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THVISTELMA

Fossilisten polttoaineiden vahentyminen ja kasvava energiantarve edellyttavat
bioperéisten polttoaineiden kehittdmistd. Mikrolevien kéytto biodieselin raaka-
aineena herattad kiinnostusta, silla ne kasvavat nopeasti ja sisaltavat runsaasti
lipidej4, eikd niiden kasvatus vaadi laajoja maa-alueita.

Tama opinnaytetyo tehtiin osana ALDIGA-projektia, joka tutki mahdollisuuksia
ekotehokkaaseen levdmassan bioenergiatuotantoon. Taman tyon tarkoitus oli
selvittdad kahden mikrolevalajin (Chlorella sorokiniana ja Selenastrum sp.)
soveltuvuus biodieselin raaka-aineeksi ja vertailla kahta eri lipidien
uuttomenetelméa. Mikrolevat kasvatettiin suljetuissa fotobioreaktoreissa ja niista
uutettiin lipidit kahdella eri tavalla. Uuttomenetelmi& vertailtiin saantojen ja
ohutlevykromatografian avulla. Uutetut lipidit metyloitiin rasvahappojen
metyyliestereiksi, jotka analysoitiin kvantitatiivisesti kaasukromatografi-
massaspektometrilla. Rasvahappoprofiilin perusteella laskettiin biodieselin
laatuparametreja, joita vertailtiin SFS-EN 14214-standardiin.

Biomassan kasvunopeus oli C. sorokinianalla 40,3 mg/l/vrk ja Selenastrumilla
71,3 mg/l/vrk. C. sorokinianasta uuttui liuotinuutolla lipideja 15,3 %
kuivapainosta ja Selenastrumin liuotinuuttossa uuttui 55,2 %. Rasvahappoja oli
uutetuissa lipideissa 4.6 % ja 7.9 %. Ylikriittisella uutolla tulokset olivat
huomattavasti pienempid. Liuotinuuton todettiin soveltuvan paremmin lipidien
uuttoon kuin ylikriittisen uuton. Polttoaineominaisuuksiensa perusteella
liuotinuutettu Selenastrum oli polttoainekayttod ajatellen parempi kuin C.
sorokiniana, silla C. sorokinianan liuotinuuton setaaniluku ja linoleenihapon
ma&éra ei tayttanyt standardin vaatimuksia ja Selenastrumin kinemaattinen
viskositetti oli parempi kuin C. sorokinianan.

Kumpikaan laji ei ndissa olosuhteissa kasvatettuna sovellu biodieselin tuotantoon
puutteellisten polttoaineominaisuuksien ja pienten saantojen johdosta.
Selenastrum vaikuttaa kuitenkin lupaavalta, jos lipidien maaraa ja laatua saadaan
muokattua kasvatusolosuhteita muuttamalla.
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ABSTRACT

Diminishing fossil fuels and increasing energy consumption require development
of biomass based fuels. Microalgae are a promising resource of renewable energy
because of their rapid growth and high lipid content. Growing them does not
require arable land, either.

This study was a part of the ALDIGA project, which examined the potential of
microalgae for eco-efficient energy production. The focus of this work was to
study the suitability of two microalgae species (Chlorella sorokiniana and
Selenastrum sp.) for biodiesel production. Microalgae were grown in
photoreactors and lipids were extracted with two different extraction methods.
The methods were compared by yields and thin layer chromatography. The lipids
were methylated and fatty acid methyl esters were analyzed using a gas
chromatograph mass spectrometer. The results were used to calculate the quality
parameters for biodiesel, which were compared with the SFS-EN 14214 standard.

The average biomass growth rate was 40.3 mg/l/d for the C. sorokiniana and 71.3
mg/l/d for the Selenastrum. The lipid content of C. sorokiniana and Selenastrum
was 15.3 % and 55.2 % and fatty acid content was 4.6 % and 7.9 %, respectively,
as determined by using a solvent extraction method. The super-critical fluid
extraction results were considerably smaller. The solvent extraction method was
found to be more efficient for lipid extraction.

Selenastrum fatty acids were found to be more suitable for biodiesel production
because cetane number and linolenic acid concentrations of C. Sorokiniana fatty
acids did not meet the requirements of the standard. Kinematic viscosity in
Selenastrum was also better than in C. Sorokiniana.

Neither species grown under the conditions of the experiment is suitable for
biodiesel production because of their insufficient fuel properties and low yield of
fatty acids. However, Selenastrum seems promising, if the quantity and quality of
lipids can be modified by altering growth conditions.

Key words: ALDIGA, microalgae, photobioreactor, biodiesel, fatty acid profile
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SANASTO JA KAYTETYT LYHENTEET

SFA
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SFE

TLC
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HVO

saturated fatty acids, tyydyttyneet rasvahapot

monounsaturated fatty acids, kertatyydyttyméattomét rasvahapot
polyunsaturated fatty acids, monityydyttyméattomét rasvahapot
super-critical fluid extraction, ylikriittinen uutto

thin layer chromatography, ohutlevykromatokrafia

fatty acid methyl esters, rasvahappojen metyyliesterit, biodiesel

hydrogenated vegetable oil, biopolttoaine, jota tuotetaan
késittelemalla kasvibljyjen tai eldinrasvojen rasvahappoja vedylla



1 JOHDANTO

Fossilisten polttoaineiden vahentyminen, hintojen nousu ja hiilidioksidin mééran
kasvu ilmakehdssa ovat johtaneet uusiutuvien energiamuotojen laajamittaiseen
hyddyntdmiseen ja tutkimiseen. Biodieselin tuotantoon on jo pitk&an kéytetty
perinteisia 6ljykasveja, kuten 6ljypalmu ja rypsi. Biodieselin raaka-aineita
pidetdén hiihlidioksidineutraaleina, koska ne vapauttavat palaessaan vain
sitomansa hiilidioksidin. Oljykasvit ovat kuitenkin saaneet kritiikkia, silla ne
vievét arvokasta ruokakasvien viljelysmaata ja kasteluvetta, ja myos kasvuajat
voivat olla pitki&. Mikrolevien kayttd biodieselin raaka-aineena on aiheuttanut
laajaa kiinnostusta, silla ne kasvavat nopeasti, niiden lipidipitoisuus voi olla jopa
puolet solun painosta, niit4 voidaan kasvattaa jatevesissa, eiké niiden kasvatus
vaadi hehtaareja maa-alueita. Yhdysvalloissa mikrolevisté on jo alettu kahdessa
laitoksessa tuottaa biodieselid ja vielé yksi tuotantolaitos avataan tdman vuoden
kuluessa. Mikrolevien lipidipitoisuus ja lipidikoostumus riippuu lajista ja sen
kasvuolosuhteista. Siksi onkin térke&a tutkia eri lajeja, jotta voidaan loytaa

soveltuvin laji ja kasvatusolosuhteet biodieselin valmistamiseksi.

Taman opinndytetyon tarkoitus oli vertailla kahden mikrolevalajin, Chlorella
sorokiniana ja Selenastrum sp., soveltuvuutta biodieselin tuotantoon
lipidikoostumustensa ja rasvahappoprofiiliensa perusteella. Bioreaktorissa
kasvatetetusta levabiomassasta uutettiin lipidit kahdella eri menetelmalld, joiden
tehoa uuttaa lipidit vertailtiin kvantitatiivisesti ja kvalitatiivisesti. My0s
rasvahappokoostumus analysoitiin, jotta uutettujen lipidien soveltuvuutta
biodieselin raaka-aineeksi voitiin arvioida. Rasvahappoprofiilin perusteella
laskettiin biodieselin laatuparametreja, joita vertailtiin SFS-EN-14214 standardiin.
Opinnaytetyo tehtiin osana ALDIGA-projektia (Algae from Wastewater for

Combined Bio-diesel and Biogas Production), jonka rahoittajana toimi Tekes.



2 MIKROLEVIEN LIPIDIKOOSTUMUS

2.1  Mikrolevat

Mikrolevét, eli planktonlevét ovat padasiassa yhteyttavia, vesistossa esiintyvia
levid. Ne ovat halkaisijaltaan 2 — 100 um ja esiintyvét yksisoluisina ja
yhdyskuntina. Mikrolevat keijuvat vesimassassa tai litkkuvat uintisiimojen avulla.
Keijuntaan vaikuttavia tekijoitd ovat solun pinta-ala ja muoto, sukaset, ulokkeet,
kaasurakkulat, rasvapisarat ja yhdyskuntien muoto. Mikrolevat jaetaan
kasviplanktonsystematiikan mukaan syanobakteereihin (Cyanophyta), nieluleviin
(Cryptophyta), panssarileviin (Dinophyta), tarttumaleviin (Haptophyta), kulta- ja
piileviin (Chromophyta), silmdleviin (Euglenophyta) ja viherleviin (Chlorophyta).
(Autio 2011, 4, 5, 10.) Mikrolevéat ovat p&aasiassa autotrofeja eli yhteyttavia.
Yhteyttdmisessa leva syntetisoi hiilidioksidia, vetta ja epdorgaanisia yhdisteité
aurongonvalon avulla orgaaniseksi aineeksi. Jotkin levélajit ovat heterotrofisia, eli
ne tarvitsevat orgaanista hiiltd. Tastd valimuoto on miksotrofinen levé, joka
hiilidioksidin lisdksi voi kayttdd my0ds orgaanista hiilta. (Hallfors & Saloniemi
2014.)

2.2 Tutkimuskohteet

Téassé tyossa tutkittiin mikrolevélajeja Chlorella sorokiniana ja Selenastrum sp.
(SCCAP K-188). Sirppimainen viherleva Selenastrum on eristetty vuonna 2008
humuspitoisesta 1so-Ruuhijarvestd, eik sit4 ole tunnistettu lajitasolle asti. Pyorea,
halkaisijaltaan 2-8 pum viherleva Chlorella sorokiniana (UTEX 1230) hankittiin

Texasin yliopiston kantakokoelmasta.

2.3 Mikrolevésolun lipidit

Lipideiksi luokitellaan kaikki biologiset molekyylit, jotka liukenevat orgaaniseen
liuottimeen. Taman vuoksi lipidit ovat laaja joukko yhdisteitd, joista vain osa
sopii biodieselin valmistukseen. Mikrolevien lipidituotto ja lipidiluokat ja
rasvahappokoostumus eroavat merkittavasti lajista toiseen. Niihin vaikuttavat

my0s kasvatusolosuhteet. Lipidien maara kuiva-ainetta kohti vaihtelee viidesté



kahdeskaankymmeneen prosenttiin. Levasolu siséltaa erilaisia lipideja, joilla on
eri merkitys solussa. (Halim, Danquah &Webley 2012, 711.)

Lipidit voidaan jakaa kahteen kategoriaan niiden polaarisuuden perusteella;
neutraalilipidit ja polaariset lipidit. Neutraalilipideihin luokitellaan mm.
asyylilipidit ja vapaat rasvahapot. Asyylilipidit rakentuvat glyserolirungosta,
johon on sitoutunut yksi, kaksi tai kolme rasvahappoa. Ne nimetd&n mono- di ja
triglyserideiksi glyserolirunkoon sitoutuneitten rasvahappoketjujen maaran
mukaan. Asyylilipidit toimivat solussa p&éasiassa energiavarastoina.
Neutraalilipideihin luokitellaan my®s hiilivedyt, sterolit, ketonit ja pigmentit,
mutta néitd molekyyleja ei voida muuttaa biodieseliksi. Polaarisiin lipideihin
kuuluvat fosfolipidit ja glykolipidit. Fosfolipidi on molekyyli, jossa
glyserolirunkoon on rasvahappojen lisdksi sitoutunut fosfaattiryhmé. Glykolipidit
ovat lipidejd, joihin on sitoutunut hiilihydraatti. Polaariset lipidit muodostavat

solun monikerroksisen solukalvon. (Halim ym. 2012, 711.)

Levésolujen lipidirakenteeseen ja méaéraan vaikuttavat lajin lisaksi myos
kasvatusolosuhteet. N&it4 ovat kasvatusliuos, lampdtila, valon maard, valosyklin
pituus ja ilmastus. Jos mikrolevé keratdan kasvun stationddrivaiheessa, se sisaltaa
suhteessa véhemman polaarisia lipideja kuin logaritmisessa vaiheessa keratty
levdmassa. (Halim ym. 2012, 711.)

2.4 Rasvahapot

Rasvahappomolekyyli koostuu hydrofobisesta hiilivetyketjusta, jonka paassa on
hydrofiilinen karboksyyliryhma. Kuviossa 1 esitell4&n rasvahapon rakenne.
Rasvahapot nimet&d&n sen mukaan, kuinka monta hiiltd on hiiliketjussa ja kuinka
monta kakoissidosta rasvahappo siséltaa. Jos rasvahapossa ei ole kaksoissidoksia,
se on tyydyttynyt rasvahappo. Jos kaksoissidoksia on yksi, rasvahappo on
kertatyydyttyméton. Rasvahapon sisaltdessa kaksi tai useamman kaksoissidoksen
on se monityydyttyméaton. Kaksoissidoksia sisaltdva rasvahappo voi olla cis- tai
trans- isomeerisessa muodossa, mutta lahes kaikki rasvahapot ovat levissa cis-
muodossa. (Halim ym. 2012, 710-711.)



KUVIO 1. Rasvahappojen rakenne. Vasemmalla on tyydyttynyt rasvahappo
C18:0 eli steariinihappo ja oikealla on kertatyydyttymé&ton rasvahappo C18:1c,
6ljyhappo. (Halim ym. 2012, 711)

Talulukossa 1 esitellddn yleisimmat mikrolevissa esiintyvat rasvahapot.
Taulukossa on kunkin rasvahapon systemaattinen nimi, triviaalinimi ja lyhenne.
Lyhenne muodostuu niin, ettd ensimmaiseksi ilmoitetaan rasvahapon hiiliatomien
lukumaaré ja kaksoispisteen jalkeen kaksoissidosten lukumaard. Tamén peraan
voidaan vield ilmoittaa, monennestako hiilesté kaksoissidos alkaa, kun lasketaan
siitd paastd, jossa ei ole karboksyylirynmaa. Cis-tai trans-isomeereja merkitéén
pienell& c- tai t-kirjaimella lyhenteen perdssa. Téassa tyossa kaytetadan

rasvahappojen triviaalinimia.



TAULUKKO 1. Yleisimmét mikrolevien rasvahapot (Jaakkola, 2012, 18)

Systemaattinen nimi: Triviaalinimi: lyhenne:
Tyydyttyneet rasvahapot

dekaanihappo kapriinihappo 10:0
dodekaanihappo lauriinihappo 12:0
tetradekaanihappo myristiinihappo 14:0
heksadekaanihappo palmitiinihappo 16:0
oktadekaanihappo steariinihappo 18:0
eikosaanihappo arakidiinihappo 20:0
dokosaanihappo beheenihappo 22:0
tetrakosaanihappo lignoseriinihappo 24:0

Kertatyydyttyméattémét rasvahapot™®

9-heksadekeenihappo palmitoleiinihappo 16:1 n-7
9-oktadekeenihappo dliyhappo 18:1 n-9
11-oktadekeenihappo vakseenihappo 18:1 n-7
11-eikoseenihappo gadoleiinihappo 20:1 n-9
13-dokoseenihappo erukahappo 22:1 n-9
15-tetrakoseenihappo nervonihappo 24:1n-9
Monityydyttymattémét rasvahapot*

9,12-oktadekadieenihappo linolihappo 18:2 n-6
6.,9,12-oktadekatrieenihappo gammalinoleenihappo  18:3 n-6
9,12,15- oktadekatrieenihappo alfalinoleenihappo 18:3 n-3
11,14-eikosadieenihappo 20:2 n-6
8,11,14-eikosatrieenihappo DGLA 20:3 n-6
5,8,11-eikosatrieenihappo meadin happo 20:3n-9
5,8,11,14-eikosatetraeenihappo arakidonihappo 20:4 n-6
5.8,11,14,17-eikosapentaeenihappo EPA 20:5n-3
7,10,13,16,19-dokosapentaeenihappo 22:5n-3
4,7,10,13,16-dokosapentaeeenihappo DPA 22:5n-6
4,7,10,13,16,19-dokosaheksaeenihappo  DHA 22:6 n-3

* kaikki kaksoissidokset ovat cis-konfiguraatiossa




3 BIODIESELIN TUOTANTOON SOVELTUVAT LIPIDIT JA
RASVAHAPOT

Lipideista parhaiten biodieselin valmistukseen soveltuvat asyylilipidit, etenkin
triglyseridit. T&ma johtuu siit4, ettd biodieselin valmistukseen kéytettava
katalyyttinen vaihtoesterdinti toimii parhaiten glyserolirungon sisaltaville
glyserideille ja on melko tehoton polaarisille lipideille ja vapaille rasvahapoille.
Liséksi glyserideihin sitoutuneilla rasvahapoilla on yleensad vahemman
kaksoissidoksia kuin polaarisilla lipideilld, mika vaikuttaa biodieselin
hapettumiseen ja setaanilukuun. Mit4 enemman biodiesel siséltdéd kaksoissidoksia,

sité alttiimpi se on epéatoivotulle hapettumiselle. (Halim ym. 2012, 711.)

Rasvahappojen rakenteelliset ominaisuudet, kuten hiiliketjun pituus ja
haaroittuneisuus ja kaksoissidosten maaré, vaikuttavat biodieselin fysikaalisiin ja
kemiallisiin ominaisuuksiin. Mikrolevét sisaltavét tyypillisesti rasvahappoja,
joiden hiiliketjun pituus on vélilla 12 — 22 kappaletta. Levét eivét sisélla
rasvahappoja, joissa olisi enemman kuin kuusi kaksoissidosta, ja
tyydyttymattomat rasvahapot ovat lahes aina cis-isomeerisessa muodossa. Vaikka
runsas kaksoissidosten maaré tekee biodieselista herk&n hapettumaan, niin cis-
isomeeriset rasvahapot, joilla on alle nelja kaksoissidosta, jghmettyvat paljon
matalammissa lampatiloissa kuin tyydyttyneet rasvahapot, jotka lineaarisen
rakenteensa vuoksi pakkautuvat lampdtilan laskiessa tiukasti toisiinsa kiinni ja
jahmettyvéat nopeasti. Kéytannossé tdma tarkoittaa, ettd lineaaristen rasvahappojen
kylmankestavyys on huono. (Halim ym. 2012, 711-712.)

3.1 Biodieselin tuotantoprosessi vaihtoesterdinnilla

Vaihtoesterdintiprosessi on biodieselin nykyisin kaytetyin ja kustannustehokkain
jalostustapa. Vaihtoesterdinnissa glyserolirunkoon sitoutuneet rasvahapot
hydrolysoituvat katalyytin ja lammdn vaikutuksesta, ja niihin sitoutuu
alkoholiryhmd, jolloin rasvahaposta tulee rasvahapon metyyliesteri (FAME).
Reaktioyhtélo esitelldadn kuviossa 2, jossa R tarkoittaa rasvahappoketjua.
Katalyytting k&ytetddn yleensé natrium- tai kaliumhydroksidia ja alkoholina



metanolia. Jos ké&ytetdan etanolia, saadaan rasvahappojen etyyliestereita.
(Gronroos 2012, 30-32.)

CH,— OCOR, CH,— OH R, — COOCH,
| Katalyytti ;
CH— OCOR, + 3HOCH, * CH— OH 4+ R, COOCH,
| i
CH;— OCOR, CH,— OH R, — COOCH,
Triglyseridi Metanoli Glyseroli Metyyliesteri
(biodiesel)

KUVIO 2. Vaihtoesterdinnin reaktioyhtald. (Chisti 2007, 295)

Esikasiteltyyn bio6ljyyn lisatdan alkoholi-katalyyttiseos ja seos kuumennetaan
alkoholin kiehumispisteen ylapuolelle reaktion nopeuttamiseksi. Reaktio on
tasapainoreaktio, eli yht triglyseridimoolia kohti tarvitaan kolme moolia
alkoholia, joista muodostuu yksi mooli glyserolia ja kolme moolia
metyyliestereité. Jotta biodiesel olisi SFS-EN 14214 standardin mukaista, siitd on
vield poistettava reagoimattomat triglyseridit, glyseroli, katalyytti, reagoimaton
alkoholi, vesi, katalyytin ja veden muodostava saippua ja vapaat rasvahapot.
FAME-tyyppinen biodiesel on taysin biohajoavaa ja herkasti hapettuvaa, joten se
hajoaa noin nelja kertaa nopeammin kuin fossiiliset polttoaineet. Sen
kylméankestokaan ei pérjaa perinteiselle dieselille, tosin lisaineilla voidaan
hieman parantaa sitd. Sellaisenaan se ei sovellu litkennepolttoaineeksi, mutta sita
lisataan dieseliin. (Grénroos 2012, 30-32.)

3.2 Uusiutuvan dieselin tuotantoprosessi vetykasittelyll&

Vetykasittely on 0ljy-yhtié Neste Oilin patentoiman NexBTL-dieselin (Next
Generation Biomass to Liquid) valmistusmenetelm&. Vetykésiteltya uusiutuvaa
dieselid kutsutaan yleisesti myds nimellda HVO (hydrogenated vegetable oil).
NexBTL-dieselin valmistukseen soveltuvat mink& tahansa kasvin 6ljy seka
eldinrasvat. Raaka-ainevalinta ei vaikuta valmiin dieselin koostumukseen. Valmis
diesel on hapetonta ja vastaa koostumukseltaan fossilista dieselid. Valmistukseen
tarvitaan kaksi reaktiota. Ensimmaéinen on vetykésittely ja toinen on isomerointi.

Valmistus alkaa esikasittelylla, jossa prosessille haitalliset aineet, kuten metallit ja



fosfori poistetaan. Tahén kaytetdan fosforihappo-, lipeé- ja vesipesua. Puhdistettu
raaka-aine siirretd&n hydrausreaktoriin, jossa 6ljysta ja rasvasta muodostetaan n-
parafiineja, eli suoraketjuisia tyydyttyneitd hiilivetyja vetykasittelyn avulla.
Vetykasittely tehdddn 300-350 asteen lampdotilassa ja 500 kPa:n paineessa.
Reaktioon lisataan vetya ja katalyytting k&ytetdan nikkeli-
molybdeenikatalyyttipatjoja. Reaktio tapahtuu kuvion 3 osoittamalla tavalla.
(Gronroos 2012, 34-36.)

Rasvahappoketju "R"

katalyytt

H ANANANANANANANAN) Hil —> +2H0 (1)

C o

| — COoz @)
HC-0

| o 8 12 15 R +CO (3
H,C--0 .

TRIGLYSERIDI i
katalyytti NExBTL
+nH: — = CH3-CH>-CHs (propaani) (4)

KUVIO 3. Vetykasittelyn reaktioyhtald. (NEXBTL 2006, 4)

Triglyseridit sisaltavat 11 prosenttia happea, joka poistuu reaktiossa vapauttaen
vettd, hiilidioksidia ja hiilimonoksidia. Sivutuotteena ei muodostu glyseroleja,
kuten vaihtoesterdinnissa vaan propaania, joka voidaan kéyttaa polttokaasuna ja
ohjata muihin prosesseihin. Rasvahappojen kaksoissidokset poistuvat reaktiossa,
jonka ansiosta niiden setaaniluku kasvaa lahes sataan, koska tyydyttyneiden
rasvahappojen setaaniluku on suurempi kuin tyydyttyméattomien. Setaaniluvulla
kuvataan, kuinka nopeasti polttoaine syttyy sen syoton jalkeen. Seuraavaksi n-
parafeenit isomeroidaan. Isomerointi tarkoittaa sitd, ettd hiilivedyn
molekyylipaino pysyy samana, mutta rakenne muuttuu. Reaktioyhtalé on kuvattu
kuviossa 4. Isomerointi tapahtuu samoissa lampdtiloissa ja paineessa kuin
vetykaésittelykin ja reaktioon lisatédan vetya ja katalyyttid. Isomeroinnin
seurauksena suoraketjuinen n-parafeeni muuttuu haaroittuneeksi metyylihaarojen

ansiosta ja samalla lyhenee. (Gronroos 2012, 34-36.)



Katalvviti
CH;CH;CH;CH;F CH;(]JHCH;
2
) CH;

KUVIO 4. Isomerointireaktion reaktioyhtalo.

Isomeroinnin ansiosta NexBTL-dieselin kylmankesto paranee ja sellaisenaan se
kest&a 5- 30 asteen pakkasen. Lisdaineilla pakkasenkesto paranee jopa -44
asteeseen. Jalkikésittelyssa tuote stabiloidaan ja polttokaasu- ja bensiinijakeet
erotellaan hoyrystrippauksella. Lopuksi tuote kuivataan. (Gronroos 2012, 34-36.)

3.3 Biodieselin laatuvaatimukset

FAME-tyyppiselle biodieselille maarattiin EU:ssa vuonna 2004 laatuvaatimukset
standardilla EN 14214, ja se hyvéksyttiin Suomen standardisoimisliitossa (SFS)
sellaisenaan, jolloin sen kansalliseksi tunnukseksi tuli SFS-EN 14214. Standardi
sisaltaa 26 laatuparametria, joiden raja-arvot biodieselin tulee tayttéa.
Standardissa on yhtenevia parametreja fossiilisen dieselpolttoaineen standardin
EN 590 kanssa, mutta lisaksi se sisaltdd parametreja, jotka kuvaavat
metyyliestereiden ominaisuuksia. (Bionova Engineering 2007, 8,19.) Standardi
koskee vain FAME-biodieseli& eik& vetykasitellylle HVO-tyypin biodieselille ole
standardia, silla EU-direktiivien mukaan HVO ei ole biodieselid, vaan
Oljykasveista tai eldinrasvoista vetykasittelyprosessilla valmistettua synteettista
polttoainetta, parafiinista dieselid (Oljyalan keskusliitto 2014).

Standardin lisaksi FAME-dieselin laatua madrittd4d EU:n polttoainedirektiivi
98/70/EY. Direktiivissd méaéritetadn, paljonko fossiilidiesel saa maksimissaan
sisdltdd FAME-biodieselig, jotta se vield tayttdd EN 590 standardin raja-arvot.
Erityisesti dieselin tiheysvaatimus standardissa EN 590 rajoittaa FAMEN osuutta
dieselissa. Talla hetkelld fossiilidiesel saa sisaltdd 7 tilavuusprosenttia biodieselid,
mutta EU:n komissio on antanut Euroopan standardisoimiskomitealle (CEN)
mandaatin lisaté sallittu biodieselpitoisuus fossiilidieselissé 10 %:iin muuttamalla
standardia EN 590. (Bionova Engineering 2007, 23.) Sen sijaan HVO-tyypin
biodieselin osuutta ei ole rajoitettu direktiivissa, koska se on kemialliselta

koostumukseltaan fossiilidieselin kaltaista (Oljyalan keskusliitto 2014).



10

Taulukossa 2 esitelldédn SFS-EN 14214 standardin sisaltamat laatuparametrit.
Standardi maérittelee parametreille raja-arvot, jotka biodieselin on téytettava, seka

niiden maarittdmiseksi testausmenetelmat, jotka ovat myods standardisoituja.

TAULUKKO 2. Standardin SF-EN 14214 laatuvaatimukset ja niiden raja-arvot
(Suomen Standardisoimisliitto SFS, 2004).

Raja-arvo
Parametri Yksikkd | Testausmenetelma

EN 14214
Ester content, esternipitoisuus %{m/m) EN 14103 2965
Density at 15°C, tiheys kg/m? EN ISO 3675 860 - 900
Viscosity at 40°C, viskositeetti mm?3/s EN ISO 3104 350-500
Flash point, leimahduspiste °C ISO/DIS 3679 =120
Sulfur content, nkkipitoisuus mg/kg EN ISO 20846 =10.0
Carbon residue | tislausjaannis %(m/m) EN ISO 10370 =03
Cetane number, setaaniluku - EN ISO 5165 =510
Sulfated ash content, tuhkapitoisuus %(m/m) 1SO 3987 =0.02
Water content, vesipitoisuus mag/kg ENISO 12937 =500
Total contamination, kokonaiskontaminaatio | mg/kg EN 12662 =24
Copper strip corrosion, kuparikorroosiotesti

- ENISO 2160 Luokka 1
(3 h, 50 °C)
Oxidation  stability, 110°C, hapetuksen| Tuntia, EN 14112 - 6.0
kestavyys h o
Acid value, happoluku mgKOH EN 14104
<0.50
/g
lodine value, jodiluku g/100 g EN 14111 <120
Linolenic acid methyl ester, linoleenihapon | %(m/m) EN 14103 <120
metyyliesteri o
Polyunsaturated (=4 double bonds)
el vield virallista
methyl ester, monityydyttymattomat | %({m/m) _ <1
o ) T standardia

kaksoissidokset (yli 4 kaksoissidosta)
Methanol content, metanolipitoisuus %(m/m) EN 14110 =0.20
Managlyceride content, | %{m/m) EN 14105 <080
monoglyseridipitoisuus T
Diglyceride content, diglyseridipitoisuus %{m/m) EN 14105 =020
Tnglyceride content, triglyseridipitoisuus %{m/m) EN 14105 =020
Free glycerol, vapaa glyseroli %{m/m) EN 14105 =0.02
Total glycerol, kokonaisglyseraoli %{m/m) EN 14105 =025
Group | metals (Na+K), maametallit mg/kg EN 14538 =50
Group Il metals (Ca+Mg), maa-alkalimetallit mg/kg EN 14538 =50
Phasphorus content, fosforipitoisuus mg/kg EN 14107 =10.0
CFPP, suodatettavuuden rajalampdétila °C EN 116 useita
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Leimahduspiste on lamp@tila, jossa polttoaineen haihtumisen seurauksena sen
ylapuolinen kaasu-ilmaseos syttyy palamaan ulkoisen syttymislahteen
vaikutuksesta. Setaaniluku kertoo, kuinka lyhyt viive on polttoaineen syoton ja
palamisreaktion vélill4. Mit& suurempi setaaniluku on, sitd nopeammin polttoaine
syttyy syoton jalkeen. Tuhkapitoisuus tarkoittaa epaddrgaanista ainesta, joka jaa
jaljelle, kun tuotetta poltetaan. Kokonaiskontaminaatio tarkoittaa tuotteessa olevaa
kiinte&4 ainetta, joka jaa 0,8 pum suodattimeen. Hapetuksen kestavyys maarittaa,
kuinka kauan polttoaine sietdd 110 asteen lampdtilaa, ennen kuin havaitaan
haihtuvia happoja. Arvo kuvaa, onko polttoaine herkasti hapettuvaa liiallisten
monityydyttymattémien rasvahappojen takia ja ndin ollen huono sailyméaén.
Happoluku mittaa k&ytdnndssa biodieselin sisdltdmien vapaiden rasvahappojen
ma&aréé. Vapaita rasvahappoja irtoaa metyyliesteristé ajan myotd, mika kasvattaa
happolukua. Jodiluku, eli tyydyttyméattomyysaste on suoraan verrannollinen
kaksoissidosten maaréén polttoaineessa. Se vaikuttaa viskositeettiin,
setaanilukuun ja séilyvyyteen. Kaksoissidokset pienentévat viskositeettia, mutta
samalla ei-toivotusti setaanilukua. Suodatettavuuden rajalampdtila kuvaa
polttoaineen kylménkestavyyttd ja on se lampotila, jossa diesel lakkaa valumasta
standardinmukaisen suodattimen lapi, kun sitd jaddhdytetdan. (Bionova
Engineering 2007, 21.)
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4  TUTKIMUSMENETELMIEN KUVAUS

4.1 Lipidien uuttomenetelmat

Levésoluista uutettiin lipidit k&yttaden kahta eri uuttomenetelméaa: liuotinuuttoa
kloroformi-metanoli-liuottimella ja ylikriittista uuttoa (SFE, supercritical fluid
extraction). Liuotinuutossa valitun liuottimen poolisuus vaikuttaa uuttotulokseen.
Menetelmida valittiin kaksi, koska ne uuttavat eri komponentteja solusta.
Liuotinuutto valituilla liuottimilla uuttaa neutraalilipidien myds poolisemmat
lipidit, kuten fosfolipidit, glykolipidit ja pooliset pigmentit. Ylikriitinen uutto
puolestaan uuttaa padasiassa neutraalilipidejd. T&ssa tydssé liuotinuuttoa
tehostettiin sonikoimalla biomassa solujen hajottamiseksi. Reagenssit ja
olosuhteet pidettiin mahdollisimman kylmina jaiden avulla entsyymiaktiivisuuden
minimoimiseksi, ja uuttoputket suljettiin typpivirran alla typpi-ilmakehén
luomiseksi, mika estda rasvahappojen hapettumisen. Y likriittisessa uutossa soluja

ei hajotettu, eik& liuottimia kéytetty.

Y likriittinen uutto perustuu paineistettuun kaasuun, joka paineen ja siten tiheyden
kasvun seurauksena saavuttaa ylikriittisen pisteen. Tassé pisteessé uuttokaasu saa
sekd nesteen, ettd kaasun ominaisuudet, minkd seurauksena se muuttuu hyvaksi
liuottimeksi. (Sirén, Peramaki & Laiho 2009, 330; Herrero, Cifuentes & Ibanez
2006, 137.) Uuton tehokkuutta voidaan parantaa saatamalla kaasun lampotilaa,
painetta ja uuttoaikaa (Herrero ym. 2006). Yleisimmin uutossa kaytetty kaasu on
hiilidioksidi, koska se on myrkytonta ja edullista (Sirén ym. 2009).

4.2 Lipidifraktiointi ohutlevykromatografialla

Ohutlevykromatografian erottelukyky perustuu kiinteadn faasin ja liukoisen faasin
vuorovaikutukseen. Kiinted faasi, eli silika-geelill& paéllystetty levy on
ominaisuuksiltaan poolinen. N&yte pipetoidaan levyn alalaitaan ja levy asetetaan
pystyyn kammioon, jonka pohjalla on ajoliuos. Ajoliuoksessa on poolisuudeltaan
erilaisia liuoksia, joiden avulla erotellaan poolisuudeltaan erilaisia yhdisteita.
Kapillaarivoimien avulla ajoliuos alkaa nousta levya pitkin, kunnes se saavuttaa

ylalaidan. Naytteen poolisimmat komponentit jaavat levyn alalaitaan ja
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poolittomimmat komponentit kipuavat ajoliuoksen mukana levyn ylalaitaan.
Ajoliuoksen valinnalla voidaan vaikuttaa komponenttien erottumiseen. (Christie
& Han 2010, 21, 23, 72.)

Kuviossa 5 esitetadn rakennekuva lipidiluokkien eluoitumisjarjestyksesta.
Rakennekuvassa kiintedna faasina on silika-geeli ja ajoliuoksena
petroolieetteri:dietyylieetteri:etikkahappoeluentti (80:20:2). Poolisimmat
fosfolipidit jadvét levyn alalaitaan, ja mitd poolittomammaksi lipidiluokat
menevat, sitd ylemmas ne kiipeédvat levylla. Luokat tunnistetaan samalle levylle
aplikoitujen standardiaineiden avulla. (Christie & Han 2010, 72.)

Kolesteroliesterit

Triglyseridit

Vapaat rasvahapot

Bl Kolesterolit
~m— 1.3-diglyseridit
- 1,2-diglyseridit
<4l Monoglyseridit
e Fosfolipidit

KUVIO 5. Rakennekuva lipidiluokkien eluoitumisjarjestyksesta (Christie & Han
2010, 72).
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5 MATERIAALIT JA MENETELMAT

5.1 Reaktorikasvatukset

Tassa tyossa kaytetty mikrolevdbiomassa tuotettiin fotobioreaktoreissa Helsingin
yliopiston ymparistotieteiden laitoksella. Chlorella sorokiniana ja Selenastrum sp.
kasvatuksissa kasvatusliuoksena kaytettiin modifioitua COMBO-liuosta (Killham,
Kreeger, Lynn, Goulden, & Herrera 1998, 148-149). Liuos valittiin aikaisempien
kokeiden perusteella. Kasvatusliuosta modifioitiin lissdmalla typen lahdetta
natriumnitraattia ja fosforin lahdettd kaliumfosfaattia, jotta ravinteiden méaar ei
rajoittaisi kasvatuksia. Typpea lisattiin 14-kertainen maara ja fosforia 10-kertainen

madré alkuperdiseen ohjeeseen verrattuna.

C. sorokiniana kasvatettiin 200 litran reaktorissa. Reaktorin kuva on kuviossa 6.
Kasvatusliuosta oli reaktorissa 180 litraa. Reaktorin valaistuksessa kaytettiin
loisteputkivalaisimia (16 X 36 W Osram Lumilux 954). Kasvatuksessa
valo:pimeasykli oli 16:8. Reaktorin sekoitukseen ja ilmastukseen kaytettiin
rei’itettyd putkea reaktorin pohjalla, johon johdettiin pumpulla ilmaa. Reaktoriin
syotettiin hiilidioksidia silikoniputkea pitkin, jonka p&assa oli 0,5 um huokoskoon
ilmastuskivi. Reaktorin pH mitattiin pHT-elektrodilla (SI-Analytics, 425 mm),
joka oli kytkettynd multiparametrilaitteeseen KM 300. Hiilidioksidinsyottoa
kontrolloitiin pH-arvon avulla siten, ettd kun pH ylitti arvon 7, hiilidioksidinsyotto
kytkeytyi padlle ja loppui kun pH laski taas alle seitsemén. Selenastrum sp.
kasvatettiin pienemmassé 100 litran bioreaktorissa, jonka ilmastus, valaistus ja
hiilidioksidinsy6tto toteutettiin samoin kuin suuremmassakin reaktorissa.

Kasvatustilavuus oli 80 litraa.
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KUVIO 6. 200 litran fotobioreaktori

Levadmassan kasvua seurattiin sameuden ja kuivapainon avulla. Reaktorista
otettiin sdanndllisesti ndyte, josta tehtiin kolme rinnakkaista suodatusta
kuivapainon seuraamiseksi. Levaliuos suodatettiin kuivatulla (105 °C, 4 h) ja
esipunnitulla lasikuitusuodattimella (GF/C, halkaisija 47 mm, Whatman) ja
suodatin huuhdeltiin 20 ml tislatulla vedella. Levamassa jai suodattimeen, joka
kuivattiin (105 °, 4 h) ja punnitiin uudelleen. Punnituseron ja pipetoidun
liuosméaarén perusteella laskettiin kuivapaino kaavan 1 mukaan. (Tredici & Zittelli
1997, 190).

KAAVA 1. Naytteiden kuivapainon laskeminen

dw = M* 1000

dw = ndytteen kuivapaino (g/l)
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Mn+s = NAytteen ja suodattimen yhteispaino (Q)
ms = suodattimen paino (g)
V = Suodattimen l&pi pipetoitu ndytemaara (ml)

Kuivapainotuloksista saatiin kummallekin lajille kasvukayrd, jonka perusteella
valittiin kasvun eksponentiaalinen vaihe. Tastd vaiheesta laskettiin spesifinen
kasvunopeus (SGR = spesific growth rate, d?), joka lasketaan kaavalla 2. Siina
eksponentiaalisen kasvun loppukonsentraation ja alkukonsentraation osamaaréan
luonnolinen logaritmi jaetaan eksponentiaaliseen kasvuun kuluneella ajalla. Saatu
arvo kertoo kuinka monta kertaa solumaaré tai solumassa kahdentuu yhden

vuorokauden aikana.

Kaava 2. Spesifinen kasvunopeus (Goswami, Kalita & Kalita 2012, 503).
Ny
w=n(§) /T~ T.)

p=spesifinen kasvunopeus

N= eksponentiaalisen kasvun loppukonsentraatio
No= eksponentiaalisen kasvun alkukonsentraatio

T= loppukonsentraatiota vastaava aika vuorokausina

T, = alkukonsentraatiota vastaava aika vuorokausina

Reaktorien levdmassa otettiin talteen, kun kasvu saavutti stationdarivaiheen.
Chlorella sorokiniana keréttiin flokkuloimalla levdmassa kitosaanin avulla
reaktorin pohjalle, josta se pumpattiin kanistereihin. Tdman jalkeen massa
konsentroitiin sentrifuugamalla (Multifuge 1 S-R Kendro, Germany). Selenastrum
sp. keréttiin talteen kayttamalla siihen suunniteltua Evodos type 10 sentrifuugia.
Kerdysmenetelmat eroavat toisistaan, koska Evodos type 10-sentrifugi ei vield
ollut, kun C. sorokiniana kasvatettiin. Konsentroitu levdmassa sailottiin

syvéjaahan (-70 °C) odottamaan lipidiuuttoa.
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5.2 Lipidien uuttaminen

Jaiset levanaytteet késiteltiin uutoja varten kylmékuivaustekniikalla kayttéen
kuivuria Christ alpha 1-4 B Braun Biotech International. Lipidit uutettiin k&yttaen
kahta eri uuttomenetelmé&a: liuotinuuttoa ja ylikriittista uuttoa. Naill4

uuttomenetelmilld tehtiin kolme rinnakkaista uuttoa kummastakin levalajista.

Tulokset laskettiin koknaislipidi- ja kokonaisrasvahappopitoisuuksina (%

joihin lipidit uutettiin, punnittiin ensin tyhjin& ja uudestaan uutojen jalkeen.
Painojen erotuksesta saatiin selville, kuinka paljon ndytteesté uuttui lipideja.
Naistd lipideistd analysoitiin rasvahapot, joiden yhteen lasketusta maarasté saatiin
rasvahappojen kokonaismaara naytteissa.

5.2.1 Liuotinuutto

Liuotinuutto tehtiin Parrishin (1990, 8-9) menetelman pohjalta, mutta sita
modifioitiin soveltumaan suuremmille ndytemadarille lis&amalla liuottimen ja

deionisoidun veden maaraa.

Kuivattua levanadytettd punnittiin noin 10 mg esipunnittuihin Kimax-putkiin,
joiden tilavuus oli 10 ml. N&ytteista tehtiin kolme rinnakkaista uuttoa. Uuttoputket
kuumennettiin ennen uuttoa (4 h, 450 °C) orgaanisten epapuhtauksien
poistamiseksi. Putkiin lisattiin 8 ml jaissé ollutta kloroformi-metanoli-liuosta (2:1)
ja 1 ml deionisoitua vetta. Putket suljettiin typpivirran alla ja laitettiin 10
minuutiksi sonikaattoriin (Branson 8510 Bransonic, USA), jossa oli jaita. Tamén
jalkeen putkia vorteksoitiin (Reax 2000 Heidolph, Germany) minuutin ajan ja
sentrifugoitiin (Multifuge 1 S-R Kendro, Germany) 3000 rpm 3 minuuttia. Alempi
faasi, joka sisalsi uuttuneet lipidit, siirrettiin toiseen putkeen
kakoispipetointimenetelmaa kayttéen. Siind lyhyt pasteur-pipetti laitetaan
alafaasiin putken pohjalle kevyesti tutista puristaen, jotta pipetin sisdlle ei paése
levdmassaa. Tdmén jalkeen tutti irrotetaan ja lyhyen pipetin kautta pipetoidaan
pitkalla pasteur-pipetilla alafaasi uuteen putkeen. Pipetoinnissa kaytetyt pasteur-
pipetit huuhdeltiin noin 3 millilitralla kloroformia niin, etta kloroformi valutettiin
alkuperdiseen levéndyteputkeen. Kloroformiuutteen siséltavat putket laitettiin
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haihtumaan typpivirran alle ja levéndytteen siséltvat putket sonikoitiin,
vorteksoitiin ja sentrifuugattiin uudelleen kuten edelld. Td&mén jalkeen alafaasi
pipetoitiin samaan putkeen, johon aiempi uute siirrettiin ja huuhdottiin pipetit
kloroformilla alkuperdiseen putkeen. Uutto tehtiin vield kolmannen kerran, jolloin
liuos oli kirkas ja kaikki lipidit oli uutettu. Lipidien koontiputki haihdutettiin
typpivirran alla kuivaksi, punnittiin ja laitettiin -20 °C odottamaan lipidien
fraktiointia ja metylointia.

5.2.2 SFE-uutto

Y likriittinen uutto tehtiin laitteistolla ISCO ORDIOR SFX ™ 3560, USA ja
Syringe Pump MODEL 260D, USA Helsingin yliopiston kemian laitoksella
Helsingissd. Uuttokaasuna kéytettiin heliumpaineistettua 5,2-laatuista
hiilidioksidia, eli kaasun puhtaus oli 99,9992 %.

Menetelma aloitettiin uuton optimoinnilla, koska ei tiedetty millaiset parametrit
vaadittaisiin parhaan uutotuloksen saamiseksi kummastakin levalajista. Paine,
hiilidioksidin virtausnopeus ja paineenrajoittimen lIampdtila pidettiin vakioina.
Arvot nakyvat taulukossa 3. Optimointi suoritettiin muuttamalla kahta parametria;
uuttoldmpdtilaa ja uuttoaikaa. Lampdtilan ja ajan parametrit ovat esiteltyna
lajikohtaisesti taulukossa 4 niin, ettd lajin alla nékyvat lampétila ja siind tehdyt

uuttojen pituudet minuutteina.

TAULUKKO 3. Ylikriittisen uuton vakioparametrit

Vakioparametrit

Paine 500 ATM
CO2 virtausnopeus 1,5 ml/min
paineenrajoittimen °C 60 °C

TAULUKKO 4. Ylikriittisen uuton lampotilat ja uuttoajat

Chlorella sorokiniana Selenastrum sp.
lampatila (°C) aika (min) lampatila (°C) aika (min)
60 30, 60, 120 40 30, 60
80 30, 60, 120 60 30, 60, 120, 180
80 60, 120, 180, 240
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Optimoinnin alkuvaiheessa huomattiin, ettd vaikka lipidit uuttuivat ndytteestd, ne
eivat paatyneet keraysputkeen, vaan tarttuivat kapillaariin. Tdméan takia laitteisto
ohjelmoitiin niin, ettd se sy6tti uuton alussa 2 millillitraa heksaania ja uuton
aikana kolmen minuutin vélein 0,5 millilitraa heksaania putkistoon, jonka kautta
uuttuneet lipidit siirtyivat keraysputkeen. Uuton lopussa laitteisto syotti vield 10
millilitraa heksaania putkistoa pitkin. Tdmén seurauksena uutetut lipidit pa&sivat
suurimmaksi osaksi kerdysputkeen asti, mutta hiilidioksidin virtaus haihdutti
heksaanin niin nopeasti, ettei se ehtinyt valua kerdysputkeen. Siksi paadyttiin
vield lis&dmaan 15 millilitraa heksaania manuaalisesti ajon jalkeen putkiston I&pi
hiilidioksidin sy6ton ollessa suljettuna, jolloin heksaani kulkeutui kapillaarin lapi

kerdysputkeen liuottaen viimeisetkin kapillaariin tarttuneet lipidit mukanaan.

Ennen SFE-ajoa uuttoputket hehkutettiin 450 asteessa nelj tuntia orgaanisten
epéapuhtauksien poistamiseksi ja punnittiin gravimetrista maéaritysta varten.
Naytteet punnittiin SFE-laitteiston uuttokammioihin. C. sorokinianaa punnittiin
noin 0,5 grammaa ja Selenastrum-kantaa noin 0,3 grammaa. Selenastrumia
punnittiin vdhemman, koska runsaampi lipidien uuttuminen olisi suuremmalla
naytemaaralla tukkinut laitteiston. Levaa uutetiin aluksi 30 minuuttia, minka
jalkeen esipunnitut uuttoputket punnittiin uudelleen. Ajoaikaa pidennettiin
uuttamalla samaa levéndytetta seuraavaksi tunnin ajan uuteen kerdysputkeen, joka
taas punnittiin. T&t4 jatkettiin, kunnes levandytteesta ei endé uuttunut enempéa.
Ajon jalkeen putket haihdutettiin kuivaksi, punnittiin uudelleen, suljettiin
typpivirran alla ja varastoitiin pakkaseen (-20 °C) odottamaan lipidifraktiointia ja
metylointia. Ennen metylointia aiemmissa vaiheissa uutetut lipidit siirrettiin

optimaalisimman SFE-uuton putkeen heksaanin avulla.

5.3 Metylointi ja rasvahappoanalyysit

5.3.1 Naytteiden metylointi

Né&ytteet metyloitiin ennen rasvahappoanalyysid. Liuotinuuton kolmesta
rinnakkaisesta naytteesta kaksi metyloitiin. Samalla metyloitiin my6s yksi
kontrolliputki, eli tyhjé putki, joka ké&siteltiin samoin kuin ndyteputket. SFE-

naytteista valittiin optimaalisin lampotila-aika-yhdistelmd, ja sen kolmesta
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rinnakkaisesta naytteestd metyloitiin kaksi. C. sorokinianan optimaalisin uutto
tapahtui asetuksilla 80 °C/120 min. ja Selenastrum-kannan asetuksilla 60 °C/180

min.

Néaytteiden ja kontrolliputken ohella metyloitiin my6s oliividljystandardi (Olive
oil, Supelco), jonka rasvahappojen suhteelliset prosenttiosuudet tunnetaan.
Oliivioljylla varmistettiin metylointiprosessin ja rasvahappoajon toimivuus ja

olosuhteiden stabiilius eri analyysipaivien valilla.

Metylointia varten valmistettiin seuraavat reagenssit: metylointireagenssi
rikkihappo-metanoli-liuos (1 %), antioksidantti butyloitu hydroksitolueeni (BHT)-
metanoli-liuos (1 %), Natriumkloridi-deionisoitu vesi-liuos (5 %) ja
kaliumkarbonaatti-deionisoitu vesiliuos (2 %) (Christie & Han 2010, 147).

Né&yteet jaettiin ensin kahtia liuottimen avulla, koska haluttiin varmistaa, etta
ongelmatapauksissa nayte voitaisiin analysoida uudestaan. Putkiin lisattiin 2 ml
heksaania ja jaettiin puoliksi. Toinen osa laitettiin pakkaseen ja toinen
haihdutettiin kuivaksi metylointia varten.

Néaytteiden metyloimiseksi ndyteputkiin pipetoitiin 1 ml tolueenia, 20 pul BHT:t&
ja metyloimatonta sisdisté standardia C19:0 (nonadecanoid acid G-F/analytical
standard, Sigma Aldrich), jonka konsentraatio oli 6 pg/ml. Sisdista standardia
lisattiin100 pl SFE-naytteisiin ja 50 pl muihin. Talldin ennen analyysié tehtévien
laimennusten jalkeen ndytteen lopullinen siséisen standardin pitoisuus oli 3 ng/pl.
Putkiin lisattiin viel4d 2 ml metylointireagenssia jonka jalkeen ne suljettiin
typpivirran alla, vorteksoitiin 30 sekuntia ja inkuboitiin 50 asteen vesihauteessa
yon yli. (Christie & Han 2010, 147.)

Seuraavana paivana putket poistettin vesihauteesta ja jadhdytettiin
huoneenlampdisiksi. Jdahtyneisiin putkiin lisattiin 3 millilitraa natriumkloridi-
liuosta ja 5 millilitraa heksaania. Putket suljettiin typpivirran alla, niitd
vorteksoitiin 30 sekuntia ja sentrifugoitiin 2 minuuttia kierrosnopeudella 1500.
Putkeen syntyi kaksi faasia, joista ylempi orgaaninen rasvahappojen metyyliesterit
sisdltava faasi siirrettiin uuteen puhtaaseen putkeen. Alempaan faasiin lisattiin
taas 5 ml heksaania, vorteksoitiin ja sentrifuugattiin, minka jalkeen ylempi faasi
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siirrettiin samaan putkeen kuin edellinenkin. Orgaaninen faasi pestiin 3,5
millilitralla kaliumkarbonaattiliuosta, joka faasiutui putken pohjalle. Se poistettiin
kaksoispipetointitekniikalla. Ta&mén jalkeen nayte kuivattiin vedettomalla
natriumsulfaattijauheella, jota lisattiin naytteeseen spaattelin karjellinen. Nayte
pipetoitiin viel& puhtaaseen putkeen ja haihdutettiin typpivirran alla kuivaksi.
Lopuksi ndytteeseen liséttiin 1 millilitra heksaania ja tehtiin rasvahappoajoa
varten sopivat laimennukset rasvahappoanalyysissa kaytettavaan ajopulloon. SFE-
naytteet laimennettiin 200-kertaisesti ja muut 100-kertaisesti. (Christie & Han
2010, 147.)

5.3.2 Rasvahappoajot

Metyloinnin jalkeen néytteet olivat valmiit rasvahappoajoa varten. Metyloidut
naytteet analysoitiin kaasukromatografia-massaspektrometrilla (GC-MS
Shimadzu QP2010 Ultra). Kolonnin (Agilent Technologies, DB 23) pituus oli 30
metrid, sisdhalkaisija 0,250 millimetri& ja station&&rifaasin paksuus kolonnissa oli
0,15 mikrometrid. Kantajakaasuna kaytettiin heliumia virtausnopeudella 1,5
millilitraa minuutissa. Ajo-ohjelmassa injektorin lampétila oli 250 astetta
jakolonniuunin I&mpdtila alussa 60 astetta. La&mpotila pidettiin 60 asteessa
ensimmaisen minuutin ajan, mink jalkeen lampotilaa nostettiin 20 astetta
minuutissa 110 asteeseen. 110 asteesta 185 asteeseen lampdtilaa nostettiin
nopeudella 3 astetta minuutissa, 185 asteesta 195 asteeseen nopeudella 0,5 astetta
minuutissa ja 195 asteesta 250 asteeseen nopeudella 25 astetta minuutissa.

Lampotila pidettiin 250 asteessa kahden minuutin ajan.

Rasvahapot identifioitiin vertaamalla retentioaikaa ja massaspektria 37 eri
rasvahappoa sisaltavaan ulkoiseen kalibrointistandardiin (Supelco ™ 37
Component FAME Mix, Sigma), johon oli lisatty tulosten kvantitointia varten
metyloitua standardia C19:0 (Methyl nonadecanoate, analytical standard, sigma
Aldrich) pitoisuudella 6 ng / pl. Rasvahapot kvantitoitiin LabSolutions-
ohjelmistolla kaavan 3 mukaan.
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KAAVA 3. Kvantitatiivinen maéritys standardisuoran ja sisdisen standardin

avulla
Axs =k x % +b
Ais Cis

Ays = ndytteen pinta-ala

A = siséisen standardin pinta-ala

k = standardisuoran kulmakerroin

Cxs = ratkaistava konsentraatio

Cis = siséisen standardin konsentraatio
b = standardisuoran leikkauspiste

Rasvahappojen pitoisuus suhteutettiin naytteita varten punnitun kuivatun
levdmassan painoon, josta saattiin tietdé rasvahappojen maara naytteen
kuivapainoa kohti. Kokonaisrasvahapot saatiin laskemalla kaikki kvantitoidut
rasvahapot yhteen. Yksittdisten rasvahappojen prosentuaaliset osuudet saatiin
laskemalla kunkin rasvahapon suhteellinen osuus kokonaisrasvahappojen

maarasta.

5.4 Polttoaineominaisuudet rasvahappoprofiilien perusteella

Rasvahappoprofiilin perusteella voidaan laskea useita biodieselin
laatuparametreja. Nailla laskumenetelmill& tulos ei kdytanndssa eroa SFS-EN
14214 standardin madrittelemien analyysimenetelmien vastaavista tuloksista.
(Ramirez-Verduzco, Rodriguez-Rodriguez & Jaramillo-Jacob 2012, 110.) Tahan
tyohon valittiin parametrit setaaniluku, viskositeetti, tiheys, linoleenihapon
metyyliesterien mara ja monityydyttyméattomien kaksoissidosten maaré (yli 4
kaksoissidosta), koska niiden raja-arvot on méaaritetty SFS-EN 14214 standardissa

ja tuloksia voidaan vertailla sen asettamiin rajoihin.
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Jokaisessa laskussa kéytetdan rasvahapon metyyliesterin molekyylimassaa (M)
(Mgller 2011, 1-6) ja rasvahapon metyyliesterin kaksoissidosten maaréa (N). Kun
kaikista ndytteen rasvahapoista on laskettu haluttu parametri edelld mainittujen
arvojen avulla, summataan parametrit yhteen, jolloin saadaan arvo, jossa on
huomioitu koko naytteen rasvahappokoostumus. Summauksessa otetaan
huomioon jokaisen rasvahapon metyyliesterin osuus kokonaismaarésta. Osuus

sijoitetaan kaavaan desimaalukuna.

Setaaniluku voidaan laskea kullekin rasvahapon metyyliesterille kaavalla 4 ja
rasvahapoille kokonaisuudessaan naytteessa rasvahappoprofiilin perusteella

kaavalla 5.

KAAVA 4. Setaaniluvun mééritys yksittdiselle rasvahapon metyyliesterille
(Ramirez-Verduzco ym. 2012, 104).

CN;=-78+0302+«M; —20+ N
CN; = i:n rasvahapon setaaniluku
M; = i:n rasvahapon molekyylimassa (g/mol)
N = kaksoissidosten mééra rasvahapossa

KAAVA 5. Setaaniluvun méaaritys koko profiilille (Ramirez-Verduzco ym. 2012,
110).

n
CN = Z w; * CNL
i=1

CN = Cetane number, setaaniluku koko profiilille
w; = i:n rasvahapon suhde kokonaisrasvahappoihin

Kinemaattisen viskositeetin kaava 6 antaa tulokseksi rasvahapon metyyliesterin
kinemaattisen viskositeettin, joka silla on 40 asteen lampdétilassa. Kaava 7
ilmoittaa tuloksen koko profiilille.
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KAAVA 6. Kinemaattisen viskositeetin maaritys yksittaiselle rasvahapon

metyyliesterille (Ramirez-Verduzco ym. 2012, 104).
In(v;) = —12,503 + 2,496 * In(M;) — 0.178 x N
vi = i:n rasvahapon kinemaattinen viskositeetti 40 °C (mm?/s)

KAAVA 7. Kinemaattisen viskositeetin madritys koko profiilille (Ramirez-
Verduzco ym. 2012,110).

v=em(y wixin(w))

v = kinemaattinen viskositeetti koko profiilille (mm?/s)

Tiheys 20 asteen lampotilassa saadaan laskettua yksittéiselle rasvahapon

metyyliesterille kaavalla 8. Kaavalla 9 méaaritetdan tiheys koko profiilille.
KAAVA 8. Tiheyden maaritys yksittaiselle rasvahapolle (Ramirez-Verduzco ym.

2012, 104).

4,9
pi = 08436+ =+ 00118+ N

p; = i n rasvahapon tiheys 20 °C (g/cm®)

KAAVA 9. Tiheyden maaritys koko profiilille (Ramirez-Verduzco ym. 2012,
110).

n
P:Z, Wi * P
=1

p = tiheys koko profiilille (glem®)

SF-EN 14214 standardissa rajoitetaan linoleenihapon metyyliestereitd. Biodiesel
saa sisaltad niita korkeintaan 12 prosenttia kokonaismaarésta. Myos
kaksoissidosten maaraé rajoitetaan niin, etté rasvahappojen metyyliestereitd, joissa

on nelja tai useampi kaksoissidos, ei saa olla enempéa kuin 1 %
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kokonaismé&éarastd. Niiden méara naytteissé saadaan suoraan lasketusta

rasvahappoprofiilista.

5.5 Lipidifraktiointi ohutlevykromatografialla

Ohutlevykromatografialla (Thin Layer Chromatography, TLC) néytteista
madritettiin, mita lipidiluokkia niissa esiintyi. Lipidiluokista maaritettiin
fosfolipidit, vapaat rasvahapot ja mono-, di- ja triglyseridit. Tarkoitus oli selvittaa,
eroavatko liuotinuuton ja SFE:n uuttotuotteet lipidiluokkien perusteella toisistaan.

Lipidiluokkien méaarityksessa standardeina kaytettiin fosfolipideille
fosfatidyylikoliinia (DI-A-Phosphatidylcholine, Dipalmitoyl, Sigma Aldrich),
vapaille rasvahapoille steariinihappoa (Methyl nonadecanoate, analytical standard,
sigma Aldrich) ja mono-, di- ja triglyserideille kyseiset lipidiluokat siséltdvaa
standardiseosta (Mono-, Di- and Triglyceride Mix, Supelco). Standardien
toimivuus ja tarvittava maéara testattiin ennen varsinaisten naytteiden TLC-ajoa.

Taulukossa 5 ovat standardien méérat, jotka aplikoitiin TLC-levyille.

TAULUKKO 5. Lipidiluokkastandardien aplikointimaarat

Standardit méaaré (mg)
Fosfolipidit 1
Vapaat rasvahapot 0,5
mono-, di- ja triglyseridit 1,3

Néaytteind kaytettiin liuotinuutolla ja SFE:114 uutettuja lipidejd, seka liuotinuutolla
uudestaan uutettua SFE-uuton jaddnndsbiomassaa. SFE-ajo ei tuhoa alkuperaisté
naytettd, joten SFE-uutettu levandyte voitiin uuttaa vield jalkeenpéin liuotinuuton
avulla. Tama tehtiin, koska haluttiin tutkia, mité lipidiluokkia ndytteeseen jai
SFE-uuton jalkeen. Nama naytteet, eli SFE-uuton residuaalit aplikoitiin samalle
levylle liuotin- ja SFE-uuton uuttotuotteiden kanssa. Residuaalit uutettiin samasta
naytteestd, josta tassé analyysissa kéytettdva SFE-uuttokin tehtiin.
Aplikointima&rat nakyvat taulukossa 6 lajikohtaisesti. Gravimetristen tulosten
perusteella tiedettiin, paljonko missékin néyteputkessa oli lipideja. Nayteputkeen
lisattiin heksaania ja lipidit liuotettiin tasaisesti heksaaniin. Liuosta pipetoitiin
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uuteen putkeen niin, etta lipidien maara uudessa putkessa oli noin 1 mg. Heksaani

haihdutettiin putkesta typpivirran alla.

TAULUKKO 6. Selenastrum-kannan ja Chlorella sorokinianan lipidinaytteiden

aplikointimaarat

Chlorella sorokiniana Selenastrum sp.
Naytteet aplikoitu maara (mg) aplikoitu maara (mg)
totaalit 1,0 1,0
SFE 1,0 1,0
Residuaalit 1,3 1,0

Kun heksaani oli haihtunut, ndytteet liuotettiin 300 mikrolitraan kloroformia ja
aplikoitiin Pasteur-pipetilla typpivirran avulla silica G 20 * 20 cm levyn
alalaitaan. Aplikoinnin jalkeen levy siirrettiin kannelliseen lasikammioon, jonka
pohjalla oli 111 millilitraa ajoliuosta. Ajoliuoksena kéytettiin
petroolieetteri:dietyylieetteri:etikkahappoeluenttia (80:30:1). Levyn annettiin olla
kammiossa, kunnes eluentti oli noussut sentin p&d&hén levyn ylalaidasta, jolloin
levy poistettiin kammiosta ja annettiin kuivahtaa. Levy vérjattiin rodamiini:vesi-
liuoksella, jonka pitoisuus oli 0,01 prosenttia ja levyn annettiin taas kuivahtaa.
Kuiva levy asetettiin UV-valon alle, jonka avulla lipidifraktiot voitiin nghda
levystd. (Suutari, Rintaméki & Laakso 1996, 1071.) Fraktiot merkittiin
lyijykynalla ja levyt valokuvattiin.



6 TULOKSET

6.1 Levien kasvu

Kuviossa 7 ovat kummankin kasvatuksen kasvukayrat kuivapainon mukaan.
Chlorella sorokinianaa kasvatettiin 19 pdivad, jonka aikana kuivapaino saavutti
arvon 1,02 g/l ja Selenastrum sp. kasvoi 24 pdivéa saavuttaen arvon 1,32 g/l.
Chlorella sorokinianan pitoisuus kasvoi koko kasvatuksen ajan, mutta
Selenastrum sp:n kuivapaino laski lahtotilanteesta lahes 40 mg/l, ennen kuin
kasvu lahti nousuun.

1.00
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2 010

‘S

g —o—Chlorella

% sorokiniana

N4
0.011 =—Selenastrum sp.
0.00 ———

0 5 10 15 20 25
Kasvuaika (d)

KUVIO 7. Reaktorikasvatusten kasvukayréat kuivapainojen mukaan

Kasvunopeuden laskemiseksi kummastakin kasvukayrastda maaritettiin
eksponentiaaliset kasvun vaihe. C. sorokinia-kasvatuksessa se oli ensimmaéisen ja
neljannen paivén valissg, Selenastrum-kasvatuksella kolmannen ja yhdeksénnen.
Taulukossa 7 ovat spesifiset kasvunopeudet, sekd koko kasvatuksesta laskettu
keskimaaréinen biomassan kasvunopeus. Selenastrum-kannan biomassan
kasvunopeus mééritettiin vasta neljannesté paivasta alkaen kasvun alkuvaiheen
romahduksen takia.

27



28

TAULUKKO 7. Kasvatuskokeiden keskimaaréiset biomassan kasvunopeudet ja
spesifiset kasvunopeudet

Biomassan kasvunopeus

PP -1
(ma/Iivrk) Spesifinen kasvunopeus (d™)

C. sorokiniana 40,3 0,92

Selenastrum sp. 71,3 0,46

6.2 Ylikriittisen uuton optimoinnin tulokset

Kuviossa 8 esitetdédn ylikriitisen uuton optimoinnin tulokset, jossa lipidipitoisuus-
% on laskettu lipidien gravimetrisesti madritetyn painon suhteena naytteen
alkuperéiseen kuivapainoon. Ylikriittinen uutto uutti vain véhén lipideja C.
sorokiniana mikrolevastd, sill4 optimaalisimmilla asetuksilla, joissa ajoaika oli
120 min ja lampdtila 80 astetta, saatiin lipideja vain 1,2 prosenttia kuivapainosta.
Pidempad ajoikaa ei edes koitettu, koska saanto ei kdytanngsséa kasvanut 60
minuutin jalkeen. Selenastrum sp. mikrolevasta lipidej& uuttui menetelmalla
runsaammin. Optimaalisimmaksi osoittautui 60 astetta ja 180 minuuttia, jolloin
lipidisaanto oli 10,0 %. Parhaimmaksi saannoksi saatiin asetuksilla 80 ° ja 240

min jopa 11,1 %, mutta jatkoanalyyseja ei tasta tehty, koska 80 asteen uutot
tehtiin vasta myohemmin.
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KUVIO 8. SFE-uuton optimoinnin tulokset lipidiosuuksien perusteella

prosentteina kuivapainosta (keskiarvo + keskiarvon keskivirhe, n = 3)
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6.3 Kokonaislipidien ja kokonaisrasvahappojen maara sekéa rasvahappoprofiili
liuotin- ja SFE-uutoissa

Kummastakin lajista uuttui liuotinuutolla runsaammin lipideja kuin ylikriittisell&
uutolla. Lipidien maarat ndkyvat kuviossa 9, jossa lipidipitoisuus- % tarkoittaa
gravimetrisesti madritettya lipidimé&rad ndytteen kuivapainoa kohti. Chlorella
sorokiniasta uuttui liuotinuutolla lipideja 15,3 % kuivapainosta ja Selenastrum
sp:sté 55,2 % kuivapainosta. Vastaavasti ylikriittisella uutolla Chlorellasta
saatiinl,2 % ja Selenastrumista 10,0 %.

Kuviossa 9 on my6s jokaisen gravimetrisesti maaritetyn pitoisuuden vieressa
vastaava rasvahappojen kokonaismaarélla laskettu pitoisuus. Chlorellan
liuotinuuton rasvahappojen méaéra oli 4,6 % ja ylikriittisen uuton méara oli 0,9 %.
Selenastrumilla liuotinuuton rasvahappojen méaara oli 7,9 % ja ylikriittisella
uutolla 3,3 %.

70
60 T
% m livotinuutto, gravimetrinen
50 e
N maaritys
2 40 m liuotinuutto, rasvahappojen
2 yhteenlaskettu maara
%— 30 SFE-uutto, gravimetrinen
T 20 maaritys
.5’- m SFE-uutto, rasvahappojen
10 - yhteenlaskettu maara
0 - =

Chlorella sorokiniana ~ Selenastrum sp.

KUVIO 9. Liuotin- ja SFE-uuttojen gravimetrisesti mééritetyt lipidisaannot ja
rasvahappojen yhteenlasketut kokonaismaarét lajikohtaisesti. (keskiarvo =
keskiarvon keskivirhe, n(gravimetriset) = 3, n(rasvahapot) = 2)

Taulukossa 8 on esitelty kummallakin uuttotavalla uutettujen ndytteiden
rasvahappoprofiilit prosentteina kokonaismaarasta lajikohtaisesti. Taulukosta
jatettiin pois rasvahapot, joita esiintyi alle 1 % niiden pienen merkityksen vuoksi.
Taulukkoon on my®6s eritelty tyydyttyneiden (SFA), kertatyydyttymattomien
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(MUFA) ja monityydyttymattomien (PUFA) rasvahappojen suhteelliset osuudet
kokonaismaéarasta.

TAULUKKO 8. Rasvahappojen suhteelliset osuudet (> 1 %) rasvahappojen

kokonaismaaréasta

Chlorella sorokiniana (%) Selenastrum sp.(%)
Rasvahappo Liuotinuutto SFE-uutto Liuotinuutto SFE-uutto
C16:0 33,016 50,8 £0,1 26,3+0,8 229+0,0
Cle6:1 2,0+£05 1,3£0,1
C18:0 2,305 2,9+0,2 2,7+0,0
C18:1n9c 6,7+0,8 6,2+0,3 43316 58,1+£0,2
C18:2n6¢ 345+0,9 269+04 7,6+0,3 3,8+0,0
C18:3n3 16,2 £0,7 11,2+£0,5 9,2+0,3 7,6 +0,0
C20:1n9 1,2+£0,1
C24:0 1,7+0,3
Yhteensé 94,8 95,0 93,4 95,2
SFA (%) 35,4 50,8 30,9 25,7
MUFA (%) 8,8 6,2 45,7 58,1
PUFA (%) 50,7 38,0 16,8 11,4

C. sorokiniana ja Selenastrum sp. eivat kumpikaan siséltaneet juurikaan
palmitoleiini (C16:1)- ja steariinihappoa (C18:0). Palmitiinihappoa (C16:0) oli
kummallakin lajilla uuttotavasta riippumatta yli 20 % ja C. sorokinianalla sité oli
SFE-uutossa yli 50 % kokonaisrasvahapoista. Oljyhappoa (C18:1n9c) oli C.
sorokinianalla alle 10 %, jota Selenastrumilla oli noin puolet
kokonaisrasvahapoista. Linolihappoa (C18:2n6c¢) oli runsaammin C.
sorokinianalla, jota sill4 oli noin neljdsosa, mutta jota oli Selenastrumilla alle 10
%. Alfalinoleenihappoa (C18:3n3) oli kummalakin lajilla hieman uuttotavasta
riippuen 7-16 %. Gadoleiinihappoa (C20:1n9) ja lingoseriinihappoa (C24:0) oli

ainoastaan Selenastrumin liuotinuutetussa naytteessé.

C. sorokiniana sisélsi kummallakin uuttotavalla alle 10 % kertatyydyttymattomia
rasvahappoja. Liuotinuutolla tyydyttyneitd rasvahappoja uuttui suhteessa
vahemman kuin monityydyttymattomid, kun taas SFE-uutossa suhteet olivat toisin

péin. Selenastrum sp. sisalsi kummallakin uuttotavalla suhteessa eniten
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kertatyydyttyméttomia rasvahappoja. Véhiten siind oli monityydyttymattomia
rasvahappoja, SFE-uutolla vain 11 %. Tyydyttyneité rasvahappoja se sisélsi
liuotinuuton osalta kolmasosan ja SFE-uutolla neljasosan.

Taulukossa 9 rasvahappojen suhteelliset osuudet on esitetty yksikdssa mg/g
kuiva-ainetta kohti. Selenastrum-kannalla esiintyi kummallakin
uuttomenetelmaélla rasvahappoja enemman kuin C. sorokinianalla. Liuotinuutolla
saavutettiin 73,9 mg/g ja ylikriittisell& uutolla 31,4 mg/g. Vastaavat luvut olivat C.
sorokinianalla 43,6 mg/g ja 8.6 mg/g.

TAULUKKO 9. Rasvahappojen osuus milligrammoina grammaa kuiva-ainetta
kohti

C. sorokiniana mg/g dw Selenastrum sp. mg/g dw
Rasvahappo Liuotinuutto SFE-uutto Liuotinuutto SFE-uutto
C16:0 15,2 4,6 20,8 7,6
Cl6:1 0,9 1,0
C18:0 1,1 2,3 0,9
C18:1n9c 3,1 0,6 34,2 19,2
C18:2n6c¢ 15,9 2,4 6,0 1,3
C18:3n3 7,5 1,0 7,3 2,5
C20:1n9 0,9
C24.0 1,3
Yhteensé 43,6 8,6 73,9 31,4
SFA (mg/g) 16,2 4,6 24,4 8,4
MUFA (mg/g) 4,0 0,6 36,2 19,2
PUFA (mg/g) 23,3 3,4 13,3 3,8

Taulukossa 10 on sertifioidun oliividljystandardin rasvahappoprofiilit prosentteina
yhteenlasketusta kokonaismaarasté jokaselta kolmelta analyysipéivalta. Ylimpana
taulukossa on sertifikaatin mukainen jakauma. Itse analysoidut rasvahappoprofiilit
eroavat vain véhan sertifikaatin lukemista. Linolihappoa on 2-3 prosenttia
vahemman kuin pitdisi olla ja 6ljyhappoa taas on vastaavasti 2-3 prosenttia
enemman kuin sertifikaatissa. Naytteita keskendan verrattaessa oliividljyn

rasvahappoprofiili on pysynyt kaikkina ajopdivina l&hestulkoon samanlaisena.
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TAULUKKO 10. Oliiviéljystandardin profiilit eri analyysipaiving

Nayte C16:0 C18:0 C18:1N9c  C18:2N6c
Sertlf_lkaatln mukainen 11.3 29 730 10,8
jakauma (%)
16.10.2012 12,41 3,24 75,81 8,54
13.2.2013 12,22 3,00 77,75 7,04
20.2.2013 11,89 3,44 77,08 7,58

6.4 Polttoaineominaisuudet rasvahappoprofiilin perusteella

Taulukossa 11 esitetddn kummankin lajin rasvahappoprofiilien perusteella lasketut
polttoaineominaisuudet kummallakin uuttotavalla. Ylimpéna taulukossa ovat

standardin 14214 mukaiset raja-arvot kullekin ominaisuudelle.

TAULUKKO 11. Lasketut polttoaineominaisuudet kummallakin uuttotavalla.
CN=setaaniluku, p=tiheys, v=kinemaattinen viskositeetti, C18:3=linoleenihapon
metyyliestereiden méaré (%) ja Db=kaksoissidosten maard, jos yli nelja (%)

CN(-) p(kgm’) v(mm%s) C18:3 Db>4

SFS-EN 14214 Raja-arvot ~ >51,0 860-900 3,5-5,0 <120 <1

C. Liuotinuutto 49,0 8301 366 16207 O
Sorokiniana e mo 547 8299 378 112405 O
Selenastrum  Liuotinuutto 56,9 815,1 3,98 9,2+0,3 0

SP- SFE-uutto 58,1 8288 409 76200 O

Setaaniluku oli yli raja-arvon kaikissa muissa kuin C. sorokinianan liuotinuuton
profiilissa, jossa se jai niukasti alle 51. SFE-uutolla setaaniluku oli kummallakin
lajilla suurempi kuin liuotinuutolla. Kaikissa profiileissa tiheys jai alle vaaditun
alarajan 860 kg/m®. Muissa profiileissa tiheys oli luokkaa 830 kg/m®, mutta
Selenastrum sp. jai liuotinuuton osalta arvoon 815 kg/m®. Kinemaattinen
viskositetti oli jokaisella profiililla sallitulla alueella 3,5 - 5 mm?/s. C.
sorokinianan viskositeetti oli hieman pienempi kuin Selenastrum sp:lla.
Linoleenihapon metyyliestereita oli kaikissa uutoissa vahemman kuin 12

prosenttia, lukuunottamatta C. sorokinianan liuotinuuttoa, jossa luku ylittyi noin 4
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prosenttia. SFE-uutolla linoleenihappoa uuttui prosentuaalisesti véhemman kuin
liuotinuutolla. Yli nelja kaksoissidosta siséltavié rasvahappoja ei ollut lainkaan,

joten raja-arvo alittuu.

6.5 TLC

Uuttojen ohutlevykromatografisen analyysin tulokset on esitetty kuvioissa 10 ja
11. Lipidiluokat on ympyroity lyijykynélla. Levyn vasemmassa alalaidassa
ensimmaisend on fosfolipidistandardi, toisena vapaat rasvahapot ja kolmantena
mono-, di- ja triglyseridistandardi, jonka lipidiluokat eluoituvat vastaavassa
jarjestyksessd. Kolme viimeista aplikointia ovat liuotinuutto, residuaaliuutto, eli

liuotinuutto SFE-uutetusta naytteesté ja SFE-uutto.

Trighyseridit

WVapaat rasvahapot

Diglyseridit

Moniglyseridit

Fosfolipidit

FL VE GLY L-U R-U SFE-U
KUVIO 10. C. sorokiniana TLC-tulokset. FL=fosfolipidit, VR=vapaat

rasvahapot, L-U=liuotinuutto, R-U=residuaaliuutto, SFE-U=ylikriittinen uutto.

Kuviossa 10 on C. sorokinianan ohutlevy. SFE-uutetuissa lipideissé oli runsaasti
vapaita rasvahappoja suhteessa muihin lipidiluokkiin. Poolisimpia lipidiluokkia,
fosfolipidejé ja mono- ja diglyseridejé oli suhteessa hyvin vahén. Naytteen
residuaaliuutto osoittaa, ettd poolisimmat lipidiluokat olivat jaaneet lahes
kokonaan uutumatta SFE-uutolla, silla residuaaliuutossa fosfolipideja ja mono- ja
diglyserideja oli runsaasti. Triglyseridejé oli SFE-uutossa ja residuaaliuutossa
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suunnilleen saman verran. Liuotinuutto uutti naytteesta kaikkia lipidiluokkia.
Suhteessa eniten siind oli vapaita rasvahappoja ja seuraavaksi eniten fosfolipideja.
Glyserideista eniten oli monoglyseridié ja véhiten triglyseridia.

Triglyseridit

Vapaat rasvahapot

Diglyseridit
Monoglyseridit

Fosfolipidit

FL VR GLY L-U R-U SFE-U
KUVIO 11. Selenastrum sp. TLC-tulokset. FL=fosfolipidit, VR=vapaat

rasvahapot, L-U=liuotinuutto, R-U=residuaaliuutto, SFE-U=ylikriittinen uutto.

Kuviossa 11 on ohutlevy Selenastrum sp:std. Misséén uutoissa ei ollut juurikaan
vapaita rasvahappoja, eika diglyserideja. SFE-uuton lipideissa oli eniten
triglyserideja suhteessa muihin lipidiluokkiin. Tallakaan lajilla ei SFE-uutossa
uuttunut juurikaan poolisimpia lipidiluokkia. Tama voidaan todeta
residuaaliuutosta, jossa eniten on fosfolipidejé ja monoglyseridejd, eik& muita
lipidiluokkia juurikaan esiinny. SFE-uutolla siis uuttuivat lahes kaikki ndytteen
triglyseridit. Liuotinuutolla lipideista eniten oli triglyseridejd, mutta runsaasti
uuttui myos fosfolipidejé ja monoglyserideja. SFE-uutolla siis uutuivat
poolittomat lipidiluokat ja liuotinuutolla uutuivat kaikki naytteessa olevat lipidit.
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7 TULOSTEN TARKASTELU

7.1 Uuttomenetelmien vertailu

Gravimetristen saantojen ja rasvahappoanalyysin perusteella liuotinuutolla saatiin
uutettua selvasti enemman lipideja kuin ylikriittiselld uutolla. TLC-levyilla tehty
analyysi osoitti, ettd liuotinuutto uutti levista kaikki lipidiluokat, myds biodieselin
tuotannon kannalta epésuotuisat fosfolipidit. Y likriittinen uutto uutti levista
I&hinna neutraalit lipidiluokat, joka tekee uuttotuotteesta parempaa biodieselin
tuotannon kannalta, mutta saannot olivat pienid varsinkin C. sorokinianan
kohdalla, josta ylikriittinen uutto uutti vain prosentin kokonaispainosta. Taméa
johtunee siitg, ettd koska C. sorokinianan soluseinén rakenne on vahvempi kuin
Selenastrumin ja soluja ei hajotettu ennen ylikriittista uuttoa, lipidit uuttuivat
heikosti soluista. Liuotinuuton rasvahappojen metyyliesteriden kokonaismaéara oli
kummallakin lajilla suurempi kuin ylikriittisen uuton, joten liuotinuutto on
metyyliesterien saannon kannalta parempi uuttomenetelmé biodieselin tuotantoon

nailla levalajeilla.

7.2 Mikrolevien vertailu

Selenastrumista uuttui enemmaén lipidejé kuin C. sorokinianasta
uutomenetelmasté riippumatta. TLC-levyjen perusteella Selenastrum sisélsi myds
enemman biodeiselin kannalta oleellisia lipideja, triglyserideja suhteessa muihin
lipidiluokkiin. C. sorokinianalla suhteessa runsaimmin oli vapaita rasvahappoja,
jotka soveltuvat huonommin vaihtoesterdintiprosessiin. Ndiden tulosten
perusteella voidaan sanoa, etta Selenastrum, kasvatettuna taman kokeen

olosuhteissa sopii paremmin biodieselin tuotantoon kuin C. sorokiniana.

Pelkk& gravimetrinen saanto ja lipidiluokkien jakautuminen ei kuitenkaan osoita,
soveltuuko kumpikaan laji todellisuudessa biodieselin raaka-aineeksi.
Kokonaislipidien mééra kertoo kaikkien uuttuneiden lipidien mééran, jolloin
mukana ovat myos lipidit, joissa ei ole lainkaan rasvahappoja. N&it4 ovat
esimerkiksi hiilivedyt ja pigmentit. Rasvahappoprofiili ja rasvahappojen
yhteenlaskettu mééra ovat oleellisempia biodieseliksi soveltuvuuden kannalta.
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Selenastrumin liuotinuutetut lipidit sisélsivéat lahes kaksi kertaa enemman
rasvahappoja kuin C. sorokinianalla. Liuotinuutettujen levien rasvahappoprofiilit
erosivat toisistaan erityisesti 6ljyhapon (C18:1n9c), linolihapon (C18:2n6c¢) ja
alfalinoleenihapon (C18:3n3) osalta. Selenastrumilla oli 5 % véhemmaén
tyydyttyneitd rasvahappoja kuin C. sorokinianalla ja 34 % véhemman
monityydyttymattomia rasvahappoja. Kertatyydyttymattomia rasvahappoja oli
Selenastrumilla 37 % enemmaén kuin C. sorokinianalla. Kaksoissidosten mééara
lisda biodieselin hapettumista ja vaikuttaa néin sen séilyvyyteen.
Kertatyydyttymattomét cis-muotoiset rasvahapot toisaalta lisdavéat polttoaineen
kylmankestavyytté. C. sorokinianalla yli 50 % rasvahapoista oli
monityydyttymattomia, kun Selenastrumilla niitd oli vain 17 %. Rasvahappojen
kokonaismé&éran ja rasvahappojakauman perusteella liuotinuutettu Selenastrum

sopii paremmin biodieselin raaka-aineeksi kuin C. sorokinianan vastaava.

Polttoaineominaisuuksiensa perusteella liuotinuutettu Selenastrum oli parempi
kuin C. sorokiniana, sill4 C. sorokinianan liuotinuuton setaaniluku jai alle
vaaditun ja linoleenihappoa oli liikaa. Selenastrum téytti kyseiset parametrit.
Lis&ksi Selenastrumin kinemaattinen viskositetti oli hivenen parempi kuin C.
sorokinianan. Kummankin lajin uuttojen tiheys jéi kuitenkin alle vaaditun.
Kinemaattisen viskositeetin, tiheyden ja setaaniluvun osalta on kuitenkin
huomioitava, ettd ne ovat laskennallisia suureita eivatkd SFS-EN 14214
standardin mukaisilla menetelmilld méaritettyja parametreja. Siksi ne eivat

valttamatta tdysin vastaa todellisuutta.
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8 JOHTOPAATOKSET

Taman opinndytetyon tarkoitus oli vertailla kahden mikrolevalajin Chlorella
sorokiniana ja Selenastrum sp. soveltuvuutta biodieselin tuotantoon
lipidikoostumustensa ja rasvahappoprofiiliensa perusteella.
Polttoaineominaisuuksiensa perusteella kumpikaan laji ei ndin kasvatettuna,
uutettuna ja analysoituina tayta standardin SFS-EN 14214 asettamia parametreja,
mutta liuotinuutettu Selenastrum sp. mikroleva oli Idahempéna haluttuja
ominaisuuksia kuin C. sorokiniana. T&ssa tyossa tarkasteltiin kuitenkin vain viitta
parametria standardin kahdestakymmenestédkuudesta, ja olisikin jarkevéa tutkia
Selenastrum myds muiden parametrien osalta, jotta saataisiin kattavampi kuva

lajin soveltuvuudesta.

Kokonaislipidien ja rasvahappojen maarén perusteella Selenastrum oli selkeésti
parempi kuin C. sorokiniana, mutta saannot jaivét silti alhaisiksi. Kaytto
suuremassa mittakaavassa edellyttdisi biomassan kasvunopeuden ja méaéran
lisddmistd ja lipidipitoisuuden kohottamista. Jatkotutkimuksissa pitéisikin
keskittyd parantamaan saantoa muuttamalla kasvatusolosuhteita ja tehostamalla
lipidituottoa.
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