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The purpose of this thesis was to develop a method for the quantitative determination of car-
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1 Johdanto

Fossiilisten polttoaineiden vahentaminen vaihtoehtoisten menetelmien avulla on yksi mer-
kittava askel kohti vahapaastdisempaa tulevaisuutta. Esimerkiksi biokaasussa on paljon
potentiaalia lABmmon- ja sdhkdntuotannossa, mutta toisaalta myds liikennepolttoaineen val-
mistuksessa (Suomen Biokierto ja Biokaasu ry). Koska helposti hajoavia hiilihydraatteja si-
saltavaa ainesta, mika tuottaa nopeasti paljon metaania biokaasutuksessa, on runsaasti
saatavilla, olisi kehiteltava laboratorio-olosuhteissa toteutettavia analyyseja hiilihydraattipi-
toisuuksien selvittamiseen. Nain saataisiin selvyytta siita, mitka syotteet voisivat olla poten-

tiaalisia.

Mahdollisuus hiilihydraattipitoisuuksien maarittdmiseen voisi toisaalta lisdtd ymmarrysta
myds muilla aloilla. Esimerkiksi selluteollisuuden sivuvirroista saatavalla hemiselluloosalla
voisi olla asemansa korvaamaan neitseellisia raaka-aineita niin 1d8ke-, kosmetiikka- kuin
elintarviketeollisuudessakin. Toisin sanoen kyky pystya analysoimaan hiilihydraattipitoi-
suuksia laboratorio-olosuhteissa voisi mahdollistaa biokiertotalouden kehittymista. (Kauppi
2021.)

Tama opinnaytetyd koostuu teoriaosuudesta sekd kokeellisesta osiosta. Teoriatasolla ai-
hetta kasitellddn aina puun rakenteesta kaytettyihin laboratoriomenetelmiin asti. Tarkoituk-
sena on tarjota ymmarrysta hiilihydraattien moninaisuudesta seka osoittaa tarpeellisuus ke-
hittaa toistettava ja toisaalta sovellettava kaasukromatografinen analyysimenetelma puu-
pohjaisten ndytematriisien kvantitatiiviseen maarittamiseen. Tyon kokeellisessa osiossa
testataan kehiteltya esikasittelymenetelmaa, sen toimivuutta ja toistettavuutta seka pureu-

dutaan tarkemmin saatuihin tuloksiin.



2 Puun rakenne
2.1 Makroskooppinen rakenne

Puu rakentuu useista ominaisuuksiltaan erilaisista ja paasaantdisesti rungon suuntaisista
soluista, jotka ovat huokosten avulla yhteydessa toisiinsa. Samoja ominaisuuksia sisaltavat
solut muodostavat yhdessa kokonaisuuden eli solukkoja, jotka vastaavat tietysta tehta-
vasta, kuten esimerkiksi puun tukemisesta, nesteiden kuljetuksesta tai vararavinnon saily-

tyksesta. (Sjostrom 1989, 9.) Kuva 1 havainnollistaa puun rungon rakennetta.

Vuosirengas

Jalsi

Nila Kevatpuu

Kesapuu

Ydinsateet

Kuva 1. Puun rungon rakenne (Puuproffa a)

Noin muutaman millimetrin I&pimittainen ydin voidaan havaita rungon ja oksien keskustassa
tummahkona juovana. Samankeskiset rengasmaiset vuosirenkaat eli -lustot muodostavat
puuosan, jossa vaakasuorista soluriveistd muodostuneet ydinsateet ulottuvat kuoresta aina
ytimeen (primaariset ydinsateet) tai johonkin vuosilustoon (sekundaariset ydinsateet) asti.
Lisdksi havupuissa on myo6s pihkatiehyitd tarkemmin maariteltyna soluvaleja, jotka muo-
dostavat yhtenaisen kaytavaverkoston puuhun. Vanhan puun sisdosa on useimmiten ulko-
muodoltaan tummunutta sydanpuuta. Ulko-osa on osaltaan vaaleampaa pintapuuta eli
mantoa. Puun jalsi on hyvin ohut kerros ja se on muodostunut elavista soluista, jossa puun
kasvutoiminta tapahtuu. Kuori jakaantuu vaaleaan ja elavaan sisakuoreen eli nilaan ja kuol-

lessaan tummaan ulkokuoreen eli kaarnaan. (Sjostrom 1989, 10-18.)



2.2 Puun solut

Puuaines itsessaan muodostuu puusolukoista, joiden tehtavana on kuljettaa nestetta seka
varastoida ravinteita. Puun solujen rakenne on kaikilla puulajeilla hyvin samankaltainen.
Karkeasti voidaan puiden solut jakaa neljaan eri ryhmaan riippuen niiden tehtavista: kas-
vusta huolehtivat solut, ravintoaineista huolehtivat solut, veden kuljetuksesta vastaavat so-

lut seka lujuutta yllapitavat solut. (Puuproffa.)

Kuitenkin havupuiden seka lehtipuiden solurakenne poikkeaa merkittavasti toisistaan.
Tama vaikuttaa oleellisesti lajien kasvuun, ominaisuuksiin ja teolliseen jalostukseen. Havu-
puiden puuaineksesta suurin osa (90-95 %) on putkisoluja eli trakeideja, jotka kytkeytyvat
toisiinsa pienien rengashuokosten avulla. Vesi siirtyy solusta toiseen lapaisten huokoiset
huokoskalvot. Suurin osa lopusta puuaineksesta muodostuu ydinsateista, joka sisaltaa ela-
via ja kuolleita soluja. Elavia soluja kutsutaan parenkyymisoluiksi ja kuolleita trakeidiksi.
(Haapala ym. 2018, 52.)

Lehtipuiden solurakenne on vaihteleva sekd monimutkaisempi kuin havupuiden. Kuitenkin
lehtipuiden puuaines koostuu suuremmalti osin libriformsoluista eli kuidusta. Lehtipuiden
voidaan havaita sisaltdvan myds putkisoluja eli trakeideja, joiden tarkoituksena on johtaa
vetta. (Haapala ym. 2018, 52-53.)

2.3 Soluseinan koostumus

Puun solujen soluseinat koostuvat padasiassa selluloosasta, joka muodostaa rungon, jota
muut aineet ymparoivat. Lisaksi soluseinissa on merkittavia maaria hemiselluloosia ja lig-
niinia, jotka sitovat selluloosasaikeet toisiinsa. Selluloosarunko on muodostunut ketjumai-
sista selluloosamolekyyleista. Selluloosarungon pienin rakenneyksikkd on elementaari- eli
alkeisfibrilli. Kaksi tai useampi alkeisfibrilli muodostaa mikrofibrillin, ja nama voivat liittya
toisiinsa ja jalleen muodostaa kokonaisuuden eli fibrilleja. Nama voivat edelleen yhdistya

toisiinsa muodostaen lamelleja. (Isotalo 2004, 32.)

Soluseind voidaan jaotella seuraavasti valilamelli, primaari- ja sekundaariseina seka kyh-
mykerros. Kuvassa 2 on havainnollistettu soluseinan rakennetta. Kemialliselta koostumuk-
seltaan valilamelli on pektiinia, joka muuntuu lopulta ligniiniksi. Primaariseina on solun uloin
ja ohut kerros sisaltaen paljon ligniinia seka amorfista hemiselluloosaa. Tassa solun osassa
selluloosan maara on pieni. Sekundaariseind voidaan jakaa vield kolmeen osaan: uloin,
sisin ja keskikerros. Uloimmat ja sisimmat kerrokset ovat ohuita kuten aikaisemmin mainittu
primaarikerros, mutta keskikerros on paksu. (Isotalo 2004, 32.) Keskella solua sijaitsee so-

luontelo, jossa ei ole solun rakenteita, vaan sen lavitse kulkee vesi, johon on sekoittunut



muita liuenneita aineita (Haapala ym. 2018, 54). Karkeasti voidaan sanoa, etta soluseinan
rakenteesta selluloosa muodostaa suurimman osuuden eli 40-50 %, hemiselluloosat 20—

25 % ja ligniini 20—30 % puulajista riippuen (Puuproffa).

thmykerros Soluontelo

Sekundaari Sekundaari

seina seina

Primaariseina | - Vvililamelli
-

Puusyyn soluseinan kerrokset

Kuva 2. Soluseinan rakenne (PuuProffa b)



3 Puun kemiallinen koostumus
3.1 Kemiallinen rakenne

Puu on orgaanista ainetta, joka elaa jatkuvasti. Puun luonnehditaan koostuvan paasaantdi-
sesti selluloosasta, hemiselluloosista ja ligniinistd, jotka antavat puulle sen tunnetut ominai-
suudet. Lisaksi puuaineksessa on merkittdva maara uuteaineita, jotka kasittavat suuren
joukon erilaisia kemiallisia yhdisteitd. Uuteaineiksi luetellaan muun muassa seuraavat yh-
disteet: pihka, rasva- ja hartsihapot, terpeenit, fenoliset yhdisteet seka proteiinit. Kuviossa

1 on jaoteltu puun kemiallista rakennetta. (Haapala ym. 2018, 54.)

PUU Tuhka (~1 %)

Holoselluloosa Ligniini Uuteaineet
(55 %- 8O %) (20 % - 30 %) (1-4 %)
Selluloosa Hemiselluloosat Ferulahappo
(40-50 %) (20-30 %) Koniferyylialkoholi
p-kumariinialkoholi
sellobioosi Glukuroniksylaani Lo
Glukoosi nmbinoglukurunlks?.rlan Terpeenit
Oligosakkaridit Glukomannaani sterolit
Galaktogluinomannalam Hartsihapot
Arabinogalaktaani Uronihapot
Vesiliukoiset hiilihydraatit
Ksyloosi Proteiinit
Arabinoosi Tanniinit
Galaktoosi ]
Mannoosi a-pineeni
Glukuronihappo Abietiinihappo
Galakturonihappo Palmitiinihappo
Ramnoosi Betuliini
Fukoosi Katekiini
Gallihappo
Klorofylli

Kuvio 1. Puun kemiallinen rakenne (Sirén 2013)

3.2 Puun hiilihydraatit

Hiilihydraatit ovat polyhydroksiyhdisteita, joita esiintyy luonnossa ja niiden molekyylikoko
vaihtelee pienesta makromolekyyleihin. Hiilihydraatit syntyvat neulasten ja lehtien viher-
hiukkasissa fotosynteesin avulla ja ndin muuttuvat orgaanisiksi yhdisteiksi. llman hiilidiok-
sidi, puun maasta ottama vesi ja auringon energia yhdessa muodostaa glukoosia. Taméa
kulkeutuu lehdiston nilatiehyeita pitkin rungon ja oksien jalsi- eli kambiaalisolukkoon. So-

lussa glukoosi muuttuu biokemiallisten prosessien avulla selluloosaksi, hemiselluloosiksi tai



ligniiniksi. Nama osaltaan muuttuvat soluseindmien rakennusosiksi. (Isotalo 2004, 39.) Pie-
nimolekyyliset hiilihydraatit eli sokerit toimivat energian lahteena ja vastaavasti suurimole-
kyyliset hiilihydraatit eli tarkkelys vararavintona tai muodostavat kasvien tukisolukkoa, kuten

selluloosaa (Sjostrom 1989, 30).

Hiilihydraatit voidaan jakaa kuuteen eri rynmaan: eli mono-, di-, tri-, oligo- ja polysakkaridit
seka polyuronidit. Monosakkaridit ovat yksinkertaisia sokereita, joista tavallisin on glukoosi.
Disakkaridissa kaksi monosakkaridia on yhdistynyt toisiinsa glykosidisella sidoksella, kuten
esimerkiksi maltoosi ja laktoosi. Trisakkaridissa on kolme monosakkaridiyksikk6a, kun taas
oligosakkaridissa naitd on 2—10 ja polysakkaridissa monosakkaridiyksikdiden maara on jo
yli 10. Polyuronidit ovat vastaavasti polysakkarideja, jotka sisaltavat uronihappotahteita.
(Sjostrom 1989, 30.)

3.3 Selluloosa

Puussa olevien hiilihydraattien paaaines on selluloosa, joka sijaitsee sekundaariseinan kes-
kikerroksessa. Se on yleisin luonnon tuottama polymeeri ja luetellaan polysakkaridiksi. Sel-
luloosa koostuu glukoosianhydrideista CsH100s, jotka ovat liittyneet toisiinsa B-glykosidisilla
1—4-sidoksilla. (Isotalo 2004, 41.) Kuvion 2 avulla voidaan ymmartda paremmin selluloo-
san rakennetta, mika on lineaarinen. Selluloosalle on ominaista voimakas taipumus muo-
dostaa vetysidoksia naapurimolekyylien kanssa. TAma osaltaan mahdollistaa selluloosan
kuitumaisen rakenteen, joka taas takaa puusolujen mekaanisen tuen. (Sjostréom 1989, 56.)
Kasvien lisdksi selluloosaa tuottavat eraat muutkin alkeelliset organismit, kuten esimerkiksi
muutamat bakteerit, sienet ja levat. Kuusessa, mannyssa ja koivussa selluloosan pitoisuus

on noin 40 % kuiva-aineesta. (Jaaskelainen & Sundqvist 2007, 65.)

aH
OH
a SH o OH
HiD HO ") HO ; OH
)
HO 4 HO G\Q\
CH oH OH [w]

Kuvio 2. Selluloosan rakennekaava (Ruuttunen 2014)

Selluloosalla on taipumus sitoa itseensa vetta. Vesimolekyylit sitoutuvat selluloosakuitujen
jarjestymattdmien alueiden vapaisiin hydroksyyliryhmiin vetysidosten avulla, jolloin selluloo-

sakuidut turpoavat. Kun vesi vastaavasti poistuu, syntyy selluloosakuitujen valiin



voimakkaita vetysidoksia, jotka saavat aikaan kuivaan kuituverkkoon, esimerkiksi paperiin

hyvan sidoslujuuden. (Isotalo 2004, 43.)

Vaikka selluloosan molekyylirakenne on tarkasti selvilla, on tiedot fysikaalisesta olotilasta
puutteelliset. Fysikaalisella olomuodolla tassa tapauksessa tarkoitetaan jarjestaytyneiden
selluloosamolekyylien kiteisyytta ja selluloosaketjujen fibrillirakennetta. Tiedossa on myos
selluloosan biosynteesi, mutta toisaalta tarkoin ei tunneta, missa solun osissa se tapahtuu,

ja kuinka solun eri osat tdhan osallistuvat. (Sjéstrom 1989, 66.)

3.4 Hemiselluloosat

Hemiselluloosat ovat yksi puun soluseinaman paaraaka-aineista. Aikaisemmin on luultu nii-
den syntyvan valituotteena selluloosan biosynteesissa, mutta hemiselluloosat muodostavat
oman heterogeenisen ryhman, johon kuuluu useita eri polysakkarideja. Nama biosyntetisoi-
tuvat eri teita kuin selluloosa. Hemiselluloosat sijoittuvat mikrofibrillien valiin ja nain osaltaan
vahvistavat sen rakennetta. (Isotalo 2004, 46.) Selluloosa kuuluu homopolysakkaridien ryh-
maan, kun taas hemiselluloosat koostuvat heteropolysakkarideista. Puun polysakkaridit voi-
vat toimia solujen rakenneaineena, kuten selluloosa ja hemiselluloosa, tai toimia vararavin-
tona, kuten tarkkelys. Hemiselluloosien hydrolyysissa, joka voidaan toteuttaa esimerkiksi
hapoilla, muodostuu monosakkarideja kuten D-glukoosi, D-mannoosi, D-galaktoosi tai D-
ksyloosi. (Sjostrom 1989, 61.) Kuviossa 3 on esitetty tavallisimmat hemiselluloosissa esiin-

tyvat monomeerit.

OH OH OH OH

OH
HO ° nu& kﬂ:
HO OH HO OH HO OH
OH OH
D-glucopyannose D-mannopyranose D-galactopyranose

OH

O HO
OH HO O =()
HO OH HO OH HO
OH OH “

OH HO OH

L-arabmofuranose D-xylopyranose D-glucuronic acid

Kuvio 3. Yleisimmat hemiselluloosien monomeerit (Biao ym. 2020)



Puuaineksesta noin 20-30 % on hemiselluloosia. Havu- ja lehtipuiden hemiselluloosien
koostumus ja rakenne eroavat merkittavasti toisistaan. Koostumuksen ja maarien eroja voi-
daan havaita myos siina tapauksessa, mikali kyseessa on jokin muu alue kuin puun runko,

kuten esimerkiksi oksat, juuret tai puun kuori. (Sjostrom 1989, 61-62.)
Havupuiden hemiselluloosat

Havupuissa voidaan havaita l6ytyvan tyypillisesti kolmea eri hemiselluloosaa: galaktogluko-
mannaani, arabinoglukuroniksylaani sekad arabinogalaktaani. Kuitenkin havupuiden paa-
saantdinen hemiselluloosa on galaktoglukomannaani, jossa glukomannaaniketju toimii run-
kona. Se koostuu glukoosi- ja mannoosiyksikoistd, jotka ovat kiinnittyneet toisiinsa 1—4-
glykosidin sidoksin. Ketju voi olla myds haaroittunut, jolloin siihen on liittyneena galaktoosi
mannoosiyksikdiden C-6-asemiin kuten kuvassa 6. Galaktoglukomannaani pilkkoutuu hel-
posti happojen vaikutuksesta ja erityisesti galaktoosisivuhaarat ovat hydrolyysille herkkia.
Mannoosiyksikdiden C-2- ja C-3-asemat ovat vain osittain korvautuneet asetyyliryhmilla ja

ovat hydrolyysille herkkid emaksisissa olosuhteissa. (Isotalo 2004, 47.)

CH,0H_O 1 CH,0H_O 1
“ RO . RO RO S/
0" 8o 4 O 0’4 804 &/ Fo
0 RO o
HO HO % ™~ CH,0 f CH,OH
HO ,

* Galaktoglukomannaani

CH,OH 0
OH

Kuvio 4. Galaktoglukomannaanin rakennekaava (Ruuttunen 2014)

Arabinoglukuroniksylaani muodostuu ksyloosiyksikoista, jotka liittyvat toisiinsa 1—4-sidok-
sin. Kyseiseen paaketjuun yhdistyvat myos 1—2-glykosidisin sidoksin 4-O-metyyli-a-D-glu-
kuronihapporyhmia eli kaksi ryhmaa kymmenta ksyloosiyksikkda kohden seka arabinoo-
siryhmia. Kuviossa 5 nahdaan arabinoglukuroniksylaanin rakennekaava kuvainnollisesti
esitettyna. Arabinoosisivuryhmat hydrolysoituvat erittain helposti happojen avulla. (Isotalo
2004, 47.)
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Kuvio 5. Arabinoglukuroniksylaanin rakennekaava (Sjéstrom 1993)

Arabinogalaktaania ilmenee 1ahinna lehtikuusen hemiselluloosissa ja se liukenee helposti
veteen haaroittuneisuutensa vuoksi. Galaktoglukomannaanin ja arabinoglukuroniksylaanin
ohella havupuut sisaltavat erindisen maaran myds muita polysakkarideja, joiden ominaisuu-
det ovat joiltain osin samantapaisia kuin lehtipuiden hiilihydraateissa, joissa voidaan havaita
rakenneosina muun muassa arabinoosi, galaktoosi, glukuroni- ja galakturonihappo. (Sjo-
strom 1989, 64.)

Lehtipuiden hemiselluloosat

Lehtipuiden hemiselluloosat muodostuvat paaasiassa O-asetyyli-4-O-metyyliglukuro-
niksylaanista, jota voidaan nimittda glukuroniksylaaniksi eli yksinkertaisemmin ilmaistuna
ksylaaniksi. Hemiselluloosien rakenteiden samankaltaisuudesta huolimatta voidaan havaita

laadullisuudessa ja maarallisyydessa suuriakin eroja. (Isotalo 2004, 48.)

Lehtipuissa ksylaanin maara voi vaihdella 15-30 % puun kuivapainosta riippuen lajista. Sen
paaketju muodostuu B-D-ksylopyronoosiyksikdista, jotka ovat liittyneet 1—4 glykosidisten
sidosten valityksella. Toisaalta osa paaketjun hydroksyyliryhmista on korvautunut asetyyli
CH3CO -ryhmilla. Lisaksi ksylaaniketjuun on yhdistynyt 4-O-metyyli-a-D-glukuronihap-
poryhmid. Ksyloosiyksikdiden valiin muodostuneet sidokset hydrolysoituvat hapolla her-
kasti. (Isotalo 2004, 48)

Edelld mainitun liséksi lehtipuissa esiintyy mainittava maara glukomannaania, jota on puun
kuivapainosta noin 2-5 %. Glukomannaani koostuu B-D-glukopyranoosi- p-D-mannopy-
ranoosiyksikoista, joita glykosidiset sidokset sitovat toisiinsa. Glukomannaani pilkkoutuu

helposti hapettomissa olosuhteissa. (Isotalo 2004, 48.)
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3.5 Ligniini

Kolmas tarkea puun rakenneaine on ligniini, jota voidaan havaita puun valilamelleissa ja
solun sekundaariseindmassa. Soluseinamissa se on liittynyt hemiselluloosiin kovalenttisin
sidoksin. Sen tehtava on lisata puun lujuutta ja toisaalta estdd veden paasy soluseinamien
lavitse. Voidaan luonnehtia, ettd puun kuivapainosta noin 20-30 % on ligniinia. (Jaaskelai-
nen & Sundqvist 2007, 85-84, 93.)

Toisaalta Isotalo (2004, 50) kirjoittaa teoksessaan, etta ligniinin rakennetta ei ole pystytty
taysin selvittamaan, mutta sen arvioidaan sisaltdvan monimutkaisia polymeereja, jotka taas
ovat koostuneet fenyylipropaaniyksikoista. Kuvio 6 havainnollistaa ligniinin rakennetta niilta

osin, mita siitéd on pystytty selvittdmaan.

Kuvio 6. Ligniinin rakenne (Opetushallitus b)
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4 Biokaasu

4.1 Biokaasun taustaa

Biokaasu on kaasuseos, johon on sekoittunut erityyppisia kaasuja. Suuremmalti osin me-
taania sisaltdvaa biokaasua syntyy silloin, kun orgaaninen aines saa madantya anaerobi-
sissa olosuhteissa. Karkeasti voidaan luonnehtia, ettd biokaasusta 40—-70 % on metaania
ja 30-60 % hiilidioksidia. Lisaksi biokaasussa on pienind, mutta tarkemmin maarittelemat-
témina pitoisuuksina muita ainesosia, kuten esimerkiksi rikkiyhdisteita. Biokaasua voidaan
hyédyntaa l[Ammadn- ja sdhkdntuotannossa, mutta myds jalostaminen ajoneuvojen polttoai-
neeksi on mahdollista. (Gasum Oy 2022.)

4.2 Biokaasun muodostuminen

Biokaasun muodostuminen voidaan ajatella tapahtuvan neljassa eri vaiheessa, jossa kus-
sakin on omat pienelioryhmat, jotka vastaavat prosessin etenemisesta. Muodostuminen on
jaettu seuraavasti: liukoistuminen eli hydrolyysi, happokayminen eli asidogeneesi, etikka-
happokayminen eli asetogeneesi seka metaanikdyminen eli metanogeneesi (Kuvio 7). Huo-
mattavaa on, etta vaiheet eivat ole erillisia tapahtumaketjuja, vaan tapahtuvat samanaikai-
sina. (Motiva Oy 2013, 4.)

Ensimmaisessa vaiheessa eli liukoistumisessa on tarkoituksena saada liukenemaan veteen
madatettavan aineen kiinteat hiilihydraatit, valkuaisaineet ja rasvat, jotka ovat ensin pilk-
koutuneet yksinkertaisemmiksi yhdisteiksi, kuten esimerkiksi sokereiksi, rasvahapoiksi ja
aminohapoiksi. Pilkkoutumisesta huolehtivat pienelididen erittama solun ulkoinen entsyymi.
Toisessa vaiheessa eli happokaymisessa ensimmaisen vaiheen liuenneista aineista muo-
dostuu yksinkertaisia rasvahappoja. Nama osaltaan hajoavat edelleen etikkahapoksi ja hii-
lidioksidiksi. Reaktioiden valituotteina syntyvat etikkahappo, hiilidioksidi ja vety muodosta-
vat yhdessa metaania. Rasvahapot ja vety, jotka syntyvat kdymisvaiheessa, ovat suurina
pitoisuuksina vahingollisia pienelidille. Siksi on huolehdittava siita, ettd edelld mainitut ai-
nesosat poistuvat metaanituotannossa samassa suhteessa kuin niitd syntyy. (Motiva Oy
2013, 4.)
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Orgaaninen aines

Helposti liukeneva orgaaninen materiaali
hiilinydraatit, proteiinit, rasvat

l, Livos l

Yksinkertaiset orgaaniset yhdisteet
sokerit, aminochapot, yksinkertaiset rasvahapot

1 Haponmuodostus l

Viilituotteet
rasvahapot, alkoholit

l Etikkahapon tuotanto l

Etikkahappo Kaasumainen vety
“ jahiilidioksidi
l Metaanin muodostus l
Biokaasu

metaani ja hiilidicksidi

Kuvio 7. Biokaasun muodostumisen vaiheet (Motiva Oy 2013, 4)

Lampdatilan vaikutus biokaasun muodostumisessa

Jotta biokaasua syntyisi ja edella mainittu hajoamisprosessi saataisiin kaynnistymaan, on
olosuhteiden oltava suotuisat. Suotuisia piirteitd ovat esimerkiksi hapettomat olosuhteet,
sopiva lampdtila ja pH. Metaanin tuotannon aikana on tarkeaa, etta lampotila prosessin
aikana on vakaa, eikd suuria lampdtilaeroja paase syntymaan. Muuten vaarana on, etta
kaasun muodostuminen hairiintyy. Biokaasua tuottavat bakteerit kestavat paremmin hitaita
kuin nopeita lampdétilaeroja, koska silloin eliét pystyvat paremmin sopeutumaan muuttunei-
siin olosuhteisiin. (Motiva Oy 2013, 6.)

Lampdtilan suhteen prosessit ovat joko psykro-, meso- tai termofiilisia. Psykrofiilisessa pro-
sessissa metaanin tuotanto tapahtuu alle 25 °C lampétilassa. Talléin metaanin tuotto on
hidasta seka toisaalta kaasun muodostuminen on vahaista. Psykrofiilisissa olosuhteissa ta-

pahtuvia prosesseja voidaan havaita I&hinna luonnossa. (Motiva Oy 2013, 6.)

Mescofiilisissa olosuhteissa tapahtuvat prosessit tapahtuvat lampétilavalilla 32—42 °C. Ylei-
simmissa biokaasulaitoksissa kaasun muodostus toteutetaan kyseisessa lampétilassa. Me-
sofiilisissa olosuhteissa syntyvan biokaasun muodostus on hyva ja prosessi on helppo pitaa
vakaana. (Motiva Oy 2013, 6.)
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Hajoaminen, mika tapahtuu lampétilavalilla 50-60 °C, on termofiilistd madantymista. Kar-
keasti voidaan todeta, etta termofiilisissa olosuhteissa tapahtuva hajoaminen on puolet no-
peampaa kuin mesofiilisissa olosuhteissa. Toisaalta termofiiliset prosessit hairiintyvat her-
kemmin kuin mesofiiliset sekad energiaa kuluu prosessin yllapitamiseen enemman. Nain
siksi, ettd korkeammasta lampétilasta vapautuu enemman lampda ymparistéon, jolloin ma-

datettavan aineksen [ammittdminen vaatii enemman energiaa. (Motiva Oy 2013, 6.)
pH-arvon merkitys biokaasun muodostumisessa

Kuten on aiemmin todettu, myds pH-arvo vaikuttaa elididen aktiivisuuteen. Hydrolysoivien
ja happoa muodostavien mikrobien optimi pH vaihtelee valilla 4,5-6,5. Edella mainitut mik-
robit voivat selviytya myds neutraaleissa olosuhteissa, mutta silloin niiden aktiivisuus laskee
hieman. Metanogeenit vaativat vastaavasti pH:n valiltd 6,7-8,5. (Kymalainen & Pakarinen
2015, 65.)

Biokaasureaktorissa pH on usein 7-8 eli lahella neutraalia. Kuitenkin sydtteen laatu vaikut-
taa siihen, mihin reaktorin pH lopulta asettuu. Hiilihydraattipitoiset syotteet laskevat pH-ar-
voa, silla niiden hajoamisessa syntyy happoja. Toisaalta proteiinipitoiset syotteet nostavat
pH-arvoa, koska ne hajotessaan tuottavat ammoniakkia. Hyvassa metaanin tuotannossa
pH-arvon pitaisi pysya vakiona, muutoin prosessi hairiintyy. Vakauteen vaikuttaa reaktorin

kyky neutraloida muodostuvia happoja. (Kymalainen & Pakarinen 2015, 65.)
4.3 Biokaasuksi hyodynnettavat syotteet

Biokaasun valmistuksessa voidaan periaatteessa madattaa kaikki orgaaninen aines (hiili-
hydraatit, proteiinit ja rasvat), mutta tekniikka sopii parhaiten materiaaleille, joilla on luon-
nostaan taipumus hajota. Tallaisiksi voidaan luetella lanta ja rehu, mutta myds biojate ja
elintarviketeollisuudessa syntyva jate. (Motiva Oy 2013, 7-8.) Osaltaan paljon helposti ha-
joavaa hiilihydraattia sisaltdva aines tuottaa nopeasti paljon metaania biokaasutuksessa
(Havukainen 2019). Kuitenkin reilusti ligniinia ja kuitua sisaltava aines, kuten puu tai olki,
sopii huonosti madatykseen. Sydtemateriaaleissa ei tulisi mydskaan olla selvasti suurina
pitoisuuksina haitallisia aineita, jotka voivat vaikuttaa negatiivisesti biokaasun syntyyn.
Naita ovat muun muassa antibiootit, desinfiointiaineet, kasvimyrkyt, suolat ja raskasmetallit.
(Motiva Oy 2013, 7-8.)

Biokaasun syntyyn mikro-organismit tarvitsevat energianlahteena ja solukasvun rakennus-
aineena erilaisia ravinteita. Paaravinteisiin voidaan luetella kuuluvaksi hiili, typpi, fosfori ja
rikki. Lisaksi entsyymitoiminta tarvitsee onnistuakseen hivenaineita ja vitamiineja. Nama
olisi hyva tulla syotteesta itsestaan, jotta ylimaaraisten lisdravinteiden kaytolta valtyttaisiin.
(Kymalainen & Pakarinen 2015, 27.)
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Motiva Oy:n (2013, 7) mukaan sopivassa syotemateriaalissa hiilen ja typen suhde on oltava
sopiva. Jos materiaali sisaltaa liikaa hiiltd, kuten esimerkiksi polttaessa vain kasvituotteita,
voi osa materiaalin tuotantopotentiaalista jadda hydédyntamatta. Toisaalta, jos syodte sisaltaa
likaa typpea suhteessa hiileen, syntyy likaa ammoniakkia, mika osaltaan estaa biokaasun
tuotantoketjun syntymisen. Nain voi kayda esimerkiksi, jos madatettava aines on vain ka-
nan- tai sianlantaa. Motiva Oy:n (2013, 7) raportissa todetaan, etta syotettavassa materiaa-

lissa tulisi olla hiilen ja typen suhde noin 20:1. Syotteista voidaan tehda myods sydteseoksia.



15

5 Hydrolyysi

Hydrolyysilla tarkoitetaan naytteen sisaltamien yhdisteiden vapauttamista takaisin lahtai-
neikseen. Esimerkiksi hiilihydraattien kohdalla hydrolyysilla halutaan hajottaa di- tai poly-
sakkaridit jalleen monosakkarideiksi. (Kanerva ym. 1995, 102.) Hydrolyysia voidaan kayttaa
hyvaksi naytteiden esikasittelyssa, kun kompleksoituneille muodoille ei ole olemassa malli-

aineita, joiden avulla voitaisiin suorittaa identifiointi tai kvantitointi. (Laiho ym. 2009, 245.)

Erilaisia hydrolyysitapoja voidaan tunnistaa useita, joista yleisimmat ovat happo- ja
emashydrolyysi seka entsymaattinen hydrolyysi. Happohydrolyysissa hajoaminen saadaan
aikaiseksi HCI- tai H,SOus-liuoksella, jonka pH-arvo on hyvin alhainen. Emashydrolyysissa
vastaavasti kaytetdan NaOH-liuosta, missa pH-arvo on saatu todella korkeaksi. Entsymaat-
tisessa hydrolyysissa yhdisteiden palautuminen lahtdaineikseen tehdaan nimensa mukai-
sesti entsyymeilla, esimerkiksi hiivasieni. Hydrolyysi voidaan suorittaa myds kayttamalla
metanolia, jolloin kyseessa on metanolyysi. Emas- ja happohydrolyysit suoritetaan 100
°C:en lampdtiloissa, jossa reaktioaika on 1-2 tuntia. Entsyymihydrolyysi toteutetaan 25-65
°C:en lampdtilassa, talldin reaktioaika on tunnista useaan tuntiin, riippuen lampétilasta.
(Laiho ym. 2009, 245.)
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6 GC/MS-menetelma
6.1 Kromatografian periaate

Kromatografialla tarkoitetaan fysikaalista erotusmenetelma3, jonka tarkoituksena on erot-
taa yhdisteet toisistaan. Erkaantuminen tapahtuu kolonnissa, jossa toisiinsa liukenematto-
mat stationaarifaasi ja liikkuva faasi toimivat vuorovaikutuksessa keskenaan. Naytemole-
kyylit liikkuvat tarttuen ensin stationaarifaasiin ja sen jalkeen liikkuvaan faasiin, jonka jal-
keen prosessi alkaa alusta. Erottuminen perustuu siihen, kuinka herkasti tutkittavat yhdis-
teet sitoutuvat faaseihin. (Halonen & Penttila 2004, 100.) Stationaarifaasiin voimakkaasti
sitoutuvat yhdisteet kulkeutuvat liikkuvassa faasissa hitaasti ja vastaavasti stationaarifaa-
siin heikosti sitoutuvat yhdisteet liikkkuvat nopeammin, jonka johdosta yhdisteet erottuvat.
Liikkuva faasi on joko nestemainen tai kaasumainen. Stationaarifaasi voi olla likkuvan faa-
sin tavoin nestemainen tai vaihtoehtoisesti kiinteaa ainetta. Kromatografia jaetaan paa-

saantoisesti kaasu- tai nestekromatografiaan. (Jaarinen & Niiranen 2005, 141.)

Kromatografiassa retentioajalla (t;) tarkoitetaan aikaa, joka kuluu naytteensyéttohetkesta
siihen, kun mitattavan yhdisteen huippupitoisuus havaitaan detektorilla. Erotuskyvylla eli
resoluutiolla (R) ilmaistaan sita, kuinka hyvin yhdisteet eroavat toisistaan kromatografia-
ajon aikana. Erotuskyky lasketaan kromatografin tuottamien piikkien huippujen valisen etai-
syyden ja piikkien leveyksien keskiarvon suhteesta. (Halonen & Penttila 2004, 100.) Ero-
tuskyvyn maaraan vaikuttaa tehokkuus, selektiivisyys ja kapasiteetti. Kolonnin tehokkuu-
desta kertoo pohjaluku (N), joka osoittaa, kuinka monta kertaa molekyyli kiinnittyy stationaa-
rifaasiin ja irtoaa siitd erotuksen aikana. Mitd suurempi pohjaluku on sitd kapeammat piikit
ovat, mink& vuoksi yhdisteet voidaan erottaa paremmin toisistaan. Pohjaluku on suoraan
verrannollinen kolonnin pituuteen. Erotustekija (a) on kahden yhdisteen todellisten retentio-
aikojen suhde, joka kuvaa yhdisteiden erottumista toisistaan. Retentiotekija (k) saadaan
laskettua, kun yhdisteen maara tai aika stationaarifaasissa jaetaan yhdisteen maaralla tai
ajalla likkuvassa faasissa. Retentiotekijan suuruus kuvastaa sitd, miten kauan molekyyli
viipyy kolonnissa. Toisin sanoen mita suurempi retentiotekija, sita kauemmin molekyyli vii-
pyy kolonnissa ja sita pidempi on analyysiaika. Vastaavasti retentiotekijan ollessa pieni,
tulee yhdiste lilan nopeasti ulos kolonnista ja nain ollen toivottua erottumista ei tapahdu.
(Jaarinen & Niiranen 2005, 144-148.)

Kaasu- ja nestekromatografi tuottaa tuloksena kromatogrammeja, joissa piikkien tulisi olla
gaussimaisia. Piikeissa voi esiintyd epasymmetrisyytta eli niin sanottua hantimista (Jern-

berg 2022). Tama saattaa johtua esimerkiksi lilan vakevasta nayteliuoksesta, naytteelle
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sopimattomasta stationaarifaasista tai epdhomogeenisesta faasista. (Jaarinen & Niiranen
2005, 144.)

6.2 Kaasukromatografia

Kaasukromatografia on analyysimenetelma, jota kaytetaan haihtuvien yhdisteiden tunnis-
tamiseen kvalitatiivisesti sekd kvantitatiivisesti. Kaasukromatografin periaate on kuvattuna
kuviossa 8. Liikkuvana faasina toimii kaasu, joka kuljettaa naytteessa olevat hoyrystyvat
yhdisteet kolonnissa kiintedn faasin Iapi aina detektorille asti. Kaasukromatografiassa sta-
tionaarifaasi on yleensa neste ja kantokaasuna kaytetaan yleisimmin heliumia. Nayte syot-
tyy injektorin avulla laitteiston injektiokammioon ja hdyrystyy 200-300 °C:ssa. HOyrystyneet
yhdisteet paatyvat kantokaasun kuljettamana kolonniin. Siella yhdisteet liikkuvat jokainen
omalla nopeudellaan stationaarifaasissa ja liikkkuvassa faasissa. Yhdisteiden kuljettua ko-
lonnin lapi tavoittavat ne vuorollaan detektorin, joka tuottaa jokaisesta havaitsemastaan yh-
disteesta signaalin. Nama nakyvat piikkeina kromatogrammissa. Piikkien tunnistaminen pe-

rustuu retentioaikaan, mika on kullakin yhdisteelld ominainen. (Opetushallitus a.)

Ruisku
O Injektioportti
ul —
—
l-l—l T
Detektori
Kolonni
Uuni
— :’

Kuvio 8. Kaasukromatografin periaate (Opetushallitus a)
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6.3 Massaspektrometria

Massaspektrometria on analysointimenetelma, missa tarkoituksena on maarittaa yhdisteen
molekyylipaino. Massaspektrometriassa tutkittava yhdiste ionisoidaan positiiviseksi mole-
kyyliioniksi, joka sisaltaa ylimaaraista energiaa, silla massaspektrometri ei tunnista neutraa-
leja molekyyleja. lonisoituneen molekyylin sidokset katkeavat energian vaikutuksesta el
molekyyli-ioni pilkkoutuu pienemmiksi kappaleiksi, niin sanotusti massafragmenteiksi. Mas-
saspektrometri erottelee massafragmentit toisistaan hyédyntamalla massa-varaussuhdetta
(m/z). Massaspektri (Kuvio 9) havainnollistaa molekyylin rakenteen ja taman perusteella
yhdiste tunnistetaan. Toisin sanoen tunnistuksen tekemiseksi vertaillaan mitattua spektria
tietokoneohjelmiston sisaltdmaan kirjastospektriin, jolloin tunnistus tapahtuu automaatti-
sesti. (Jaarinen & Niiranen 2005, 122-126.)
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Kuvio 9. Esimerkkikuva dodekaanin massaspektrista (Myllyviita 2019)
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6.4 Yhdistelmatekniikka

GC/MS-menetelmassa on yhdistetty kaasukromatografi sekd massaspektrometri, jolloin ne
tukevat toisiaan. Yhdistelmatekniikalla voidaan analysoida yhdisteita, jotka hoyrystyvat tar-
peeksi sekd kestavat hajoamatta kaasukromatografin korkeat lampétilat. Yhdistelmaana-
lyysissa kaasukromatografi yhdistetddn massaspektrometriin, jolloin kaasukromatografin
erottelemat yhdisteet kulkevat retentioaikansa mukaisesti kapillaarikolonnista massaspekt-
rometrin ionisaattoriin. Kolonnista saapuvaa kaasua ionisoidaan jatkuvasti ja samalla mita-

taan massaspektreja. (Jaarinen & Niiranen 2005, 207.)

Kromatogrammien mittauksessa voidaan kayttaa niin sanottua TIC-menetelmaa (Total lon
Chromatogram), jossa mitataan kaikkien massaspektrometrin ionisaattorissa syntyneiden
ionien kokonaismaara. Massasignaali saadaan kaikista havaituista yhdisteista. Analysoita-
van naytteen sisaltamat yhdisteet tunnistetaan niiden retentioajalle tallentuneen massa-

spektrin perusteella. (Jaarinen & Niiranen 2005, 207-208.)
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7 Hiilihydraattien analysointi GC/MS-menetelmalla
7.1 Liuoksien valmistus

Ty6ssa kaytettiin hyvaksi seuraavia liuottimia ja reagensseja:

o Asetyylikloridi, 99+ %, Acros Organics

o BSTFA-TMCS (99:1) [Derivatizing Reagent for GC], TCI Europe N.V.
o Glukoosi, CsH1206, 99,8%, Supelco

e D-Galaktoosi, CsH120s6, 97 %, Merck

e D-Glukuronihappo, CsH1007, 98 %, Thermo Scientific
o D(+)-Mannoosi, CeH120s, 99+ %, Thermo Scientific

o D-(+)-Mannoosi, CsH1206, 98 %, TCI Europe N.V.

e D-Sorbitoli, CsH140s, 98 %, Thermo Scientific

o D(+)-Ksyloosi, CsH100s, 99+ %, Thermo Scientific

e DL-Arabinoosi, CsH1cOs, 98+ %, Thermo Scientific

¢ Kaliumhydroksidi, 85%, J.T. Baker

e Pyridiini, 99,5 %, VWR Chemicals

e Asetoni, SupraSolv, Supelco

e Metanoli, SupraSolv, Supelco
Standardinaytteet

Ty6ssa tutkittaviksi hiilihydraateiksi valikoituivat arabinoosi, galaktoosi, glukoosi, glukuroni-
happo, ksyloosi ja mannoosi. Standardien valmistuksessa kaytettiin analyytteja, jotka olivat
kiintedssa muodossa ja nain ollen tuli liuottaa ultrapuhtaaseen veteen. Perusliuoksien pitoi-
suudet olivat 1000 mg/I. Piikkien tunnistamista varten valmistettiin kustakin tutkittavasta hii-
lihydraattien oma naytteensa seka standardiseos, joka sisalsi kaikkia tutkittavia hiilihydraat-

teja.

Lisaksi menetelman kalibrointia varten standardiseoksesta tehtiin viisi pitoisuudeltaan poik-
keavaa kalibrointiliuosta. Nain saatiin selville signaalin tasot jokaiselle eri pitoisuudelle. Mit-
tauspisteiden kautta piirrettiin kalibrointisuora. Tata kutsutaan ulkoisen standardin menetel-
maksi. Kalibrointisarjaa ei tarvitse mitata jokaisen mittaussarjan yhteydessa, vaan jatkossa
kalibroinnin pysyvyyttd seurataan laadunvalvontanaytteen avulla. (Lehtonen & Sihvonen
2004, 85.) Jos laadunvalvontanaytteen pitoisuus ei menisi sallitun vaihteluvalin rajoihin, teh-
daan kalibrointi uudestaan, mikali kyseessa ei ole satunnainen virhe (Jaarinen & Niiranen
2005, 25). Tydssa laadunvalvonta naytteena toimii mannoosi, joka valittiin eri valmistajalta

kuin mita kaytettiin standardinaytteissa.
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Piikkien tunnistamisessa kaytettyjen standardinaytteiden pitoisuudet olivat liian suuret,
jonka johdosta GC/MS laitteella tunnistettavat yhdisteet saturoituivat. Kaytannéssa tama
tarkoittaa sita, ettd kolonnin sisapinnalla oleva stationaarifaasi on kyllastynyt tutkittavalla
analyytilla niin, ettei se pysty enaa tunnistamaan pitoisuuden paljoutta. Saturoituminen val-
tettiin nostamalla niin sanottua split-suhdetta ja pienentamalla injektiomaaraa. (Jernberg
2022.) Kalibrointia varten liuosten pitoisuudet kuitenkin laimennettiin, jotta menetelman ajo-
parametrit saatiin ihanteellisiksi. Laimennokset pyrittiin laimentamaan valttaen ylimaaraisia

valilaimennoksia, silla tdma voi vaikuttaa virheellisesti mittaustuloksiin.
Sisdinen standardi

Naytteiden analysoinnissa kaytettiin sisaisen standardin menetelmaa, jossa naytteisiin lisa-
tdan analyytin kaltaista yhdistetta, joka kuitenkin selkeasti erottuu kromatogrammissa. Si-
saisella standardilla pyritdan korjaamaan vaaristymat, jotka johtuvat esimerkiksi esikasitte-
lystd, derivatisoinnista, ndytematriisista tai kaytetystd analyysimenetelmasta. Nain siksi,
ettd virheen oletetaan vaikuttavan samoin sisdiseen standardiin seka tutkittavaan analyyt-
tiin. (Lehtonen & Sihvonen 2004, 85-87.) Sisaisena standardina kaytettiin kiinteda sorbitolia

liuotettuna metanoliin.
Metanolyysireagenssi

Esikasittelya varten valmistettiin metanolyysireagenssi, jossa asetyylikloridia tiputellaan hil-
jakseen metanoliin. Koska reaktio on voimakkaasti eksoterminen, tuli kaytettdvan metanolin
olla kylmaa ja pidettava jddhauteessa asetyylikloridin lisdyksen ajan ja toisaalta kosteuden
paasya metanoliin oli varottava. Hapon ja metanolin avulla katkotaan hiilihydraattiketjun gly-

kosidisia sidoksia.
7.2 Standardinaytteiden esikasittely

Standardinaytteitd mitattiin naytepulloon automaattipipetin avulla. Lisdksi jokaisen nayte-
sarjan yhteydessa valmistettiin niin sanottu nollanayte, jolla todennetaan kaytettyjen liuotti-
mien ja valineiden puhtaus. Naytteet haihdutettiin kuiviksi ensin hyodyntamalla pyorohaih-
dutinta, mutta paatymalla kuitenkin kayttdmaan typpikaasun (N2) avulla tehtavaa haihdu-

tusta ja laAmminta vesihaudetta, jotta haihdutusprosessia saatiin tehostettua (Kuva 3).
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Kuva 3. Typpikaasuhaihdutus vesihauteen avulla.

Kuivattuun naytteeseen lisattiin huoneenlampdista metanolyysireagenssia, joka lampdkaa-
pin lAmmon kanssa sai aikaan sokerien pilkkoontumisen monosakkarideiksi. Ennen Iampo-
kaappikasittelya naytteita kaytettiin ultradanihauteessa (Kuva 4), talla varmistettiin kuivatun
naytteen liukeneminen reagenssiin. Naytteille oli maaritelty oma aikansa, mink& ne olivat
lampokaapissa (Kuva 5). Nain saatiin varmistettua kaasukromatografilla, mika on lyhin
mahdollinen aika, minka jalkeen sokerien pilkkoutumista ei enaa tapahdu. Lampdkaappi-
kasittelyn jalkeen naytteiden annettiin jadhtya huoneenlampdisiksi, jotta naytepullojen si-
sélle syntynyt paine saatiin tasaantumaan. Paine syntyy siita, etta kaytetyn reagenssin si-
saltaman metanolin kiechumispiste on 64,7 °C, joten liuotin kaasuuntuu voimakkaasti lam-

pbkaapin ollessa lampdtilaltaan huomattavasti kiechumispistetta korkeampi.



Kuva 4. Naytteiden ultradganihaudekasittely

Kuva 5. Naytteiden Iampokaappikasittely
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Paineen tasaantumisen jalkeen lisattiin naytteisiin automaattipipetilla KOH-rakeilla kuivat-
tua pyridiinia ylimaaraisen vetykloridihapon neutraloimiseksi seka sisadinen standardi. Nayt-
teet haihdutettiin typpi avulla uudestaan kuiviksi. Kuivattuihin naytteisiin lisattiin jalleen kui-
vattua pyridiinia sekd BSTFA:ta silylointia varten. Silylointi on yksi derivatisoinnin muoto,
jota kaytetaan silloin, kun halutaan heikosti haihtuvat yhdisteet tehda helpommin haihtu-
viksi. Tama voidaan toteuttaa esimerkiksi lisddamalla jokin yhdiste, kuten metyyli tai silyyli,
joka alentaa tutkittavan yhdisteen kiehumispistettd. (Measur Oy 2022.) Liukenemisen te-
hostamiseksi naytteet kaytettiin ultradanihauteessa seka pidettiin hetki tasoravistelijassa.
Lopuksi nayte siirrettiin kaasukromatografin naytepulloon kertakayttdisen lasipipetin avulla,
johon oli asetettu pieni asetonilla pesty lasivillatuppo mahdollisen sakan suodattamista var-

ten. Nolla- ja laadunvarmistusnaytteet kasiteltiin samoin kuin standardinaytteet.
Biokaasutuotannon syoétenaytteiden esikasittely

Kehitetyn menetelman sovellettavuuden kokeilemiseksi saatiin testattavaksi biokaasutuo-
tantoon tarkoitettuja syétteitd, joille oli tehty entsymaattinen hydrolyysi. Tasta syysta meta-
nolyysia ei tarvinnut tehda naille naytteille. Naytteita oli pidetty ldmpdkaapissa 48 tuntia
seka 72 tuntia ja tarkoituksena oli selvittda, mitka matriisit sisalsivat potentiaalisen maaran

hiilihydraattia. Naytteet olivat lampdkaapissa 40-50 asteessa.

Varsinaista naytetta mitattiin naytepulloihin 5 ml automaattipipetilla. Naytteet olivat kuitenkin
selvasti sakkaisia, joten ensin oli suoritettava sentrifugoiminen, jotta kiintoaines saatiin las-
keutumaan ja tarvittava ndytemaara olisi sakatonta. Taman jalkeen naytteet haihdutettiin
typpikaasulla kuiviksi, jonka jalkeen lisattiin kuivattua pyridiinia seka silylointireagenssia.
Lopuksi naytteet kaytettiin ultradganihauteessa ja tasoravistelijassa seka suodatettiin kaasu-

kromatografin naytepulloihin esikasittelymenetelman mukaisesti.
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8 Tulokset ja niiden analysointi

Biokaasusydtenaytteistd saadut tulokset laskettiin kaavan 1 mukaisesti:

cy =[(c—co) *xV*LK] /m (1)
cH = naytteen hiilihydraatin pitoisuus (mg/kg ka)

¢ = standardisuorasta laskettu hiilihnydraatin pitoisuus naytteelle (ug/ml)

Co = standardisuorasta lasketun hiilihydraatin pitoisuus nollanaytteelle (ug/ml)

V = uuttoliuoksesta otettu naytetilavuus (2 ml)

LK = laimennoskerroin

m = punnittu naytemaara (g ka)

Tulokset on kirjattu taulukkoon 1. Nolla naytteen nimen perassa edustaa naytenollaa el
naytettd, joka on kaynyt entsymaattisen hydrolyysin ilman entsyymia. Numerot yksi, kaksi
ja kolme naytteen nimen perassa tarkoittava rinnakkaisnaytteitd. SP on lyhenne sahanpu-

rusta ja KL tarkoittaa koivunlehtea.

Arabinoosi | Ksyloosi | Glukuronihappo Mannoosi | Galaktoosi | Glukoosi

Nayte (mg/kg) (mg/kg) (mg/kg) (mg/kg) (mg/kg) (mg/kg)
SP0 48 h 0,156 0,172 0,11 2,28 5,78 0,0871
SP148h 0,0310 0,0579 2,73 67,0 0,985 2,26
SP2 48 h 0,0431 0,058 2,91 69,5 0,837 2,40
SP348 h 0,0047 0,0578 3,42 78,2 0,807 28,1
SPO72h 0,106 0,756 0,252 1,73 62,2 0,165
SP172h 0,0356 0,0327 2,48 63,1 0,819 2,21
SP272h 0,0328 0,0457 2,022 58,5 5,95 1,85
SP372h 0,0321 0,357 2,058 52,7 0,0773 1,53
KLO 48 h 28,8 60,3 471 109 149,0 179,0
KL1 48 h 5,07 9,04 12,02 70,2 2,13 1,65
KL2 48 h 0,331 0,843 17,4 46,1 1,93 0,0726
KL3 48 h 0,339 0,280 0,857 61,5 21,5 28,26
KLO 72 h 0,113 0,7 612 129 179,0 8,51
KL172h 3,42 5,99 9,49 34,9 0,959 0,840
KL2 72 h 3,21 6,40 3,036 39,9 1,93 1,44
KL3 72 h 2,36 5,46 1,62 54,7 6,13 0,568

Taulukko 1. Entsyymihydrolyysin avulla kasiteltyjen naytteiden tulokset
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Tuloksia tarkastellessa voidaan osassa rinnakkaisnaytteista havaita pienta heittelya. Tama
voi johtua esimerkiksi siita, ettd saatu nayte ei ole ollut homogeeninen tai, ettd entsymaat-
tinen hydrolyysi on estynyt. Naytteista saatavaa uuttoliuosta on ollut niukasti, joten on mah-
dollista, etta nayte ei ole ollut edustava. Lopputulokseen on voinut vaikuttaa myds se, etta
syotteisiin lisdtyn veden maarassa ja mitatun aineksen painossa on pienta heittelya. Syot-
teisiin mitatut vesimaarat ja punnitut naytemaarat, ennen naytteiden asettamista lampo-
kaappiin, on esitelty taulukossa 2. 48 tunnin naytteiden uuttoliuoksen maara on pienentynyt
naytteenoton vuoksi, jonka jalkeen naytteet laitettiin takaisin IAmpokaappiin. 72 tunnin nayt-
teiden vesimaaraa ei ole ilmoitettu, silla tarkka maara ei ole tiedossa. Kiintean naytteen
tasalaaduttomuus voi osaltaan aiheuttaa tuloksiin vaaristymia. Esimerkiksi sahanpuru voi

sisaltda monia eri puulajeja, joiden suhde voi vaihdella.

Naytteen Veden maara
Nayte maara (g) (g)
SP0 48 h 14,30 152,9
SP148 h 14,30 151,6
SP2 48 h 14,30 149
SP3 48 h 14,30 155
SPO72h 14,30 -
SP172h 14,30 -
SP2 72 h 14,30 -
SP372h 14,30 -
KLO 48 h 5,96 106,2
KL148 h 4,72 103,2
KL2 48 h 5,16 106,7
KL3 48 h 4,4 108,2
KLO 72 h 5,96 -
KL172 h 4,72 -
KL2 72 h 5,16 -
KL3 72 h 4,4 -

Taulukko 2. Veden ja naytteen punnitut maarat

Sahanpuruja sisaltavat naytteet sisalsivat tutkittuja hiilihydraatteja paasaantdisesti vahem-
man kuin koivun lehdet. Naytteissd mannoosia, glukuronihappoa ja glukoosia syntyi ent-
syymaattinen hydrolyysin tuloksena. Galaktoosin maara naytteissa vastaavasti vaheni ent-
symaattisessa hydrolyysissa, vaikka nollanaytteessa pitoisuus kasvoi, mitd kauemmin se
oli lAampdkaapissa. Muutamassa rinnakkaisessa naytteessa galaktoosi- ja glukoosipitoisuu-

det poikkeavat selkeasti muista naytteista, mika voi johtua naytteen heterogeenisuudesta.
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Ksyloosin ja arabinoosin maara ei merkittavasti muuttunut entsymaattisessa hydrolyysissa
ja niita l6ytyi tutkittavista naytteista niukasti. Sahanpuruja sisaltavan nollanaytteen ja yhden

rinnakkaisnaytteen kromatogrammit on esitelty liitteessa 1.

Koivunlehtia sisaltavissa naytteissa havaittiin kaikkia tutkittavia hiilihydraatteja. Nolla- ja rin-
nakkaisnaytteita, jotka ovat olleet 48 tuntia lampdkaapissa, vertailtaessa voi huomata, etta
hiilihydraattipitoisuudet laskevat entsyymien takia. Mannoosin, glukuronihapon ja galaktoo-
sin maara nollanaytteissa lisdantyi, mitd kauemmin nayte oli IAmpdkaapissa. Arabinoosin,
ksyloosin ja glukoosin maara nollanaytteissa tippui entsymaattisen hydrolyysin pidenty-
essad. Entsyymia sisaltdvien naytteiden hiilihydraattipitoisuuden paasaantodisesti laskivat,
mitd kauemmin naytteet olivat lampdkaapissa. Liitteessa 2 on kuvattuna koivunlehden nol-

landytteen ja yhden rinnakkaisnaytteen kromatogrammit.
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Sisdisen standardin pinta-alat naytteissa

Taulukossa 3 on lueteltu sisdisena standardina kaytetyn sorbitolin piikkien pinta-alat. Saa-
duissa kromatogrammeissa piikit olivat saturoituneet eli pitoisuudet ovat todellisuudessa
suuremmat. Tuloksista voidaan paatella, etta entsymaattisen hydrolyysin aikana sorbitolia
syntyy niin, ettd sisdisen standardin pitoisuutta naytteesta ei voida tunnistaa. Esimerkiksi
koivunlehtia sisaltavissa naytteissd on mahdollista, ettd glukoosi, galaktoosi ja mannoosi
muuntuvat entsymaattisessa hydrolyysissa sorbitoliksi. Toisaalta naytteiden voitiin havaita
sisdltavan itsessdan jo sorbitolia, kun verrataan laadunvalvontanaytteiden sorbitolipitoi-
suutta suhteessa naytteisiin. Sorbitoli ei ole soveltuva sisdiseksi standardiksi tassa tyossa

tutkittaville naytteille.

Ndyte |Sorbitoli

SP0 48 h 718 127
SP148 h 59 803 211
SP2 48 h 59 729 958
SP348 h 35817 096
SP0 72 h 703 654
SP172h 53 953 495
SP272h 37 191 893
SP372h 37 845 345
KLO 48 h 5934 227
KL148 h 43 138 534
KL2 48 h 41 800 166
KL3 48 h 40 608 979
KLO72 h 6 388 978
KL172h 36 665 269
KL2 72 h 42 544 054
KL3 72 h 37530172
Lv2 201 893
LV9 191 859

Taulukko 3. Tutkittujen naytteiden sorbitolipiikkien pinta-alat



Kalibrointistandardien ja laadunvarmistusnaytteiden pitoisuudet

Taulukkoon 4 on kirjattu kalibrointistandardeista saadut pitoisuudet seka prosentuaalinen
erotus jo tiedossa olevaan pitoisuuteen. GC/MS-laitteen kalibrointi tehtiin ndiden tulosten
perusteella. Laadunvarmistusnaytteilld tarkastettiin kalibrointisuoran toimivuus. Laadunval-
vonta naytteiden prosentuaalinen erotus tiedettdvaan pitoisuuteen on suotavaa olla kayte-
tylld kalibroinnilla £5-10 % (Jaarinen & Niiranen 2005, 38-39). Toisen laadunvarmistus-

naytteen kohdalla prosentuaalinen erotus ylittyi. Liitteessa 3 on yhden kalibrointistandardi-

seoksen kromatogrammi.

STD1 STD3 STD5 STD8 STD10 Lv2 LV9
Arabinoosi 870,642 | 2950,807 | 5159,536 | 8072,164 | 9890,195
Erotus (%) -12,94 -1,64 3,19 0,9 -1,1
Ksyloosi 1192,628 | 3027,909 | 5237,752 | 8111,072 | 9764,631
Erotus (%) 19,26 0,93 4,76 1,39 -2,35
Glukuronihappo | 1000,989 | 2806,58 | 5261,598 | 7709,546 | 10159,49
Erotus (%) 0,1 -6,45 5,23 -3,63 1,59
Mannoosi 826,822 | 2733,31|4960,895 |8311,664 |9867,546|2273,821 | 8286,841
Erotus (%) -17,32 -8,89 -0,78 3,9 -1,32 13,7 -7,92
Galaktoosi 786,741 | 2726,287 | 4949,51 | 8234,244 | 9941,29
Erotus (%) -21,33 -9,12 -1,01 2,93 -0,59
Glukoosi 956,458 | 2780,806 | 5444,306 | 8007,431 | 9842,014
Erotus (%) -4,35 -7,31 8,89 0,09 -1,58

Taulukko 4. Standardi- ja laadunvalvontanaytteiden pitoisuudet




Esikasittelyn kehittamisen tulokset

Esikasittelyn kehittamiseksi haluttiin selvittdad, voiko ultraganihauteen kayton korvata koe-
putkiravistelijalla (vortex). GC/MS-laitteen avulla saatiin yhdistepiikeille pinta-alat, joita ver-
tailtiin keskenaan. Taulukkoon 5 on kirjattu vertailtavien naytteiden eri yhdistepiikkien pinta-
alat. Taman perusteella voidaan todeta, ettd koeputkiravistelija ei riitd liuottamaan kuivu-

nutta naytettd naytepullojen seinamista, jonka vuoksi ultraganihauteen kayttd on perustel-

tua.

Nayte 1 Nayte 2

(vortex) (ultradanihaude)
Arabinoosi 10176879 15166396
Ksyloosi 2639449 4013737
Glukuronihappo 1674490 2233557
Mannoosi 4797683 7156446
Galaktoosi 2785139 4167073
Glukoosi 788971 1120863

Taulukko 5. Kahden vertailtavan naytteen hiilihydraattipiikkien pinta-alat

Hiilihydraattien pilkkoutuminen metanolyysilla haluttiin varmistaa mahdollisimman tehok-
kaaksi. Tama tehtiin pitdmalld kolmea samanlaista standardinaytettd eri ajan lampé-
kaapissa. Tuloksia vertailemalla saatiin selville aika, jonka jalkeen hiilihydraattien pilkkou-
tuminen selkeasti hidastuu. Taulukon 6 perusteella viiden tunnin [Ampdkaapissa oloaikaa

voidaan pitdd sopivana. Talléin useimpien sokerien pilkkoutuminen selkeasti hidastuu,

mutta muutoksia on viela havaittavissa.

3h 4h 5h
Sorbitoli 2960041 3038152 3370149
Arabinoosi 5410228 5834498 5867325
Ksyloosi 3386566 3526782 3550064
Glukuronihappo |1323862 1401892 1601269
Mannoosi 5711994 5773643 5820656
Galaktoosi 5665944 5979448 5986640
Glukoosi 5859860 6115294 6170506

Taulukko 6. Lampdkaappikasittelyn pituuden vaikutus pinta-aloihin
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9 Yhteenveto

Tyon tarkoituksena oli kehittaa toimiva esikasittelymenetelma, jonka avulla saatiin analysoi-
tua puupohjaisista naytesyétteista hiilihydraattipitoisuudet seuraavien sokerien osalta: ara-
binoosi, galaktoosi, glukuronihappo, glukoosi, ksyloosi ja mannoosi. Lisdksi tydhén kuului
GC/MS-laitteen kalibrointi, jotta esikasitellyistd naytteista saatiin tunnistettua hiilinydraatti-
piikit ja niiden pitoisuudet maariteltya. Kalibrointi tapahtui ulkoisen standardin menetelmalla.
Ty6ssa suoritettiin yksittaisten piikkien tunnistaminen, jonka avulla GC/MS-laite pystyi jat-
kossa tunnistamaan halutut hiilihydraatit automaattisesti. Tama tehtiin valmistamalla jokai-
sesta analysoitavasta hiilihydraatista oma nayte. Yksittaisten yhdisteiden tulosten perus-
teella standardiseoksen kromatogrammista tunnistettiin analysoitavat yhdisteet. Tunnista-
minen osoittautui tarpeelliseksi, silla yhdisteiden retentioajat ja massavaraukset olivat hyvin

samankaltaisia.

Menetelmankehityksen yhtena tavoitteena oli esikasittelyprosessin tehostaminen. Tehosta-
mista voitiin hyddyntaa esimerkiksi naytteiden kuivaksi haihduttamisessa. Alun perin haih-
dutuksessa kaytettiin pyoroéhaihdutinta. Se osoittautui paljon aikaa vievaksi, joten haihdu-
tuksessa siirryttiin kayttamaan typpikaasua. Talldin pystyttiin yhden naytteen sijasta haih-

duttamaan viitta samanaikaisesti.

Ty6ssa selvitettiin, mika olisi lyhin mahdollinen aika, minka tutkittavan naytteen tulisi olla
ldmpdokaapissa, jotta metanolyysin avulla tehty sokerien pilkkoutuminen olisi mahdollisim-
man hyva. Tama toteutettiin pitamalla jokaista standardindytetta ennalta maaratty aika lam-
pokaapissa. Sopiva aika l6ytyi kromatogrammien vertailun perusteella, kun piikkien pinta-
ala ei enaa merkittavasti kasvanut. Lisaksi tydssa selvitettiin, voiko ultradanihauteen kor-

vata koeputkiravistelijalla. Tulokset osoittivat, ettad ultradanihauteen kaytté on perusteltua.

Puupohjaisten sy6tenaytteiden analysoinnissa tuli ilmi, etta tydssa kaytettava sisainen stan-
dardi ei ole soveltuva tutkittaville naytteille. Naytteissa syntyy sorbitolia entsymaattisen hyd-
rolyysin aikana niin, ettd sisaisen standardin piikin maarittdminen piikkien paallekkaisyyk-
sien vuoksi on mahdotonta. Sisdisena standardina kaytettavan sorbitolin vaihtaminen myo-

inositoliin voisi ratkaista ongelman.

Biokaasutuotannon syotenaytteiden tuloksissa esiintyi joidenkin tuloksien osalta epajoh-
donmukaisuutta. Tama voi johtua esimerkiksi siita, etta nayte ei ole homogeeninen tai mi-
tattavan vesi- ja ndytemaaran vaihtelu naytteissa on vaikuttanut lopputulokseen. Toisaalta
kuivan syotenaytteen heterogeenisuus voi vaikuttaa lopputulokseen. Luotettavan lopputu-
loksen saamiseksi tulisi jatkossa punnittavaa kiinteaa naytetta ja lisattya uuttoliuosta olla

aina sama maara.
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Naytteenotto on osaltaan saattanut vaikuttaa tuloksiin. Naytteenotossa naytetta mitattiin 5
ml, josta sentrifugoimalla saatiin esikasittelya varten sakatonta naytetta. Jatkossa voisi olla
tarpeellista kokeilla, olisiko naytteenotossa aiheellista naytetta mitata 10 ml, jolloin nayte

saattaisi olla tasalaatuisempaa.

Tulosten perusteella hiilihydraattien tutkiminen metanolyysin avulla on toimiva menetelma
ja on sovellettavissa puupohjaisiin syotenaytteisiin. Tulosten luotettavuuden kannalta tulisi
mainitut kehityskohteet korjata, jolloin voitaisiin varmistua, onko niilld valia lopputuloksen
kannalta. GC/MS-laitteen uudelleen kalibrointi ja sisdisen standardin vaihtaminen lisaisi

myos tulosten luotettavuutta
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Liite 1. Sahanpurun nollandytteen ja yhden rinnakkaisnaytteen kromatogrammit

T
0.0

4

30.0

Ly M i

275

250

Lol

o
L
o
Wi
o
o
o
a
0
i
[=]
A ]
2 W
g -
™
SN A s us sy A R S " R i " i "R "R " A N
N 8 B 8 8 8 R B N8R BN B REEBE A& B R B H
ws w - . 2 - L] Lot ] L) " ™ 3] ™~ ™~ - - © (=] (=]



(000 000 0O LX

= T4

H0S°0

FEL'0

!
=
-




Liite 2. Koivun lehden nollanaytteen ja yhden rinnakkaisnaytteen kromatogrammit
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Liite 3. Standardiseoksen kromatogrammi
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