinpullo laitettiin vetokaapissa olevan lammittdvan magneet-
tisekoittimen paalle. Keitinpullon paalle rakennettiin refluksointilaitteisto, johon
laitettiin vesikierto. Seosta alettiin lammittamaan magneettisekoittajalla samalla
sekoittaen. Infrapunalampdtilamittarilla mitattiin valilla pullon Iampdtilaa eri koh-
dista. Lampadtila nostettiin keskimaarin 100 C°:seen ja pidettiin sitd maaratyssa

lampdtilassa 30 min.

Kun seosta oli lammitetty maaratty aika, nostettiin keitinpullo hetkeksi jaahty-
maan, minka jalkeen alettiin imusuodattamaan nestetta pois seoksesta. Materi-
aalin pH mitattiin, joka oli tassa vaiheessa pH 1:n luokkaa. Raaka-ainetta alettiin
neutralisoimaan huuhtomalla sitd aiemmin valmistetulla 0,5 moolisella natrium-
hydroksidilla eli lipealla seka ionivaihdetulla vedella. Lipeaa ja vetta kaadettiin
materiaalin paalle ja imusuodatettiin se pois useita kertoja, kunnes materiaalin

pH oli pH-liuskalla mitaten 7.

Neutralisoitu materiaali laitettiin kdymisastiaan ja lisattiin sekaan 500 ml ionivaih-
dettua vetta seka 0,25 g Trichoderma sp. entsyymia. Entsyymi oli punnittu aiem-
min tarkkuusvaa’alla ja sekoitettuna pipetilla mitattuun maaraan ionivaihdettua

vetta. Entsyymi annosteltiin Finnpipetilla.

Glukoosin maara mitattiin noin puolen tunnin paasta verensokerimittarilla. Mittari

naytti lukemaa "low”, eli sokereita ei viela ollut muodostunut.

Seuraavana paivana 28.1.2021 tultiin mittaamaan glukoosin maaraa. Mittaustu-

lokseksi saatiin noin 20 tunnin jalkeen 9,9 mmol/l. Kdymisastiaan lisattiin noin 2
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g kuivahiivaa, astiaan laitettiin vesilukko ja sita sekoitettiin ravistamalla. Kaymis-

astia jatettiin noin viikoksi 30 C°:seen vesihauteeseen.

Koetta jatkettiin 5.2.2021 eli materiaali oli saanut kayda noin 8 vuorokautta. En-
simmaiseksi imusuodatettiin kdymisastiassa oleva materiaali. Neste otettiin tal-

teen ja kiintea aines havitettiin. Nestetta saatiin tislattavaksi noin 600 ml.

Seuraavaksi rakennettiin tislauslaitteisto ja laitettiin neste tislauskolviin ja sekaan
muutama kiehumakivi tasoittamaan kiehumista. Punnittiin astia, johon valmis tisle
valuisi tislauslaitteistosta. Alettiin lammittdmaan kolvia. Nesteen lampenemiseen
halutulle tasolle kului aikaa reilu 15 min. Lampo6a pidettiin noin 95-99 C°:ssa,
koska tisletta ei tahtonut muuten tulla tarpeeksi. Tislaus lopetettiin noin tunnin

kuluttua siita hetkesta, kun kolvia alettiin lammittamaan.

Kuva 10. Tislauksesta saatu etanolitisle (Kuva: Jesse Seila).

Saatu tisle punnittiin astioineen tarkkuusvaa’alla ja vahennettiin lukemasta tyhjan
astian massa. Kirjattiin saadun tisleen massa ylos, joka oli 24,789 g.

Tisleesta otettiin kaksi 10 ml naytetta pipetilla ja punnittin naytteet tarkkuus-
vaa’alla, joka oli taarattu hetkea aiemmin kyseiselle naytelasille. Punnituksen jal-
keen tisle laitettiin takaisin alkuperaiseen tislelasiin, josta nayte oli otettu. Nain

ollen tisletta riitti useaan punnitukseen. Naytteen massan ja tilavuuden avulla
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saatiin lasketuksi tisleen tiheys jakamalla massa tilavuudella. Ensimmaisen nayt-
teen tiheydeksi saatiin 0,9826 g/ml ja toisen naytteen 0,9822 g/ml. Tiheyksien
keskiarvoksi saatiin 0,9824 g/ml. Tiheyden perusteella pystyttiin arvioimaan tis-
leessa olevan etanolin massaprosentti taulukosta (liite 2) katsomalla. Taman tes-
tin tisleessa oli n. 9,5 % puhdasta etanolia. Nain ollen tisleessa oli 2,3550 g puh-
dasta etanolia. Jakamalla tisleessa oleva etanolin massa raaka-aineen kuiva-
aineen massalla, joka oli 59,74 g, saatiin lasketuksi raaka-aineen konversioaste
etanoliksi. Konversioasteeksi tuli 3,94 %.

4.4 Koe 4: Aspergillus Sp. 20 ml, 20 til.-% happoesikasittely

Koe aloitettiin 27.1.2021 sulattamalla pakastettua raaka-ainetta sopiva maara
huoneen lammaodssa. Raaka-aineesta otettiin pieni nayte, josta mitattiin kuiva-ai-
neprosentti. Raaka-aineen kuiva-aineprosentti oli 38,95 %. Taman jalkeen pun-
nittiin raaka-ainetta keitinpulloon noin 150 g. Raaka-aineen tarkaksi massaksi

saimme vaa’alla 154,81 g ja kuiva-ainetta tasta oli 60,30 g.

Keitinpulloon lisattiin 500 ml 20 til.-% rikkihappoa sekad magneettisekoittajan se-
koitussauva. Keitinpullo laitettiin vetokaapissa olevan lammittavan magneet-
tisekoittimen paalle. Keitinpullon paalle rakennettiin refluksointilaitteisto, johon
laitettiin vesikierto. Seosta alettiin lammittamaan magneettisekoittajalla samalla
sekoittaen. Infrapunalampadtilamittarilla mitattiin valilla pullon 1ampdtilaa eri koh-
dista. Lampdtila nostettiin keskimaarin 100 C°:seen ja pidimme sitd maaratyssa
lampdtilassa 30 min.

Kun seosta oli lammitetty maaratty aika, nostettiin keitinpullo hetkeksi jaahty-
maan, minka jalkeen alettiin imusuodattamaan nestetta pois seoksesta. Materi-
aalin pH mitattiin, joka oli tassa vaiheessa pH 1:n luokkaa. Raaka-ainetta alettiin
neutralisoimaan huuhtomalla sitd aiemmin valmistetulla 0,5 moolisella natrium-
hydroksidilla eli lipealla seka ionivaihdetulla vedella. Lipeaa ja vetta kaadettiin
materiaalin paalle ja imusuodatettiin se pois useita kertoja, kunnes materiaalin

pH oli pH-liuskalla mitaten 7.
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Neutralisoitu materiaali laitettiin kdymisastiaan ja lisattiin sekaan 500 ml ionivaih-
dettua vetta seka 20 ml Aspergillus sp. entsyymia. Kyseinen entsyymi oli neste-

maista, joten se oli helppo annostella Finnpipetilla.

Glukoosin maara mitattiin noin puolen tunnin paasta verensokerimittarilla. Mittari

naytti lukemaa "low”, eli sokereita ei viela ollut muodostunut.

Seuraavana paivana 28.1.2021 tultiin mittaamaan glukoosin maaraa. Mittaustu-
lokseksi saatiin noin 20 tunnin jalkeen edelleen "low”. Kdymisastiaan lisattiin noin
2 g kuivahiivaa, laitettiin astiaan vesilukko ja sekoitettiin sita ravistamalla. Kay-

misastia jatettiin noin viikoksi 30 C°:seen vesihauteeseen.

Koetta jatkettiin 5.2.2021 eli materiaali oli saanut kdyda noin 8 vuorokautta. En-
simmaiseksi imusuodatettiin kdymisastiassa oleva materiaali. Neste otettiin tal-

teen ja kiintea aines havitettiin. Nestetta saatiin tislattavaksi noin 550 ml.

Seuraavaksi rakennettiin tislauslaitteisto ja laitettiin neste tislauskolviin ja sekaan
muutama kiehumakivi tasoittamaan kiehumista. Punnittiin astia, johon valmis tisle
valuisi tislauslaitteistosta. Alettiin lammittamaan kolvia. Nesteen lampenemiseen
halutulle tasolle kului aikaa reilu 15 minuuttia. Lampo6a pidettiin noin 95-99
C°:ssa, koska tisletta ei tahtonut muuten tulla tarpeeksi. Tislaus lopetettiin noin

tunnin kuluttua siita hetkesta, kun kolvia alettiin lammittamaan.

Saatu tisle punnittiin astioineen tarkkuusvaa’alla ja vahennettiin lukemasta tyhjan
astian massa. Kirjattiin saadun tisleen massa yl0s, joka oli 27,9801 g.

Tisleesta otettiin kaksi 10 ml naytetta pipetilla ja punnittiin nayte tarkkuusvaa’alla,
joka oli taarattu hetkea aiemmin kyseiselle naytelasille. Punnituksen jalkeen tisle
laitettiin takaisin alkuperaiseen tislelasiin, josta nayte oli otettu. Nain ollen tisletta
riitti useaan punnitukseen. Naytteen massan ja tilavuuden avulla saatiin laske-
tuksi tisleen tiheys jakamalla massa tilavuudella. Ensimmaisen naytteen tihey-
deksi saimme 0,9853 g/ml ja toisen naytteen 0,9826 g/ml. Tiheyksien keskiar-

voksi saatiin 0,9840 g/ml. Tiheyden perusteella pystyttiin arvioimaan tisleessa
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olevan etanolin massaprosentti taulukosta (liite 2) katsomalla. Taman testin tis-
leessa oli n. 8,5 % puhdasta etanolia. Nain ollen tisleessa oli 2,3783 g puhdasta
etanolia. Jakamalla tisleessa oleva etanolin massa raaka-aineen kuiva-aineen

massalla, joka oli 60,2985 g, saatiin lasketuksi raaka-aineen konversioaste eta-

noliksi. Konversioasteeksi tuli 3,94 %.

Kuva 11.  Kokeiden 1-4 saadut tisleet (Kuva: Jesse Seila).

4.5 Koe 5: Trichoderma Sp. 0,25 g, 30 til.-% happoesikasittely

Koe aloitettiin 4.2.2021 sulattamalla pakastettua raaka-ainetta sopiva maara huo-
neen lammadssa. Raaka-aineesta otettiin pieni nayte, josta mitattiin kuiva-ainepro-
sentti. Raaka-aineen kuiva-aine prosentti oli 38,95 %. Taman jalkeen punnittiin
raaka-ainetta keitinpulloon noin 150 g. Raaka-aineen tarkaksi massaksi saatiin
vaa’'alla 150,68 g ja kuiva-ainetta tasta oli 58,69 g.
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Seuraavaksi valmistettiin kokeissa 5 ja 7 tarvittavat rikkihappoliuokset. Rikkihap-
poliuos muodostui 300 ml:sta rikkihappoa (95.0-98.0 %) ja 700 ml:sta ionivaih-

dettua vettd. Tastd muodostui n. 30 til.-% rikkihappoliuos.

Keitinpulloon lisattiin 500 ml 30 til.-% rikkihappoa seka magneettisekoittajan se-
koitussauva. Keitinpullo laitettiin vetokaapissa olevan lammittdvan magneet-
tisekoittimen paalle. Keitinpullon paalle rakennettiin refluksointilaitteisto, johon
laitettiin vesikierto. Seosta alettiin lammittamaan magneettisekoittajalla samalla
sekoittaen. Infrapunalampaétilamittarilla mitattiin valilla pullon lampétilaa eri koh-

dista. Lampadtila nostettiin keskimaarin 100 C°:seen ja pidettiin sitd maaratyssa

lampdtilassa 15 min.

e g -

Kuva 12. Happoliuoksen lisdaminen raaka-aineeseen (Kuva: Jesse Seila).

Kun seosta oli lammitetty maaratty aika, nostettiin keitinpullo hetkeksi jaahty-
maan, minka jalkeen alettiin imusuodattamaan nestettad pois seoksesta. Materi-

aalin pH mitattiin, joka oli tdssa vaiheessa pH 1:n luokkaa. Raaka-ainetta alettiin
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neutralisoimaan huuhtomalla sitd aiemmin valmistetulla 0,5 moolisella natrium-
hydroksidilla eli lipealla seka ionivaihdetulla vedella. Lipeaa ja vetta kaadettiin
materiaalin paalle ja imusuodatettiin se pois useita kertoja, kunnes materiaalin

pH oli pH-liuskalla mitaten 7.

Kuva 13. Raaka-aine happokasittelyn ja imusuodatuksen jalkeen (Kuva:
Jesse Seila).

Neutralisoitu materiaali laitettiin kdymisastiaan ja lisattiin sekaan 500 ml ionivaih-
dettua vetta seka 0,25 g Trichoderma sp. entsyymia. Entsyymi oli punnittu aiem-
min tarkkuusvaa’alla ja sekoitettuna pipetilla mitattuun maaraan ionivaihdettua

vetta. Entsyymi annosteltiin Finnpipetilla.

Glukoosin maara mitattiin noin puolen tunnin paasta verensokerimittarilla. Mittari

naytti lukemaa "low”, eli sokereita ei viela ollut muodostunut.

Seuraavana paivana 5.2.2021 tultin mittaamaan glukoosin maaraa. Mittaustu-
lokseksi saatiin noin 18 tunnin jalkeen 7,4 mmol/l. Kdymisastiaan lisattiin noin 2
g kuivahiivaa, astiaan laitettiin vesilukko ja sita sekoitettiin ravistamalla. Kaymis-

astia jatettiin noin viikoksi 30 C°:seen vesihauteeseen.
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Koetta jatkettiin 12.2.2021 eli materiaali oli saanut kdyda noin 7 vuorokautta.
Tasta erasta mitattiin glukoosipitoisuus ennen imusuodatusta. Lukemia saatiin
1:n ja 3:n mmol/l valilta. Eli sokereita oli hieman jaljella, vaikka kaymista oli kes-
tanyt jo viikon verran. Taman jalkeen imusuodatettiin kaymisastiassa oleva ma-
teriaali. Neste otettiin talteen ja kiintea aines havitettiin. Nestetta saatiin tislatta-

vaksi noin 550 ml.

Seuraavaksi rakennettiin tislauslaitteisto ja laitettiin neste tislauskolviin ja sekaan
muutama kiehumakivi tasoittamaan kiehumista. Punnittiin astia, johon valmis tisle
valuisi tislauslaitteistosta. Alettiin lammittamaan kolvia. Nesteen lampenemiseen
halutulle tasolle kului aikaa reilu 15 min. Lampda pidettiin noin 95-99 C°:ssa,
koska tisletta ei tahtonut muuten tulla tarpeeksi. Tislaus lopetettiin noin tunnin

kuluttua siita hetkesta, kun kolvia alettiin lammittamaan.

Saatu tisle punnittiin astioineen tarkkuusvaa’alla ja lukemasta vahennettiin tyhjan
astian massa. Saadun tisleen massa kirjattiin ylos, joka oli 32,0821 g.

Tisleesta otettiin kaksi 10 ml naytetta pipetilld ja punnittiin naytteet tarkkuus-
vaa’alla, joka oli taarattu hetkea aiemmin kyseiselle naytelasille. Punnituksen jal-
keen tisle laitettiin takaisin alkuperaiseen tislelasiin, josta nayte oli otettu. Nain
ollen tisletta riitti useaan punnitukseen. Naytteen massan ja tilavuuden avulla
saatiin lasketuksi tisleen tiheys jakamalla massa tilavuudella. Ensimmaisen nayt-
teen tiheydeksi saatiin 0,9903 g/ml ja toisen naytteen 0,9902 g/ml. Tiheyksien
keskiarvoksi saatiin 0,9902 g/ml. Tiheyden perusteella pystyttiin arvioimaan tis-
leessa olevan etanolin massaprosentti taulukosta (liite 2) katsomalla. Taman tes-
tin tisleessa oli n. 4,5 % puhdasta etanolia. Nain ollen tisleessa oli 1,4437 g puh-
dasta etanolia. Jakamalla tisleessa oleva etanolin massa raaka-aineen kuiva-
aineen massalla, joka oli 58,69 g, saatiin lasketuksi raaka-aineen konversioaste
etanoliksi. Konversioasteeksi tuli 2,46 %.
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4.6 Koe 6: Aspergillus Sp. 40 ml, 30 til.-% happoesikasittely

Koe aloitettiin 11.2.2021 sulattamalla pakastettua raaka-ainetta sopiva maara
huoneen lammossa. Raaka-aineesta otettiin pieni nayte, josta mitattiin kuiva-ai-
neprosentti. Raaka-aineen kuiva-aineprosentti oli 38,77 %. Taman jalkeen pun-
nittiin raaka-ainetta keitinpulloon noin 150 g. Raaka-aineen tarkaksi massaksi

saatiin vaa’alla 151,90 g ja kuiva-ainetta tasta oli 58,89 g.

Taman jalkeen valmistettiin kokeissa 6 ja 8 tarvittavat rikkihappoliuokset. Rikki-
happoliuos muodostui 300 ml:sta rikkihappoa (95.0-98.0 %) ja 700 ml:sta ioni-
vaihdettua vetta. Tasta muodostui n. 30 til.-% rikkihappoliuos.

Keitinpulloon lisattiin 500 ml 30 til.-% rikkihappoa seka magneettisekoittajan se-
koitussauva. Keitinpullo laitettiin vetokaapissa olevan lammittdvan magneet-
tisekoittimen paalle. Keitinpullon paalle rakennettiin refluksointilaitteisto, johon
laitettiin vesikierto. Seosta alettiin lammittamaan magneettisekoittajalla samalla
sekoittaen. Infrapunalampdtilamittarilla mitattiin valilla pullon lampdtilaa eri koh-
dista. Lampadtila nostettiin keskimaarin 100 C°:seen ja pidettiin sitd maaratyssa

lampdtilassa 15 min.

Kun seosta oli lammitetty maaratty aika, nostettiin keitinpullo hetkeksi jaahty-
maan, jonka jalkeen alettiin imusuodattamaan nestetta pois seoksesta. Materiaa-
lin pH mitattiin, joka oli tassa vaiheessa pH 1:n luokkaa. Raaka-ainetta alettiin
neutralisoimaan huuhtomalla sitd aiemmin valmistetulla 0,5 moolisella natrium-
hydroksidilla eli lipealla seka ionivaihdetulla vedella. Lipeaa ja vetta kaadettiin
materiaalin paalle ja imusuodatettiin se pois useita kertoja, kunnes materiaalin

pH oli pH-liuskalla mitaten 7.

Neutralisoitu materiaali laitettiin kdymisastiaan ja lisattiin sekaan 500 ml ionivaih-
dettua vetta seka 40 ml Aspergillus sp. entsyymia. Kyseinen entsyymi oli neste-

maista, joten se oli helppo annostella Finnpipetilla.

Glukoosin maara mitattiin noin puolen tunnin paasta verensokerimittarilla. Mittari

naytti lukemaa "low”, eli sokereita ei viela ollut muodostunut.



33

Seuraavana paivana 12.2.2021 tultiin mittaamaan glukoosin maaraa. Mittaustu-
lokseksi saatiin noin 22 tunnin jalkeen edelleen "low”. Kdymisastiaan lisattiin noin
2 g kuivahiivaa, astiaan laitettiin vesilukko ja sita sekoitettiin ravistamalla. Kay-
misastia jatettiin noin viikoksi 30 C°:seen vesihauteeseen.

-

—
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Kuva 14. Raaka-aine n. viikon kdymisreaktion jalkeen (Kuva: Jesse Seila).

Koetta jatkettiin 18.2.2021 eli materiaali oli saanut kdyda noin 6 vuorokautta. En-
simmaiseksi imusuodatettiin kdymisastiassa oleva materiaali. Neste otettiin tal-

teen ja kiintea aines havitettiin. Nestetta saatiin tislattavaksi noin 600 ml.
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Kuva 15.  Nesteen lisaaminen tislauskolviin (Kuva: Jesse Seila).

Seuraavaksi rakennettiin tislauslaitteisto ja laitettiin neste tislauskolviin ja sekaan
muutama kiehumakivi tasoittamaan kiehumista. Punnittiin astia, johon valmis tisle
valuisi tislauslaitteistosta. Alettiin lammittamaan kolvia. Nesteen lampenemiseen
halutulle tasolle kului aikaa reilu 15 min. Lampda pidettiin noin 95-99 C°:ssa,
koska tisletta ei tahtonut muuten tulla tarpeeksi. Tislaus lopetettiin noin tunnin

kuluttua siita hetkesta, kun kolvia alettiin lammittamaan.

Saatu tisle punnittiin astioineen tarkkuusvaa’alla ja vahennettiin lukemasta tyhjan

astian massa. Saadun tisleen massa kirjattiin ylos, joka oli 41,6098 g.

Tisleesta otettiin kaksi 10 ml naytetta pipetilla ja punnittiin nayte tarkkuusvaa’alla,
joka oli taarattu hetkea aiemmin kyseiselle naytelasille. Punnituksen jalkeen tisle
laitettiin takaisin alkuperaiseen tislelasiin, josta nayte oli otettu. Nain ollen tisletta

riitti useaan punnitukseen. Naytteen massan ja tilavuuden avulla saatiin laske-
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tuksi tisleen tiheys jakamalla massa tilavuudella. Ensimmaisen naytteen tihey-
deksi saatiin 0,9871 g/ml ja toisen naytteen 0,9894 g/ml. Tiheyksien keskiarvoksi
saatiin 0,9882 g/ml. Tiheyden perusteella pystyttiin arvioimaan tisleessa olevan
etanolin massaprosentti taulukosta (lite 2) katsomalla. Taman testin tisleessa ol
n. 5,5 % puhdasta etanolia. Nain ollen tisleessa oli 2,2885 g puhdasta etanolia.
Jakamalla tisleessa oleva etanolin massa raaka-aineen kuiva-aineen massalla,
joka oli 58,8916 g, saatiin lasketuksi raaka-aineen konversioaste etanoliksi. Kon-
versioasteeksi tuli 3,89 %.

4.7 Koe 7: Trichoderma Sp. 0,25 g, 30 til.-% happoesikasittely

Koe aloitettiin 4.2.2021 sulattamalla pakastettua raaka-ainetta sopiva maara huo-
neen lammadssa. Raaka-aineesta otettiin pieni nayte, josta mitattiin kuiva-ainepro-
sentti. Raaka-aineen kuiva-aine prosentti oli 38,95 %. Taman jalkeen punnittiin
raaka-ainetta keitinpulloon noin 150 g. Raaka-aineen tarkaksi massaksi saatiin

vaa’alla 151,41 g ja kuiva-ainetta tasta oli 58,97 g.

Keitinpulloon lisattiin 500 ml 30 til.-% rikkihappoa seka magneettisekoittajan se-
koitussauva. Keitinpullo laitettiin vetokaapissa olevan lammittavan magneet-
tisekoittimen paalle. Keitinpullon paalle rakennettiin refluksointilaitteisto, johon
laitettiin vesikierto. Seosta alettiin lammittamaan magneettisekoittajalla samalla
sekoittaen. Infrapunalampadtilamittarilla mitattiin valilla pullon 1ampdtilaa eri koh-
dista. Lampdtila nostettiin keskimaarin 100 C°:seen ja pidettiin sitd maaratyssa
lampdtilassa 30 min.

Kun seosta oli lammitetty maaratty aika, nostettiin keitinpullo hetkeksi jaahty-
maan, jonka jalkeen alettiin imusuodattamaan nestetta pois seoksesta. Materiaa-
lin pH mitattiin, joka oli tassa vaiheessa pH 1:n luokkaa. Raaka-ainetta alettiin
neutralisoimaan huuhtomalla sitd aiemmin valmistetulla 0,5 moolisella natrium-
hydroksidilla eli lipealla seka ionivaihdetulla vedella. Lipeaa ja vetta kaadettiin
materiaalin paalle ja imusuodatettiin se pois useita kertoja, kunnes materiaalin

pH oli pH-liuskalla mitaten 7.
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Neutralisoitu materiaali laitettiin kdymisastiaan ja lisattiin sekaan 500 ml ionivaih-
dettua vetta seka 0,25 g Trichoderma sp. entsyymia. Entsyymi oli punnittu aiem-
min tarkkuusvaa’alla ja sekoitettuna pipetilla mitattuun maaraan ionivaihdettua

vetta. Entsyymi annosteltiin Finnpipetilla.

Glukoosin maara mitattiin noin puolen tunnin paasta verensokerimittarilla. Mittari

naytti lukemaa "low”, eli sokereita ei viela ollut muodostunut.

Seuraavana paivana 5.2.2021 tultiin mittaamaan glukoosin maaraa. Mittaustu-
lokseksi saatiin noin 18 tunnin jalkeen 8,3 mmol/l. Kdymisastiaan lisattiin noin 2
g kuivahiivaa, astiaan laitettiin vesilukko ja sita sekoitettiin ravistamalla. Kaymis-

astia jatettiin noin viikoksi 30 C°:seen vesihauteeseen.

Koetta jatkettiin 12.2.2021 eli materiaali oli saanut kdyda noin 7 vuorokautta.
Tasta erasta mitattiin glukoosipitoisuus ennen imusuodatusta. Lukemia saatiin
1:n ja 3:n mmol/l valilta. Eli sokereita oli hieman jaljella, vaikka kaymista oli kes-
tanyt jo viikkon verran. Taman jalkeen imusuodatettiin kdymisastiassa oleva ma-
teriaali. Neste otettiin talteen ja kiintea aines havitettiin. Nestetta saatiin tislatta-

vaksi n. 600 ml.

Seuraavaksi rakennettiin tislauslaitteisto ja laitettiin neste tislauskolviin ja sekaan
muutama kiehumakivi tasoittamaan kiehumista. Punnittiin astia, johon valmis tisle
valuisi tislauslaitteistosta. Alettiin lammittamaan kolvia. Nesteen lampenemiseen
halutulle tasolle kului aikaa reilu 15 min. Pidettiin lampda noin 95-99 C°:ssa,
koska tisletta ei tahtonut muuten tulla tarpeeksi. Tislaus lopetettiin noin tunnin

kuluttua siita hetkesta, kun kolvia alettiin lammittamaan.

Saatu tisle punnittiin astioineen tarkkuusvaa’alla ja vahennettiin lukemasta tyhjan

astian massa. Saadun tisleen massa kirjattiin ylos, joka oli 42,2686 g.

Otettiin tisleesta kaksi 10 ml naytetta pipetillda ja punnittin naytteet tarkkuus-
vaa’alla, joka oli taarattu hetkea aiemmin kyseiselle naytelasille. Punnituksen jal-
keen tisle laitettiin takaisin alkuperaiseen tislelasiin, josta nayte oli otettu. Nain

ollen tisletta riitti useaan punnitukseen. Naytteen massan ja tilavuuden avulla
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saatiin lasketuksi tisleen tiheys jakamalla massa tilavuudella. Ensimmaisen nayt-
teen tiheydeksi saatiin 0,9841 g/ml ja toisen naytteen 0,9880 g/ml. Tiheyksien
keskiarvoksi saatiin 0,9860 g/ml. Tiheyden perusteella pystyttiin arvioimaan tis-
leessa olevan etanolin massaprosentti taulukosta (liite 2) katsomalla. Taman tes-
tin tisleessa oli n. 7,0 % puhdasta etanolia. Nain ollen tisleessa oli 2,9588 g puh-
dasta etanolia. Jakamalla tisleessa oleva etanolin massa raaka-aineen kuiva-
aineen massalla, joka oli 58,97 g, saatiin lasketuksi raaka-aineen konversioaste
etanoliksi. Konversioasteeksi tuli 5,02 %.

Kuva 16.  Saatujen kokeiden 5 ja 7 tisleet (Kuva: Jesse Seila).
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4.8 Koe 8: Aspergillus Sp. 40 ml, 30 til.-% happoesikasittely

Koe aloitettin 11.2.2021 sulattamalla pakastettua raaka-ainetta sopiva maara
huoneen lammossa. Raaka-aineesta otettiin pieni nayte, josta mitattiin kuiva-ai-
neprosentti. Raaka-aineen kuiva-aineprosentti oli 38,77 %. Taman jalkeen pun-
nittiin raaka-ainetta keitinpulloon noin 150 g. Raaka-aineen tarkaksi massaksi

saimme vaa’alla 148,18 g ja kuiva-ainetta tasta oli 57,45 g.

Keitinpulloon lisattiin 500 ml 30 til.-% rikkihappoa seka magneettisekoittajan se-
koitussauva. Keitinpullo laitettiin vetokaapissa olevan lammittdvan magneet-
tisekoittimen paalle. Keitinpullon paalle rakennettiin refluksointilaitteisto, johon
laitettiin vesikierto. Seosta alettiin lammittamaan magneettisekoittajalla samalla
sekoittaen. Infrapunalampdtilamittarilla mitattiin valilla pullon Iampdtilaa eri koh-
dista. Lampadtila nostettiin keskimaarin 100 C°:seen ja pidettiin sitd maaratyssa

lampdtilassa 30 min.

Kun seosta oli lammitetty maaratty aika, nostettiin keitinpullo hetkeksi jaahty-
maan, jonka jalkeen alettiin imusuodattamaan nestetta pois seoksesta. Materiaa-
lin pH mitattiin, joka oli tassa vaiheessa pH 1:n luokkaa. Raaka-ainetta alettiin
neutralisoimaan huuhtomalla sitd aiemmin valmistetulla 0,5 moolisella natrium-
hydroksidilla eli lipealla seka ionivaihdetulla vedella. Lipeaa ja vetta kaadettiin
materiaalin paalle ja imusuodatettiin se pois useita kertoja, kunnes materiaalin

pH oli pH-liuskalla mitaten 7.

Neutralisoitu materiaali laitettiin kdymisastiaan ja lisattiin sekaan 500 ml ionivaih-
dettua vetta seka 40 ml Aspergillus sp. entsyymia. Kyseinen entsyymi oli neste-

maista, joten se oli helppo annostella Finnpipetilla.

Glukoosin maara mitattiin noin puolen tunnin paasta verensokerimittarilla. Mittari

naytti lukemaa "low”, eli sokereita ei viela ollut muodostunut.

Seuraavana paivana 12.2.2021 tultiin mittaamaan glukoosin maaraa. Mittaustu-

lokseksi saatiin noin 22 tunnin jalkeen edelleen "low”. Kdymisastiaan lisattiin noin
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2 g kuivahiivaa, astiaan laitettiin vesilukko ja sita sekoitettiin ravistamalla. Kay-

misastia jatettiin noin viikoksi 30 C°:seen vesihauteeseen.

Koetta jatkettiin 18.2.2021 eli materiaali oli saanut kayda noin 6 vuorokautta.
Tasta erasta mitattiin glukoosipitoisuus ennen imusuodatusta. Saatiin lukemat
"low” ja 1,1 mmol/l. Eli sokereita oli todella vahan jaljella, kun kdymista oli kesta-
nyt 6 vuorokauden verran. Taman jalkeen imusuodatettiin kdymisastiassa oleva
materiaali. Neste otettiin talteen ja kiintea aines havitettiin. Nestetta saatiin tislat-

tavaksi noin 600 ml.

Seuraavaksi rakennettiin tislauslaitteisto ja laitettiin neste tislauskolviin ja sekaan
muutama kiehumakivi tasoittamaan kiehumista. Punnittiin astia, johon valmis tisle
valuisi tislauslaitteistosta. Alettiin lammittamaan kolvia. Nesteen lampenemiseen
halutulle tasolle kului aikaa reilu 15 min. Lampda pidettiin noin 95-99 C°:ssa,
koska tisletta ei tahtonut muuten tulla tarpeeksi. Tislaus lopetettiin noin tunnin

kuluttua siita hetkesta, kun kolvia alettiin lammittamaan.

Saatu tisle punnittiin astioineen tarkkuusvaa’alla ja vahennettiin lukemasta tyhjan

astian massa. Saadun tisleen massa kirjattiin ylos, joka oli 11,1219 g.

Tisleesta otettiin kaksi 10 ml naytetta pipetilla ja punnittiin nayte tarkkuusvaa’alla,
joka oli taarattu hetkea aiemmin kyseiselle naytelasille. Punnituksen jalkeen tisle
laitettiin takaisin alkuperaiseen tislelasiin, josta nayte oli otettu. Nain ollen tisletta
riitti useaan punnitukseen. Naytteen massan ja tilavuuden avulla saatiin laske-
tuksi tisleen tiheys jakamalla massa tilavuudella. Ensimmaisen naytteen tihey-
deksi saatiin 0,9865 g/ml ja toisen naytteen 0,9879 g/ml. Tiheyksien keskiarvoksi
saatiin 0,9872 g/ml. Tiheyden perusteella pystyttiin arvioimaan tisleessa olevan
etanolin massaprosentti taulukosta (lite 2) katsomalla. Taman testin tisleessa ol
n. 6,5 % puhdasta etanolia. Nain ollen tisleessa oli 0,7229 g puhdasta etanolia.
Jakamalla tisleessa olevan etanolin massan raaka-aineen kuiva-aineen mas-
salla, joka oli 57,45 g, saatiin lasketuksi raaka-aineen konversioaste etanoliksi.

Konversioasteeksi tuli 1,26 %.
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Kuva 17. Kokeiden 6 ja 8 muodostuneet tisleet (Kuva: Jesse Seila).

4.9 Koe 9: Trichoderma Sp. 0,25 g, 30 til.-% happoesikasittely 24 h

Koe aloitettiin 16.2.2021 sulattamalla pakastettua raaka-ainetta sopiva maara
huoneen lammossa. Raaka-aineesta otettiin pieni nayte, josta mitattiin kuiva-ai-
neprosentti. Raaka-aineen kuiva-aineprosentti oli 38,77 %. Taman jalkeen pun-
nittiin raaka-ainetta keitinpulloon noin 150 g. Raaka-aineen tarkaksi massaksi

saatiin vaa’alla 151,10 g ja kuiva-ainetta tasta oli 58,58 g.

Valmistettiin kokeissa 9 ja 10 tarvittavat rikkihappoliuokset. Rikkihappoliuos muo-
dostui 270 ml:sta rikkihappoa (95.0-98.0 %) ja 630 ml:sta ionivaihdettua vetta.

Tasta muodostui n. 30 til.-% rikkihappoliuos.
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Keitinpulloon lisattiin 450 ml 30 til.-% rikkihappoa ja jatettiin pullo huoneen lam-
pddn noin 25 tunniksi. Muita kokeita vahaisempi rikkihapon maara johtui siita, etta

rikkihappo paasi loppumaan, joten sita ei ollut kaytettavissa haluttua 500 ml:aa.

Y

Kuva 18. Kokeet 9 ja 10 jatettiin vuorokaudeksi happoliuokseen (Kuva: Jesse
Seila).

e Nt
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Kuva 19. Kokeet 9 ja 10 vuorokauden kuluttua (Kuva: Jesse Seila).
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Seuraavana paivana 17.2.2021 tultiin jatkamaan koetta. Ensimmaiseksi neste
poistettiin imusuodattamalla. Mitattiin materiaalin pH, joka oli tdssa vaiheessa pH
1:n luokkaa. Alettiin neutralisoimaan raaka-ainetta huuhtomalla sita aiemmin val-
mistetulla 0,5 moolisella natriumhydroksidilla eli lipealla seka ionivaihdetulla ve-
delld. Lipeda ja vettd kaadettiin materiaalin paalle ja imusuodatettiin se pois
useita kertoja, kunnes materiaalin pH oli pH-liuskalla mitaten 7. Taman kokeen
materiaali oli selvasti vaikeampi saada neutralisoitua verrattuna kasittelyihin,

jossa materiaali oli vain lyhyen ajan hapossa.

Neutralisoitu materiaali laitettiin kdymisastiaan ja lisattiin sekaan 500 ml ionivaih-
dettua vetta seka 0,25 g Trichoderma sp. entsyymia. Entsyymi oli punnittu aiem-
min tarkkuusvaa’alla ja sekoitettuna pipetilla mitattuun maaraan ionivaihdettua

vetta. Entsyymi annosteltiin Finnpipetilla.

Glukoosin maara mitattiin noin puolen tunnin paasta verensokerimittarilla. Mittari

naytti lukemaa "low”, eli sokereita ei viela ollut muodostunut.

Seuraavana paivana 18.2.2021 tultiin mittaamaan glukoosin maaraa. Mittaustu-
lokseksi saatiin noin 24 tunnin jalkeen 13,1 mmol/l. Lisattiin kdymisastiaan noin 2
g kuivahiivaa, astiaan laitettiin vesilukko ja sita sekoitettiin ravistamalla. Jatettiin

kaymisastia noin viikoksi 30 C°:seen vesihauteeseen.

Koetta jatkettiin 26.2.2021 eli materiaali oli saanut kdyda noin 8 vuorokautta. En-
simmaiseksi imusuodatettiin kdymisastiassa oleva materiaali. Neste otettiin tal-

teen ja kiintea aines havitettiin. Nestetta saatiin tislattavaksi noin 500 ml.

Seuraavaksi rakennettiin tislauslaitteisto ja laitettiin neste tislauskolviin ja sekaan
muutama kiehumakivi tasoittamaan kiehumista. Punnittiin astia, johon valmis tisle
valuisi tislauslaitteistosta. Alettiin lammittamaan kolvia. Nesteen lampenemiseen
halutulle tasolle kului aikaa reilu 15 min. Lampda pidettiin noin 95-99 C°:ssa,
koska tisletta ei tahtonut muuten tulla tarpeeksi. Tislaus lopetettiin noin tunnin

kuluttua siita hetkesta, kun kolvia alettiin lammittamaan.
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Saatu tisle punnittiin astioineen tarkkuusvaa’alla ja vahennettiin lukemasta tyhjan

astian massa. Saadun tisleen massa kirjattiin ylos, joka oli 26,1496 g.

Tisleesta otettiin kaksi 10 ml naytetta pipetilla ja punnittiin naytteet tarkkuus-
vaa’'alla, joka oli taarattu hetked aiemmin kyseiselle naytelasille. Punnituksen
jalkeen tisle laitettiin takaisin alkuperaiseen tislelasiin, josta nayte oli otettu.
Nain ollen tisletta riitti useaan punnitukseen. Naytteen massan ja tilavuuden
avulla saatiin lasketuksi tisleen tiheys jakamalla massa tilavuudella. Ensimmai-
sen naytteen tiheydeksi saatiin 0,9855 g/ml ja toisen naytteen 0,9861 g/ml. Ti-
heyksien keskiarvoksi saatiin 0,9858 g/ml. Tiheyden perusteella pystyttiin arvioi-
maan tisleessa olevan etanolin massaprosentti taulukosta (liite 2) katsomalla.
Taman testin tisleessa oli n. 7,5 % puhdasta etanolia. Nain ollen tisleessa oli
1,9612 g puhdasta etanolia. Jakamalla tisleessa oleva etanolin massa raaka-
aineen kuiva-aineen massalla, joka oli 58,58 g, saatiin lasketuksi raaka-aineen

konversioaste etanoliksi. Konversioasteeksi tuli 3,35 %.

410 Koe 10: Aspergillus Sp. 40 ml, 30 til.-% happoesikasittely 24 h

Koe aloitettiin 16.2.2021 sulattamalla pakastettua raaka-ainetta sopiva maara
huoneen lammodssa. Raaka-aineesta otettiin pieni nayte, josta mitattiin kuiva-ai-
neprosentti. Raaka-aineen kuiva-aineprosentti oli 38,77 %. Taman jalkeen raaka-
ainetta punnittiin keitinpulloon noin 150 g. Raaka-aineen tarkaksi massaksi saa-
tiin vaa’alla 151,81 g ja kuiva-ainetta tasta oli 58,86 g.

Keitinpulloon lisattiin 450 ml 30 til.-% rikkihappoa ja pullo jatettiin huoneenlam-
pddn noin 25 tunniksi. Muita kokeita vahaisempi rikkihapon maara johtui siita, etta

rikkihappo paasi loppumaan, joten sita ei ollut kaytettavissa haluttua 500 ml:aa.

Koetta jatkettiin seuraavana paivana 17.2.2021. Nesteen poistaminen aloitettiin
imusuodatuslaitteistolla. Materiaalin pH mitattiin, joka oli tassa vaiheessa pH 1:n
luokkaa. Raaka-ainetta alettiin neutralisoimaan huuhtomalla sita aiemmin valmis-

tetulla 0,5 moolisella natriumhydroksidilla eli lipealla seka ionivaihdetulla vedella.
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Lipeaa ja vetta kaadettiin materiaalin paalle ja se imusuodatettiin pois useita ker-
toja, kunnes materiaalin pH oli pH-liuskalla mitaten 7. Taman kokeen materiaali
oli selvasti vaikeampi saada neutralisoitua verrattuna kasittelyihin, joissa materi-

aali oli vain lyhyen ajan hapossa.

Neutralisoitu materiaali laitettiin kdymisastiaan ja lisattiin sekaan 500 ml ionivaih-
dettua vetta seka 40 ml Aspergillus sp. entsyymia. Kyseinen entsyymi oli neste-
maista, joten se oli helppo annostella Finnpipetilla.

Glukoosin maara mitattiin noin puolen tunnin paasta verensokerimittarilla. Mittari

naytti lukemaa "low”, eli sokereita ei viela ollut muodostunut.

Seuraavana paivana 18.2.2021 glukoosin maara mitattiin uudelleen. Mittaustu-
lokseksi saatiin n. 24 tunnin jalkeen 1,1 mmol/l. Kdymisastiaan lisattiin 2 g kuiva-
hiivaa ja astia sekoitettiin ravistamalla. Astiaan laitettiin vesilukko ja jatettiin kay-

maan noin viikoksi 30 C°:seen vesihauteeseen.

Koetta jatkettiin 26.2.2021 eli materiaali oli saanut kdyda n. 8 vuorokautta. Kay-
misastiassa oleva materiaali imusuodatettiin, josta neste otettiin talteen ja kiin-

tedaine havitettiin. Nestetta saatiin tislattavaksi noin 500 ml.

Kuva 20. Kokeiden 9 ja 10 saadut tislattavat nesteet (Kuva: Jesse Seila).
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Seuraavaksi rakennettiin tislauslaitteisto. Neste laitettiin tislauskolviin ja sekaan
lisattin muutama kiehumakivi tasoittamaan kiehumista. Astia, johon valmis tisle
valuisi tislauslaitteistosta, punnittiin. Seuraavaksi aloitettiin kolvin lammitys. Nes-
teen lampenemiseen halutulle tasolle kului aikaa reilu 15 min. Lampdtilaa pidettiin
n. 95-99 C°:ssa, koska tisletta ei tahtonut muuten tulla tarpeeksi. Tislaus lopetet-

tiin noin tunnin kuluttua siitd hetkesta, kun kolvin Iammitys aloitettiin.

T

Kuva 21. Tislattavan nesteen lisaaminen tislauskolviin (Kuva: Jesse Seila).

Saatu tisle punnittiin astioineen tarkkuusvaa’alla ja vahennettiin lukemasta tyhjan

astian massa. Saadun tisleen massa kirjattiin ylos, joka oli 22,1997 g.

Tisleesta otettiin kaksi 10 ml naytetta pipetilla ja naytteet punnittiin tarkkuus-
vaa’'alla, joka oli taarattu hetked aiemmin kyseiselle naytelasille. Punnituksen
jalkeen tisle laitettiin takaisin alkuperaiseen tislelasiin, josta nayte oli otettu.
Nain ollen tisletta riitti useaan punnitukseen. Naytteen massan ja tilavuuden

avulla saatiin lasketuksi tisleen tiheys jakamalla massa tilavuudella. Ensimmai-
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sen naytteen tiheydeksi saatiin 0,9860 g/ml ja toisen naytteen 0,9860 g/ml. Kes-
kiarvoksi saatiin 0,9860 g/ml. Tiheyden perusteella pystyttiin arvioimaan tis-
leessa olevan etanolin massaprosentti taulukosta (liite 2) katsomalla. Taman
testin tisleessa oli n. 7,0 % puhdasta etanolia. Nain ollen tisleessa oli 1,5540 g
puhdasta etanolia. Jakamalla tisleessa oleva etanolin massa raaka-aineen
kuiva-aineen massalla, joka oli 58,86 g, saatiin lasketuksi raaka-aineen konver-

sioaste etanoliksi. Konversioasteeksi tuli 2,64 %.

411 Koe 11: Trichoderma Sp. 0,25 g ilman esikasittelya

Koe aloitettiin 17.2.2021 sulattamalla pakastettua raaka-ainetta sopiva maara
huoneen lammossa. Raaka-aineesta otettiin pieni nayte, josta mitattiin kuiva-ai-
neprosentti. Raaka-aineen kuiva-aineprosentti oli 38,77 %. Taman jalkeen pun-
nittiin raaka-ainetta kaymisastiaan n. 150 g. Raaka-aineen tarkaksi massaksi

saatiin vaa’alla 150,80 g ja kuiva-ainetta tasta oli 58,47 g.

Talle kokeelle ei tehty minkaanlaista esikasittelya, joten raaka-aineen sekaan
kaymisastiaan lisattiin 500 ml ionivaihdettua vetta seka 0,25 g Trichoderma sp.
entsyymia. Entsyymi oli punnittu aiemmin tarkkuusvaa’alla ja sekoitettuna pipe-

tilla mitattuun maaraan ionivaihdettua vetta. Entsyymi annosteltiin Finnpipetilla.

Glukoosin maara mitattiin noin puolen tunnin paasta verensokerimittarilla. Mittari

naytti lukemaa "low”, eli sokereita ei viela ollut muodostunut.

Seuraavana paivana 18.2.2021 glukoosin maara mitattiin uudelleen. Mittaustu-
lokseksi saatiin noin 24 tunnin jalkeen 5,6 ja 4,8 mmol/l. Kdymisastiaan lisattiin 2
g kuivahiivaa ja astia sekoitettiin ravistamalla. Astiaan laitettiin vesilukko ja jatet-

tiin kdymaan noin viikoksi 30 C°:seen vesihauteeseen.

Koetta jatkettiin 26.2.2021 eli materiaali oli saanut kayda noin 8 vuorokautta. Kay-
misastiassa oleva materiaali imusuodatettiin, josta neste otettiin talteen ja kiin-

tedaine havitettiin. Nestetta saatiin tislattavaksi n. 500 ml.
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Taman jalkeen rakennettiin tislauslaitteisto. Neste laitettiin tislauskolviin ja sen
sekaan lisattiin muutama kiehumakivi tasoittamaan kiehumista. Astia, johon val-
mis tisle valuisi tislauslaitteistosta, punnittiin. Seuraavaksi aloitettiin kolvin lammi-
tys. Nesteen lampenemiseen halutulle tasolle kului aikaa reilu 15 min. Lampdtilaa
pidettiin noin 95-99 C°:ssa, koska tisletta ei tahtonut muuten tulla tarpeeksi. Tis-

laus lopetettiin noin tunnin kuluttua siitéd hetkesta, kun kolvin lammitys aloitettiin.

Saatu tisle punnittiin astioineen tarkkuusvaa’alla ja vahennettiin lukemasta tyhjan

astian massa. Saadun tisleen massa kirjattiin ylos, joka oli 17,8022 g

Tisleesta otettiin kaksi 10 ml naytetta pipetilla ja naytteet punnittiin tarkkuus-
vaa’alla, joka oli taarattu hetkea aiemmin kyseiselle naytelasille. Punnituksen
jalkeen tisle laitettiin takaisin alkuperaiseen tislelasiin, josta nayte oli otettu.
Nain ollen tisletta riitti useaan punnitukseen. Naytteen massan ja tilavuuden
avulla saatiin lasketuksi tisleen tiheys jakamalla massa tilavuudella. Ensimmai-
sen naytteen tiheydeksi saatiin 0,9858 g/ml ja toisen naytteen 0,9848 g/ml. Kes-
kiarvoksi saatiin 0,9853 g/ml. Tiheyden perusteella pystyttiin arvioimaan tis-
leessa olevan etanolin massaprosentti taulukosta (lite 2) katsomalla. Taman
testin tisleessa oli n. 7,5 % puhdasta etanolia. Nain ollen tisleessa oli 1,6412
grammaa puhdasta etanolia. Jakamalla tisleessa oleva etanolin massa raaka-
aineen kuiva-aineen massalla, joka oli 58,47 g, saatiin lasketuksi raaka-aineen

konversioaste etanoliksi. Konversioasteeksi tuli 2,81 %.

412 Koe 12: Aspergillus Sp. 40 ml ilman esikasittelya

Koe aloitettiin 17.2.2021 sulattamalla pakastettua raaka-ainetta sopiva maara
huoneen lammaodssa. Raaka-aineesta otettiin pieni nayte, josta mitattiin kuiva-ai-
neprosentti. Raaka-aineen kuiva-aineprosentti oli 38,77 %. Taman jalkeen raaka-
ainetta punnittiin kaymisastiaan noin 150 g. Raaka-aineen tarkaksi massaksi saa-
tiin vaa’alla 150,18 g ja kuiva-ainetta tasta oli 58,22 g.
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Talle kokeelle ei tehty minkaanlaista esikasittelya, joten raaka-aineen sekaan
kaymisastiaan lisattiin 500 ml ionivaihdettua vetta seka 40 ml Aspergillus sp. ent-
syymia. Kyseinen entsyymi oli nestemaista, joten se oli helppo annostella Finn-
pipetilla.

Glukoosin maara mitattiin noin puolen tunnin paasta verensokerimittarilla. Mittari

naytti lukemaa "low”, eli sokereita ei viela ollut muodostunut.

Seuraavana paivana 18.2.2021 glukoosin maara mitattiin uudelleen. Mittaustu-
lokseksi saatiin noin 24 tunnin jalkeen 5,1 ja 4,0 mmol/l. Kdymisastiaan lisattiin 2
g kuivahiivaa ja astia sekoitettiin ravistamalla. Astiaan laitettiin vesilukko ja jatet-
tiin kdymaan noin viikoksi 30 C°:seen vesihauteeseen.

Koetta jatkettiin 26.2.2021 eli materiaali oli saanut kayda noin 8 vuorokautta. Kay-
misastiassa oleva materiaali imusuodatettiin, josta neste otettiin talteen ja kiin-

tedaine havitettiin. Nestetta saatiin tislattavaksi noin 500 ml.

Seuraavaksi rakennettiin tislauslaitteisto. Neste laitettiin tislauskolviin ja sen se-
kaan lisattiin muutama kiehumakivi tasoittamaan kiehumista. Astia, johon valmis
tisle valuisi tislauslaitteistosta, punnittiin. Seuraavaksi aloitettiin kolvin [ammitys.
Nesteen lampenemiseen halutulle tasolle kului aikaa reilu 15 min. Lampétilaa pi-
dettiin noin 95-99 C°:ssa, koska tisletta ei tahtonut muuten tulla tarpeeksi. Tis-

laus lopetettiin noin tunnin kuluttua siitd hetkesta, kun kolvin lammitys aloitettiin.

Saatu tisle punnittiin astioineen tarkkuusvaa’alla ja vahennettiin lukemasta tyhjan

astian massa. Saadun tisleen massa kirjattiin ylos, joka oli 28,5064 g.

Tisleesta otettiin kaksi 10 ml naytetta pipetilla ja naytteet punnittiin tarkkuus-
vaa’alla, joka oli taarattu hetkea aiemmin kyseiselle naytelasille. Punnituksen
jalkeen tisle laitettiin takaisin alkuperaiseen tislelasiin, josta nayte oli otettu.
Nain ollen tisletta riitti useaan punnitukseen. Naytteen massan ja tilavuuden
avulla saatiin lasketuksi tisleen tiheys jakamalla massa tilavuudella. Ensimmai-

sen naytteen tiheydeksi saatiin 0,9745 g/ml ja toisen naytteen 0,9748 g/ml. Kes-
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kiarvoksi laskettiin 0,9746 g/ml. Tiheyden perusteella pystyttiin arvioimaan tis-
leessa olevan etanolin massaprosentti taulukosta (lite 2) katsomalla. Taman

testin tisleessa oli n. 15,5 % puhdasta etanolia. Nain ollen tisleessa oli 4,4185
grammaa puhdasta etanolia. Jakamalla tisleessa oleva etanolin massa raaka-
aineen kuiva-aineen massalla, joka oli 58,22 g, saatiin lasketuksi raaka-aineen

konversioaste etanoliksi. Konversioasteeksi tuli 7,59 %. Tassa erassa tisleen

tuoksu oli selvasti muita testeja vakevampi.

Kuva 22. Kokeista 9-12 saadut tisleet (Kuva: Jesse Seila).

413 Koe 13: Verrokkikoe, ilman entsyymia ja esikasittelya

Koe aloitettiin 17.2.2021 sulattamalla pakastettua raaka-ainetta sopiva maara
huoneen lammossa. Raaka-aineesta otettiin pieninayte, josta mitattiin kuiva-ai-
neprosentti. Raaka-aineen kuiva-aineprosentti oli 38,77 %. Taman jalkeen raaka-
ainetta punnittiin kdymisastiaan n.150 g. Raaka-aineen tarkaksi massaksi saatiin

vaa’'alla 150,39 g ja kuiva-ainetta tasta oli 58,31 g.

Talle eralle ei tehty minkaanlaista esikasittelya, eika kaytetty entsyymia, joten

raaka-aineen sekaan kaymisastiaan lisattiin vain 500 ml ionivaihdettua vetta.
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Glukoosin maara mitattiin noin puolen tunnin paasta verensokerimittarilla. Mittari

naytti lukemaa "low”, eli sokereita ei ollut viela muodostunut.

Seuraavana paivana 18.2.2021 glukoosin maara mitattiin uudelleen. Mittaustu-
lokseksi saatiin noin 24 tunnin jalkeen 3,9; 4,3 ja 3,6 mmol/l. Glukoosia alkoi siis
muodostua ilman entsyymiakin. Kaymisastiaan lisattiin 2 g kuivahiivaa ja astia

sekoitettiin ravistamalla. Astiaan laitettiin vesilukko ja jatettiin kdymaan noin vii-

koksi 30 C°:seen vesihauteeseen.

Kuva 23. Kaymisreaktion jalkeinen nesteen erotus imusuodattamalla (Kuva:
Jesse Seila).

Koetta jatkettiin 25.2.2021 eli materiaali oli saanut kayda noin 7 vuorokautta. Kay-
misastiassa oleva materiaali imusuodatettiin, josta neste otettiin talteen ja kiin-

tedaine havitettiin. Nestetta saatiin tislattavaksi noin 400 ml.

Taman jalkeen rakennettiin tislauslaitteisto. Neste laitettiin tislauskolviin ja se-
kaan lisattiin muutama kiehumakivi tasoittamaan kiehumista. Astia, johon valmis
tisle valuisi tislauslaitteistosta, punnittiin. Seuraavaksi aloitettiin kolvin Iammitys.
Nesteen lampenemiseen halutulle tasolle kului aikaa reilu 15 min. Lampdtilaa pi-
dettiin noin 95-99 C°:ssa, koska tisletta ei tahtonut muuten tulla tarpeeksi. Tis-

laus lopetettiin noin tunnin kuluttua siitéd hetkesta, kun kolvin lammitys aloitettiin.
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Saatu tisle punnittiin astioineen tarkkuusvaa’alla ja vahennettiin lukemasta tyhjan

astian massa. Saadun tisleen massa kirjattiin ylos, joka oli 8,5805 g.

Tisleesta otettiin kaksi 5 ml naytetta pipetilla ja naytteet punnittiin tarkkuus-
vaa’alla, joka oli taarattu hetkea aiemmin kyseiselle naytelasille. Punnituksen jal-
keen tisle laitettiin takaisin alkuperaiseen tislelasiin, josta nayte oli otettu. Nain
ollen tisletta riitti useaan punnitukseen. Naytteen massan ja tilavuuden avulla
saatiin lasketuksi tisleen tiheys jakamalla massa tilavuudella. Ensimmaisen nayt-
teen tiheydeksi saatiin 0,9878 g/ml ja toisen naytteen 0,9902 g/ml. Keskiarvoksi
laskettiin 0,9890 g/ml. Tiheyden perusteella pystyttiin arvioimaan tisleessa olevan
etanolin massaprosentti taulukosta (lite 2) katsomalla. Taman testin tisleessa ol
n. 5,0 % puhdasta etanolia. Nain ollen tisleessa oli 0,4290 grammaa puhdasta
etanolia. Jakamalla tisleessa oleva etanolin massa raaka-aineen kuiva-aineen
massalla, joka oli 58,31 g, saatiin lasketuksi raaka-aineen konversioaste eta-

noliksi. Konversioasteeksi tuli 0,74 %.

Kuva 24. Kokeesta 13 saatu tisleen maara (Kuva: Jesse Seila).

414 Koe 14: Varmistuskoe kokeesta 1

Tama koe tehtiin mahdollisimman identtisesti kokeen 1 mukaisesti. Kokeesta 1
saatiin kokeen 12 ohella selvasti muita kokeita paremmat tulokset konversioas-
teen perusteella. Tarkoituksena oli toistaa koe ja varmistaa oliko sen tulos pelk-

kaa sattumaa.
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Koe aloitettiin 4.3.2021 sulattamalla pakastettua raaka-ainetta sopiva maara huo-
neen lammadssa. Raaka-aineesta otettiin pieni nayte, josta mitattiin kuiva-ainepro-
sentti. Raaka-aineen kuiva-aineprosentti oli 38,77 %. Taman jalkeen raaka-ai-
netta punnittiin keitinpulloon n. 150 g. Raaka-aineen tarkaksi massaksi saatiin

vaa’'alla 151,94 g ja kuiva-ainetta tasta oli 58,91 g.

Seuraavaksi valmistettiin n. 20til.-% rikkihappoliuos, joka muodostui 100 ml:sta
rikkihappoa (95.0-97.0) ja 400 ml:sta ionivaihdettua vetta.

Keitinpulloon lisattiin 500 ml 20 til.-% rikkihappoa seka magneettisekoittajan se-
koitussauva. Keitinpullo laitettiin vetokaapissa olevan lammittavan magneet-
tisekoittimen paalle (kuva 25). Keitinpullon paalle rakennettiin refluksointilait-
teisto, johon laitettin  vesikierto. @ Seosta  alettin  lammittdmaan
magneettisekoittajalla samalla sekoittaen. Infrapunalampétilamittarilla mitattiin
valilla pullon Iampdtilaa eri kohdista. Lampdtila nostettiin noin 100 C°:seen hiljal-
leen ja pidettiin [ampotilaa halutussa lukemassa 15 min. Johtuen hitaasta Iampo-

tilan nostosta seosta lammitettiin yhteensa noin tunnin verran, kuten kokeessa 1.

Kuva 25. Raaka-aine kuumassa happokasittelyssa magneettisekoittajan
paalla (Kuva: Jesse Seila).
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Kun seosta oli lammitetty maaratty aika, keitinpullo nostettiin hetkeksi jaahty-
maan, jonka jalkeen aloitettiin imusuodattamaan nestettd pois seoksesta. Seu-
raavaksi materiaalin pH:n mitattiin, joka oli tassa vaiheessa pH 1:n luokkaa.
Raaka-ainetta alettiin neutralisoimaan huuhtomalla sita aiemmin valmistetulla 0,5
moolisella natriumhydroksidilla eli lipealla seka ionivaihdetulla vedella. Lipeaa ja
vetta kaadettiin materiaalin paalle ja se imusuodatettiin pois useita kertoja, kun-

nes materiaalin pH oli pH-liuskalla mitaten 7.

Neutralisoitu materiaali laitettiin kdymisastiaan ja lisattiin sekaan 500 ml ionivaih-
dettua vetta seka 0,25 g Trichoderma sp. entsyymia. Entsyymi oli punnittu tark-
kuusvaa’alla ja sekoitettuna pipetilla mitattuun maaraan ionivaihdettua vetta. Ent-
syymi annosteltiin kaymisastiaan Finnpipetilla.

Glukoosin maara mitattiin noin puolen tunnin paasta verensokerimittarilla. Mittari
naytti lukemaa "low”, eli sokereita ei viela ollut muodostunut.

Seuraavana paivana 5.3.2021 glukoosin maara mitattiin uudelleen. Mittaustu-
lokseksi saatiin noin 25 tunnin jalkeen 3,2; 3,3; 4,4 ja 9,3 mmol/l. Kdymisastiaan
lisattiin 2 g kuivahiivaa ja astia sekoitettiin ravistamalla. Astiaan laitettiin vesilukko

ja jatettiin kdymaan noin viikoksi 30 C°:seen vesihauteeseen.

Koetta jatkettiin 15.3.2021 eli materiaali oli saanut kdyda noin 10 vuorokautta.
Tama oli pidempi aika kuin kokeessa 1, mutta koetta ei paasty jatkamaan aiem-
min koulun talvilomasta johtuen. Kaymisastiassa oleva materiaali imusuodatet-
tiin, josta neste otettiin talteen ja kiintea aine havitettiin. Nestetta saatiin tislatta-
vaksi noin 550 ml.

Taman jalkeen rakennettiin tislauslaitteisto. Neste laitettiin tislauskolviin ja sen
sekaan lisattiin muutama kiehumakivi tasoittamaan kiehumista. Astia, johon val-
mis tisle valuisi tislauslaitteistosta, punnittiin. Seuraavaksi aloitettiin kolvin lammi-
tys. Nesteen lampenemiseen halutulle tasolle kului aikaa reilu 15 min. Lampdtilaa
pidettiin noin 95-99 C°:ssa, koska tisletta ei tahtonut muuten tulla tarpeeksi. Tis-

laus lopetettiin noin tunnin kuluttua siitd hetkesta, kun kolvin lammitys aloitettiin.



54

Saatu tisle punnittiin astioineen tarkkuusvaa’alla ja vahennettiin lukemasta tyhjan

astian massa. Saadun tisleen massa kirjattiin ylos, joka oli 17,8022 g.

Tisleesta otettiin kaksi 10 ml naytetta pipetilla ja naytteet punnittiin tarkkuus-
vaa’alla, joka oli taarattu hetkea aiemmin kyseiselle naytelasille. Punnituksen jal-
keen tisle laitettiin takaisin alkuperaiseen tislelasiin, josta nayte oli otettu. Nain
ollen tisletta riitti useaan punnitukseen. Naytteen massan ja tilavuuden avulla
saatiin lasketuksi tisleen tiheys jakamalla massa tilavuudella. Ensimmaisen nayt-
teen tiheydeksi saatiin 0,9845 g/ml ja toisen naytteen 0,9867 g/ml. Keskiarvoksi
laskettiin 0,9856 g/ml. Tiheyden perusteella pystyttiin arvioimaan tisleessa olevan
etanolin massaprosentti taulukosta (lite 2) katsomalla. Taman testin tisleessa ol
n. 7,5 % puhdasta etanolia. Nain ollen tisleessa oli 1,3351 g puhdasta etanolia.
Jakamalla tisleessa olevan etanolin massa raaka-aineen kuiva-aineen massalla,
joka oli 58,91 g, saatiin lasketuksi raaka-aineen konversioaste etanoliksi. Konver-

sioasteeksi tuli 2,27 %.

415 Koe 15: Varmistuskoe kokeesta 12

Tama koe tehtiin mahdollisimman identtisesti kokeen 12 mukaisesti. Kokeesta 12
saatiin kokeen 1 ohella selvasti muita kokeita paremmat tulokset konversioasteen
perusteella. Tarkoituksena oli toistaa koe ja varmistaa oliko sen tulos pelkkaa

sattumaa.

Koe aloitettiin 4.3.2021 sulattamalla pakastettua raaka-ainetta sopiva maara huo-
neen lammaossa. Raaka-aineesta otettiin pieni nayte, josta mitattiin kuiva-ainepro-
sentti, joka oli 38,77 %. Taman jalkeen raaka-ainetta punnittiin kaymisastiaan
noin 150 g. Raaka-aineen tarkaksi massaksi saatiin vaa’alla 150,93 g ja kuiva-

ainetta tasta oli 58,52 g.

Talle eralle ei tehty minkaanlaista esikasittelya, joten raaka-aine laitettiin kaymis-
astiaan sellaisenaan ja sekaan lisattin 500 ml ionivaihdettua vetta seka 40 ml
Aspergillus sp. entsyymia. Kyseinen entsyymi oli nestemaista, joten se oli helppo

annostella Finnpipetilla.
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Glukoosin maara mitattiin noin puolen tunnin paasta verensokerimittarilla. Mittari

naytti lukemaa "low”, eli sokereita ei viela ollut muodostunut.

Seuraavana paivana 5.3.2021 glukoosin maara mitattiin uudelleen. Mittaustu-
lokseksi noin 25 tunnin paasta saatiin 2,4; 3,9; 4,7 ja 5,6 mmol/l. Kdymisastiaan
lisattiin 2 g kuivahiivaa, ja astia sekoitettiin ravistamalla. Astiaan laitettiin vesi-

lukko ja jatettiin kdymaan noin viikoksi 30 C°:seen vesihauteeseen.

Koetta jatkettiin 15.3.2021 eli materiaali oli saanut kdyda noin 10 vuorokautta.
Kaymisastiassa oleva materiaali imusuodatettiin, josta neste otettiin talteen ja

kiintedaine havitettiin. Nestetta saatiin tislattavaksi noin 450 ml.

Taman jalkeen rakennettiin tislauslaitteisto. Neste laitettiin tislauskolviin ja se-
kaan lisattiin muutama kiehumakivi tasoittamaan kiehumista. Astia, johon valmis
tisle valuisi tislauslaitteistosta, punnittiin. Seuraavaksi aloitettiin kolvin [ammitys.
Nesteen lampenemiseen halutulle tasolle kului aikaa reilu 15 min. Lampdtilaa pi-
dettiin n. 95-99 C°:ssa, koska tisletta ei tahtonut muuten tulla tarpeeksi. Tislaus

lopetettiin n. tunnin kuluttua siita hetkesta, kun kolvin lammitys aloitettiin.

Saatu tisle punnittiin astioineen tarkkuusvaa’alla ja vahennettiin lukemasta tyhjan

astian massa. Saadun tisleen massa kirjattiin ylos, joka oli 43,4362 g.

Tisleesta otettiin kaksi 10 ml naytetta pipetilla ja naytteet punnittiin tarkkuus-
vaa’alla, joka oli taarattu hetkea aiemmin kyseiselle naytelasille. Punnituksen jal-
keen tisle laitettiin takaisin alkuperaiseen tislelasiin, josta nayte oli otettu. Nain
ollen tisletta riitti useaan punnitukseen. Naytteen massan ja tilavuuden avulla
saatiin lasketuksi tisleen tiheys jakamalla massa tilavuudella. Ensimmaisen nayt-
teen tiheydeksi saatiin 0,9850 g/ml, toisen naytteen 0,9824 g/ml ja kolmannen
naytteen 0,9871 g/ml. Keskiarvoksi laskettiin 0,9848 g/ml. Tiheyden perusteella
pystyttiin arvioimaan tisleessa olevan etanolin massaprosentti taulukosta (liite 2)
katsomalla. Taman testin tisleessa oli n. 8,0 % puhdasta etanolia. Nain ollen tis-
leessa oli 3,4749 g puhdasta etanolia. Jakamalla tisleessa olevan etanolin massa
raaka-aineen kuiva-aineen massalla, joka oli 58,52 g, saatiin lasketuksi raaka-

aineen konversioaste etanoliksi. Konversioasteeksi tuli 5,94 %.
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Kuva 26. Varmistuskokeiden 1+ (14) ja 12+ (15) saadut tisleet (Kuva: Jesse
Seila).

5 Opinnaytetyon tulokset

5.1 Yleista

Kokeiden tulokset olivat melko odotettuja. Suuria etanolimaaria ei muodostunut,
mutta kokeiden perusteella voidaan tehda varovaisia johtopaatoksia entsyymien

ja esikasittelytekniikoiden toiminnasta.
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5.2 Kokeiden tulokset

Taulukossa 1 on kerrottu eri kokeissa kaytetyt esikasittelytekniikat seka raaka-
aineen lahtdtietoja. Raaka-aineen kuiva-ainepitoisuus mitattiin kaksi kertaa,
koska se ei pakastamisen aikana nayttanyt muuttuvan radikaalisti. Kuten taulu-
kosta 1 voidaan nahda, jokaisessa kokeessa pyrittiin kayttdmaan samansuu-

ruista panosta kuitusaven osalta.

Taulukko 1. Esikasittelytekniikat ja raaka-aineen lahtétiedot.

o . Raaka-aineen Kuiva-ainepi- Kuiva-aineen
Koe numero Esikasittely .

massa (g) toisuus (%) massa (g)
1 happo 151,85 38,95 59,145575
2 happo 150,47 38,95 58,608065

3 happo 153,38 38,95 59,74151
4 happo 154,81 38,95 60,298495

5 happo 150,68 38,95 58,68986

6 happo 151,90 38,77 58,89163
7 happo 151,41 38,95 58,974195
8 happo 148,18 38,77 57,449386

hapossa 25 h
9 ilman lammi- 151,10 38,77 58,58147
tysta
hapossa 25 h
10 ilman lammi- 151,81 38,77 58,856737
tysta

11 ei esikasittelya 150,80 38,77 58,46516
12 ei esikasittelya 150,18 38,77 58,224786
13 ei esikasittelya 150,39 38,77 58,306203
14 (1) happo 151,94 38,77 58,907138
15 (12) ei esikasittelya 150,93 38,77 58,515561
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Taulukossa 2 on esitettyna esikasittelyyn kaytetyn hapon vahvuudet ja maarat
seka seoksen lammitykseen kaytetty aika ja lampétila. Hapon maara pyrittiin pi-
tamaan vakiona, mutta kuten taulukosta 2 voi nahda, kokeissa 9 ja 10 hapon
maara on hieman pienempi. Tama johtuu siita, etta happo paasi loppumaan kes-

ken kokeiden. Talla ei pitaisi kuitenkaan olla suurta merkitysta lopputuloksen kan-

nalta.

Taulukko 2. Hapon vahvuus ja -maara seka reaktioaika ja -lampdtila.

Koe numero

Hapon vahvuus-% ja maara

Reaktioaika (min) ja lampétila

(ml) (C°)

1 20 til-% rikkihappoa 500 ml 15min, 100 C°

2 20 til-% rikkihappoa 500 ml 15min, 100 C°

3 20 til-% rikkihappoa 500 ml 30min, 100 C°

4 20 til-% rikkihappoa 500 ml 30min, 100 C°

5 30 til-% rikkihappoa 500 ml 15min, 100 C°

6 30 til-% rikkihappoa 500 ml 15min, 100 C°

7 30 til-% rikkihappoa 500 ml 30min, 100 C°

8 30 til-% rikkihappoa 500 ml 30min, 100 C°

9 30til-% rikkihappoa 450 ml 25 h huoneen l[ammaoéssa

10 30til-% rikkihappoa 450 ml 25 h huoneen [ammdssa

11 - -

12 - -

13 - -
14 (1) 20 til-% rikkihappoa 500 ml n. 1 h 100 C°:een hiljalleen
15 (12) - -
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Taulukossa 3 on esitettyna kokeissa kaytetyt entsyymit ja niiden maarat, glukoo-
simittausten tulokset seka kaytetyn hiivan maara. Glukoosimittauksissa ensim-
mainen arvo on mitattu puolen tunnin kuluttua entsyymin laitosta. Kuten taulu-
kosta 3 voidaan nahda, Ilukemat ovat kaikissa kokeissa ’low”, eli
verensokerimittari ei pystynyt havaitsemaan liuoksessa glukoosia. Vuorokauden
kuluttua lahes kaikissa kokeissa on muodostunut hieman glukoosia. Joistain ko-
keista on otettu jalkimmaisella mittauskerralla useita mittauksia, jotka ovat nah-
tavissa kyseisessa taulukossa. Hiivan maara oli kaikissa kokeissa sama 2 gram-

maa.

Taulukko 3. Entsyymit, glukoosimittaukset ja kaytetyn hiivan maara.

Koe nu- Entsyymin maara Glukoosin maara 0,5 h ja24 h Hiivan
mero (g/ml) kuluttua (mmol/l) maara (g)
1 Trichoderma sp. 0,25 g low ja 5,8 2
2 Aspergillus sp. 20 ml low ja low 2
3 Trichoderma sp. 0,25 g low ja 9,9 2
4 Aspergillus sp. 20 ml low ja low 2
5 Trichoderma sp. 0,25 g low ja 7,4 2
6 Aspergillus sp. 40 ml low ja low 2
7 Trichoderma sp. 0,25 g low ja 8,3 2
8 Aspergillus sp. 40 ml low ja low 2
9 Trichoderma sp. 0,25 g low ja 13,1 2
10 Aspergillus sp. 40 ml low ja 1,1 2
1 Trichoderma sp. 0,25 g low ja 5,6; 4,8 2
12 Aspergillus sp. 40 ml low ja 5,1; 4,0 2
13 - low ja 3,9; 4,3; 3,6 2
14 (1) Trichoderma sp. 0,25 g low ja 3,2; 3,3; 4,4; 9,3 2
15 (12) Aspergillus sp. 40 ml low ja 2,4; 3,9; 4,7; 5,6 2
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Taulukossa 4 nahdaan tislattavan nesteen maara, joka vaihteli 400 ja 600 millilit-
ran valilla. Yksiselitteista syyta nesteen maaran vaihteluun ei ole. Jokaiseen kay-
misastiaan lisattiin saman verran vetta. Nestetta on joko haihtunut joissain ko-
keissa enemman kaymisen aikana tai materiaali on ollut kaymisastiaan
laitettaessa eri kosteudessa. Tislattavan nesteen maaralla ja saadulla tisleella ei
nayttaisi kuitenkaan olevan yhteytta. Saadut tislemaarat vaihtelivat melko paljon,

eika tislattavan nesteen maara vaikuttanut saadun tisleen maaraan.

Taulukko 4. Tislauksen alku- ja lopputilanne.

Koe numero Tislattavan nes-  Tisleen massa (g) Tisleen tiheys
teen tilavuus (ml) (g/ml)
1 600 48,4503 0,98297
2 550 6,9431 0,98099
3 600 24,789 0,982385
4 550 27,9801 0,98397
5 550 32,0821 0,99021
6 600 41,6098 0,988205
7 600 42,2686 0,98602
8 600 11,1219 0,987185
9 500 26,1496 0,98582
10 500 22,1997 0,98603
11 500 21,882 0,98526
12 500 28,5064 0,9746
13 400 8,5805 0,989
14 (1) 550 17,8022 0,9856
15 (12) 450 43,4362 0,98483
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Taulukossa 5 on esitetty tisleista maaritellyt etanolin massaprosentit. Eri kokeista
saadut vahvuudet vaihtelivat melko paljon. Huonoimmissa kokeissa saatiin vain
noin 4 m-% vahvuista tisletta, kun taas parhaissa noin 15,5 m-%:sta tisletta. Tis-
lemaarat olivat niin pienia, etta tietoisesti ei lahdetty hakemaan todella korkeita
vahvuuksia, jotta tisleen etanolipitoisuus oli helpompi maaritella tiheyden perus-
teella. Raaka-aineen konversioasteet olivat yleisesti ottaen melko vaatimattomia,
mutta parhaimmissa kokeissa paastiin lahes 8 % konversioasteeseen. Konver-
sioaste kertoo, kuinka monta prosenttia saadun etanolin massa on sen valmista-
miseen kaytetyn raaka-aineen kuiva-aineen massasta. Nain ollen 100 g:sta

kuiva-ainetta saataisiin n. 8 g puhdasta etanolia.

Taulukko 5. Tisleen tiedot ja raaka-aineen konversioaste.

. . . Raaka-aineen kon-
Tisleen etanoli Etanolin massa

Koe numero maari (m-%) @) versit_;as_te eta-
noliksi (%)
1 9,5 4,6027785 7,78
2 11 0,763741 1,30
3 9,5 2,354955 3,94
4 8,5 2,3783085 3,94
5 4,5 1,4436945 2,46
6 55 2,288539 3,89
7 7 2,958802 5,02
8 6,5 0,7229235 1,26
9 7,5 1,96122 3,35
10 7 1,553979 2,64
11 7,5 1,64115 2,81
12 15,5 4,418492 7,59
13 5 0,429025 0,74
14 (1) 75 1,335165 2,27
15 (12) 8 3,474896 5,94
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6 Tulosten tarkastelu

6.1 Esikasittelyn toimivuus

Tarkeimpana huomiona opinnaytetydn tuloksissa mahtaa olla happokasittelyn
vaikutus etanolin saantoon. Tuloksien perusteella voidaan melko varmasti todeta,
ettei happokasittely paranna etanolin saantoa kyseisella raaka-aineella. Joissain
tapauksissa silla nayttaisi olevan jopa negatiivinen vaikutus etanolin saantoon.
Materiaali on kaynyt tehtaalla Iapi niin monet kemikaalikasittelyt, joten esikasittely

nayttaisi olevan taysin turha vaihe kyseisen materiaalin kohdalla.

Vaikka esikasittelylla ei nayttaisi koetulosten perusteella olevan vaikutusta eta-
nolin saantoon, niin raaka-aineen ulkondkd muuttui huomattavasti. Esikasittele-
maton raaka-aine oli variltddn mustaa ja koostumukseltaan tiivimpaa kuin esika-
sitelty raaka-aine, jonka vari myds muuttui esikasittelyn seurauksesta ruskeaksi
(kuva 27).

—— ——— | . k

Kuva 27. Vasemmalla esikasittelematon ja oikealla esikasitelty raaka-aine
kaymisreaktion jalkeen (Kuva: Jesse Seila).
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6.2 Entsyymien toimivuus

Tarkasteltaessa eri entsyymien toimivuutta, ei voida yksiselitteisesti sanoa kumpi
entsyymeista on parempi. Kumpikin sellulaasi nayttaisi toimivan, jos katsotaan
kahta parhaiten onnistunutta koetta, jotka olivat koe 1 ja koe 12, toisessa kaytet-
tiin Trichoderma sp. entsyymia ja toisessa Aspergillus sp. entsyymia. Koe 13 taas
tehtiin ilman esikasittelya ja entsyymia ja tasta kokeesta saatiin selvasti huonoin
tulos, konversioasteeksi saatiin vaivaiset 0,74 prosenttia. Nain ollen entsyymilla

on selvasti prosessia tehostava vaikutus.

6.3 Sokereiden muodostus

Sokerimittausten perusteella voitaisiin todeta, etta Aspergillus sp. entsyymi alkaa
tuottamaan sokereita hieman hitaammin. Lahes kaikissa Aspergillus sp. entsyy-
milla tehdyissa kokeissa, pois lukien 10, 12 ja 15, glukoosia ei ollut muodostunut
viela 24 tunnin kuluttua entsyymin lisdamisesta kaymisastiaan. Naissa kolmessa
kokeessa esikasittely poikkesi muista kokeista tai puuttui kokonaan. Talla voi olla

merkitysta sokerien muodostumiseen.

6.4 Entsyymin maaran vaikutus

Entsyymien maaran lisaamisella ei nayttaisi olevan kokeiden perusteella vaiku-
tusta etanolin saantoon. Todennakdisesti kokeissa kaytetyt minimi maarat, 0,25
g Trichoderma sp. entsyymia ja 20 ml Aspergillus sp. entsyymia n. 60 g kuiva-
ainetta kohden oli jo reilu annostus. Nain ollen entsyymiannostuksen lisaamisella
kaksin kertaiseksi, kuten teimme Aspergillus sp. entsyymin kohdalla, ei saavu-
tettu merkittdvaa parannusta etanolin saantoon. Se ei tosin nayttanyt haittaa-

vaankaan prosessia.
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6.5 Tulosten vertailua

Tiaisen (2020) kirjoittamassa vasun verkkojulkaisussa on esilla Uusiutuva ener-
gia liikenteessa —kurssilla vuonna 2020 tehdyt kokeiden tulokset. Kyseisesta ma-
teriaalista ei ole tehty muita kokeita liittyen bioetanoliin. Kokeita tehtiin kurssilla

yhteensa nelja. Alla on esitettyna tehtyjen kokeiden tulokset.

Taulukossa 6 on esitetty raaka-aineen lahtotiedot ja esikasittelytekniikat. Esika-
sittelyna kaytettiin happoesikasittelya ja kuumakasittelya ilman happoa. Lisaksi
kaikissa kokeissa raaka-ainetta hienonnettiin jauhamalla, jota ei omissa kokeissa

tehty, silla raaka-aines oli jo tarpeeksi hienojakoista.

Taulukko 6. Esikasittelytekniikat ja raaka-aineen lahtétiedot.

Raaka-aineen Kuiva-ainepi- Kuiva-aineen
Koe numero Esikasittely

massa (g) toisuus (%) massa (g)
PR1B jauhanta + 1584 38 59,9
happo
PR1C kuumakasit- 158,3 38 60,2
tely, jauhanta
PR2 B jauhanta + 160 27 43,4
happo
PR2 C kuumakasit- 160,72 o7 43.6
tely, jauhanta
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Taulukossa 7 on esitettyna esikasittelyssa kaytettyjen happojen vahvuudet seka
reaktioajat ja -lampétilat. Kuumennusajat olivat tekemiimme kokeisiin verrattuna

lyhyet, mutta lampdtilat jotakuinkin samat.

Taulukko 7. Hapon vahvuus ja -maara seka reaktioaika ja -lampdtila.

Koe numero Hapon vahvuus-% ja maara Reaktioaika (min) ja lampétila
(ml) (C)
10 til-% rikkihappoa 500 ml -
PR1B
- 3min, 100 C°
PR1C
20 til-% rikkihappoa 500 ml 12min, 107 C°
PR2 B
PR2 C ) )

Taulukossa 8 on esitettyna kokeissa kaytetyt entsyymit ja niiden maarat seka so-
kerimittaukset ja hiivan maarat. Entsyymit olivat samoja, joita kaytettiin omissa
kokeissa, mutta entsyymiliuosten voimakkuudesta ei voida olla varmoja. Hiivan
maara oli suurempi kuin omissa kokeissa kayttamamme, mutta talla tuskin oli

vaikutusta lopputulokseen.

Taulukko 8. Entsyymit, glukoosimittaukset ja kaytetyn hiivan maara.

Entsyymin maara  Glukoosin maara

Koe numero Hiivan maara (g)

(g/ml) 0,5h
PR1B Trlchoderrnr?a sp. 15 low 5
PR1C Trichoderma sp. 15 2.1 5
ml
PR2 B Aspergillus sp. 15 ml low 5

PR2 C Aspergillus sp. 15 ml low 5
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Taulukossa 9 on esitettyna tislauksen alku- ja lopputilanteen tiedot. Tislattavat
maarat olivat osassa kokeita huomattavasti pienemmat verrattuna omiin kokei-

siimme.

Taulukko 9. Tislauksen alku- ja lopputilanne.

Koe numero  Tislattavan nesteen Tisleen massa (g) Tisleen tiheys (g/ml)
tilavuus (ml)

PR1B 250 5,59 0,96505
PR1C 400 14,95 0,9861
PR2 B 290 37,75 0,98596
PR2 C 500 14,28 0,98784

Taulukossa 10 on esitettyna tisleiden tiedot ja raaka-aineen konversioasteet.
Kokeissa saadut etanolin maarat ja konversioasteet olivat hyvin samankaltaisia

omiin kokeisiimme verrattuna.

Taulukko 10. Tisleen tiedot ja raaka-aineen konversioaste.

Raaka-aineen kon-

Tisleen etanoli Etanolin massa . o

Koe numero sir s o versioaste etanoliksi
maara (m-%) (9) (%)
PR1B 23 4,6027785 21
PR1C 7 0,763741 1,7
PR2 B 7,5 2,354955 6,5

PR2 C 6 2,3783085 2
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7 Pohdinta

71 Teoreettinen etanolin saanto

Tehtaasta tulee vuodessa 20 000 tonnia materiaalia, jonka kuiva-aineprosentti
on noin 39 % (Pakarinen 2020). Nain ollen etanolin valmistukseen olisi kaytetta-
vissa 7 800 tonnia kuiva-ainetta. Etanolin saanto olisi 4 % konversioasteella 312
tonnia ja 8 % konversioasteella 624 tonnia etanolia. Etanolin tiheyden ollessa
noin 0,79 kg/l, saataisiin vuodessa noin 394 937 ja 789 873 litraa puhdasta eta-

nolia esimerkin konversioasteilla.

7.2 Taloudellista pohdintaa

Kokeessa 1 kaytettiin 0,25 g Trichoderma sp. entsyymia ja talla maaralla saatiin
noin 4,60 grammaa puhdasta etanolia. 1:n etanoligramman tuottamiseen kului
nain ollen 0,054 grammaa Trichoderma sp. entsyymia. 1 g pakkaus Tricho-
derma sp. entsyymia maksoi Sigma Aldrichilla 166 €. Yhden etanoligramman
tuottaminen kyseisessa kokeessa maksoi entsyymin osalta 8,96 €. Yksi litra
etanolia painaa n. 790 g tiheyden ollessa 0,79 kg/l. Nain ollen etanolin litrahin-

naksi tulisi entsyymin osalta n. 7078 €.

Kokeessa 12 kaytettiin 40 ml Aspergillus sp. entsyymia ja talla maaralla saatiin
noin 4,42 grammaa puhdasta etanolia. Nain ollen tuotettaessa 1 g etanolia tar-
vitaan noin 9 ml entsyymia. 250 ml pullo Aspergillus sp. entsyymia maksoi 160
€ Sigma Aldrichilla. Nain ollen 1 ml maksoi 0,64 €. Yhden etanoligramman tuot-
taminen kyseisessa kokeessa maksoi entsyymin osalta 5,76 €. Yksi litra eta-
nolia painaa n. 790 g tiheyden ollessa 0,79 kg/l. Nain ollen etanolin litrahinnaksi

tulisi entsyymin osalta n. 4 550 €.

Kokeessa 13, joka tehtiin ilman esikasittelya ja entsyymia, saavutettiin 0,74 %
konversioaste. Jos ajatellaan, etta ilman materiaalin esikasittelya ja ilman ent-

syymia, voitaisiin paasta keskimaarin 0,5 % konversioasteeseen, voitaisiin
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7 800 tonnin kuiva-aine maarasta saada teoreettisesti 39 tonnia etanolia. Eta-
nolin tiheyden ollessa 0,79 kg/l, vastaisi tama 49 367 litraa puhdasta etanolia.
Tama edellyttaisi ainoastaan hiivan ja veden lisaamista materiaalin joukkoon
seka asianmukaiset laitteistot materiaalin kasittelyyn ja tislaukseen. Saatu eta-
nolin maara ei ole merkittava, mutta tama olisi mahdollisesti kaikkein kustan-
nustehokkain tapa tuottaa etanolia kyseisesta materiaalista. Lisaksi veden pois-
ton jalkeen, kyseinen materiaali, on Iahes saman kaltaista kuin ennen etanoliksi
kayttamista. Siihen ei sitoudu uusia kemikaaleja, eika sivutuotteena synny on-

gelmallisia happovesia kuten materiaalia happoesikasiteltaessa.

Tehtyjen kokeiden raaka-aineen konversioasteet jaivat melko vaatimattomiksi,
parhaimmillaan paastiin noin 8 %:iin ja suurimmassa osassa kokeita noin 4 %
tuntumaan entsyymien kaytdsta huolimatta. Vertailuna esim. biojatetta raaka-ai-
neena kaytettdessa voidaan paasta jopa 20,5 % konversioasteeseen (Ratto, Vik-
man & Siika-Aho 2009, 40).

Opinnaytetyosta saadut tulokset kertovat melko yksiselitteisesti, ettei bioetanolin
valmistaminen ole kovinkaan jarkevaa kyseisesta materiaalista. On syyta huomi-
oida, ettad kokeissa kaytetyt entsyymi erat olivat pienia ja erittain korkealaatuisia.
Suuria eria tilatessa entsyymien kustannukset voivat olla paljon matalammat.
VTT:n tiedotteessa entsyymin hinnaksi arvioitiin 250 €/t etanolia (Weymarn, N.
2007).

Yksi tonni etanolia vastaa 1265,8 litraa etanolia tiheyden ollessa 0,79 kg/l. Jos
entsyymin kustannus olisi 250 €/t, tulisi yhden etanoli litran entsyymikustan-
nukseksi nain ollen vain 19,8 snt. Talldin entsyymien kustannukset olisivat koh-
tuullisella tasolla, mutta edelleen ollen merkittava kuluera bioetanolin valmistuk-
sessa. Kyseisessa tapauksessa raaka-aineen ollessa ilmaista, koituu suurimmat

kulut todennakoisesti entsyymien hankinnasta.
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7.3 Kokeiden epavarmuustekijoita

Tekemiimme kokeisiin liittyy joitain epavarmuustekijoita, jotka voivat vaikuttaa
kokeiden lopputuloksiin.

Materiaaleja ja valmista tuotetta punnittiin lukemattomia kertoja kokeiden ai-
kana. Punnituksissa on voinut tapahtua pienia heittoja. Punnitukset tehtiin kui-
tenkin huolellisesti ja asianmukaisilla laitteilla.

Materiaalia lammitettdessa happoseoksessa, oikean lampdtilan 16ytamisessa ja
pitamisessa haluttuna on eroja eri kokeiden kohdalla. Happoa lammitettaessa
taytyi varmistua, ettei se paase kuohumaan yli keitinastiasta. Myos lampaétilan
mittaaminen oli suuntaa antavaa, koska happoseos oli luonnollisesti eri lamp0oi-
nen eri syvyyksilta (kuva 28). Nain ollen kokeen tasmallinen toistaminen on

haastavaa.

Kuva 28. Lampédtilan erot pohjalla ja pinnassa (Kuva: Jesse Seila).

Raaka-aine sisalsi runsaasti rikkiyhdisteita, joiden vaikutuksesta kdymisproses-

siin ei ole varmuutta. Yleisesti ottaen rikkiyhdisteita kaytetaan saildntaaineina
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esim. elintarvikkeissa (Ruokavirasto 2021). Nain ollen voisi olettaa, etta rikki

olisi kdymisprosessia haittaava tekija.

7.4 Valmistuksen ongelmat ja jatkotutkimus

Suurin ongelma etanolin valmistuksessa kuitusavesta on entsyymien korkea
hinta. Nykyisilla entsyymien hinnoilla ja opinnaytetysta saatujen tulosten perus-

teella tuotanto ei nayttaisi olevan kannattavaa.

Opinnaytety0ssa entsyymien maarat olivat jaettuna sopiviin annoksiin, niin etta
entsyymia riitti kaikkiin testeihin, joita haluttiin tehda. Mitaan tarkempaa annoste-
lumetodia ei kaytetty. Jatkotutkimusten kannalta olisi tarkea selvittda, mika on
optimaalisin annostus entsyymien kohdalla, koska niistd koostuvat prosessin
suurimmat kulut. Entsyymien hintojen laskiessa voisi niiden kayttaminen olla jar-

kevaa taloudellisesta nakokulmasta.

Lisaksi jatkotutkimuksissa olisi hyva selvittda raaka-aineessa olevan rikin roolia
etanolin saantoon ja koko kaymisprosessiin. Rikki voi olla merkittava tekija pro-
sessin onnistumiseen silla rikkiyhdisteita kaytetaan sailontaaineena mm. elintar-
vikkeissa ja se voi taten haitata esimerkiksi kaymisreaktiota. Sen roolia olisi hyva
tutkia.
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