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Proteiineja, joiden tehtdvané on nopeuttaa kemiallista reaktiota.

Biologisia katalyyttej&

Yleinen sokerityyppi, rypalesokeri

Kasvien soluseindssa rakenneaineena oleva hiilihydraatti

Orgaanista anionia seké epéorgaanista kationia sisaltavé neste

3,5-dinitrosalisyylihappo, joka reagoi pelkistévien sokerien
kanssa muodostaen 3-amino-5-nitrosalisyyli happoa.

Reaktion tapahtumiseen vaadittava minimi energiamaara

15-50 aminohappotahteesta koostuva molekyyli

Polymerisaatioaste, jolla kuvataan monomeeriyksikdiden

lukumaaréd molekyylissa.
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1 JOHDANTO

Teknologian kehittymisen sekd Euroopan Unionin antamien direktiivien myo6ta erilaiset
biopohjaiset polttoaineet ovat nousseet ajankohtaisiksi puheenaiheiksi. EU:n asettaman
direktiivin  2009/28/EY mukaan vuoteen 2020 mennessd velvoitetaan jasenmaissa
kaytettdvan energian alkuperdn olevan 20-prosenttisesti bioenergiasta koostuva seké
vastaavasti liikennepolttoaineissa 10 prosentin luokkaa. Té&std uudistuksesta hyvana
esimerkkind on Suomen valtion tavoite saada liikennepolttoaineissa esiintyvan uusiutuvan
energian méaéraksi jopa 20 prosenttiosuutta vuoteen 2020 mennessé (EU:n direktiivi
2009/28/EY). Talla uudistuksella tavoitellaan merkittdvaa hiilidioksidipaéstojen
vahentamista. Liséksi valtiollisesti tarkasteltuna sen odotetaan olevan askeleen edellakavijén
roolissa liikenteestd aiheutuvien péastéjen minimoimisessa. Tasta syysta paatinkin tutkia,
miten entsyymeilld voidaan tuottaa biomassasta kdymiskelpoista sokeria ja siitd edelleen

bioetanolia.

Tat4 opinndytetyoté varten valitsin raaka-aineiksi sahoilta kertyvan, pienen partikkelikoon
sahanpurun sek& perunoiden késittelyssé syntyvan perunankuorimassan. Molempia aineita
yhdistavat niiden funktiot prosessissa, silla ne voidaan mieltad sivuvirraksi. Néin ollen
raaka-aine valintani on eettisestikin tarkasteltuna hyva, silla tutkin liséksi jatemateriaalien
kelpoisuutta uudelleenkierrdtykseen. Sahanpurumateriaalin kokeellista osuutta varten sain
Haapaveden Hasa Oy:lta ja perunankuorimassan Oulusta Luonnosta Oy:Ita.

Kokeellisessa osuudessa tutkin entsymaattista hydrolyysia prosessina erilaisilla
entsyymimaéarilla seka saatuja sokeripitoisuuksia UV/VI1S-spektrofotometrilld analysoituna.

Entsyymit ovat Novozymes- valmistajalta selluloosan etanolituotannon sarjasta.



2 BIOETANOLI - ASKEL TULEVAISUUTEEN

Fossiilisten energialédhteiden merkitys yhteiskunnassamme on vield hyvin suurta, mutta
katseemme ovat pikku hiljaa suuntautuneet yhd enemmén bioenergian puolelle. Maailmassa
jatkuvasti vahentyvat 6ljyvarat, kiristyvét uusiutumattomien polttoaineiden verotukset seka
kasvihuonekaasuilmi® ovat ajaneet tilanteeseen, jossa ainoana ratkaisuna on antaa isompaa
roolia uusiutuvien energialéhteiden puolelle. Nykyinen lansimaalainen elaméntyyli on hyvin
ison hiilijalanjéljen omaavaa, varsinkin harvaan asutussa, sek& huomattavassa fossiilisten

polttoaineiden kulutuksen maissa kuten Suomessa.

Norjan teknillis-luonnontieteellisen yliopiston tekeman tutkimuksen mukaan Suomi sijoittui
valitettavan korkealle sijalle Euroopan alueen hiilijalanjalkien mittauksessa tehdyssa
tutkimuksessa. Sen mukaan héntapaata hallitsivat pikkuruinen Kanariansaaret, kun taas
karkisijalle paatyi lounasrannikolla oleva Ahvenanmaa. Korkeaan sijoitukseen vaikuttavat
Suomen ilmaston vaatima suuri lammitykseen kéytettava sahkon tarve, polttoaineen kulutus
seké& asumisjérjestelyt. Suomessa asutaan suurissa asunnoissa, mutta kotitalouksissa ei
valttamatta ole montaa asujaa. (IOP Science 2018.) Erilaisten tutkimustulosten vuoksi
Suomi todennakdisesti haluaakin osoittaa kykenevansd olemaan aikansa edelldkavija
etanolipitoisissa liikennepolttoaineissa, ja nain ollen tavoitteena parantaa mainettaan
hiilidioksidipa&stojen osalta. Seuraavassa luvussa tarkastellaan, mit4 bioetanoli edustaa

uusiutuvan energian saralla.

2.1 Bioetanolin maaritelma

Bioetanolilla tarkoitetaan etanolia, jonka tuotanto perustuu mikrobiologiseen
fermentointiprosessiin.  Perinteiseen etanoliin verrattuna bioetanoli eroaa juurikin
uusiutuvien sokeri- seka tarkkelyspitoisten raaka-aineidensa vuoksi. Raaka-aineina
prosessissa kéytetd&n ohraa, riisid, perunaa, kauraa, maissia, sokeriruokoa seké
sokerijuurikasta. My0s erilaiset biomassat, kuten sahahake sek& biojdte soveltuvat hyvin
bioetanolin valmistukseen. Suurimmat litkennek&ayttoon tarkoitetun bioetanolin tuottajamaat
ovat Yhdysvallat sekd Brasilia, jotka hallitsevat yli 70 % maailman bioetanolin tuotannosta.
(Walker 2010, 9-32.)



Fysikaalisilta ominaisuuksiltaan etanolilla on suhteellisen alhainen kiehumispiste 78,5 °C
seké& matala jaatymispiste -117 °C. Etanolin leimahduspiste on 12,8 °C, jolla tarkoitetaan
alinta lampo6tilaa, missd NTP-olosuhteissa muodostuu nestepinnan péélle hyoryja
muodostaen yhdessé ilman kanssa palavan kaasuseoksen. (Walker 2010, 9-14.) NTP-
olosuhteilla tarkoitetaan normaalilampotilaa seka painetta, joita hyddynnetéan
fysikaaliskemiallisten  prosessien  mittauksessa ja  laskemisessa.  NIST-jarjeston
maadrittelemia vallitsevia olosuhteita ilmakehdssd normaalilampétilassa ovat 20 °C
(293,15K) ja ilmanpaine 1 atm (101 325 Pa) (Wright, Johnson % Moldover 2003.) Etanolin

alhaisen leimahduspisteen takia se vaatiikin huomiota logistiikan seka varastoinnin suhteen.

KUVIO 1. Etanolin kemiallinen koostumus

2.2 Bioetanolin kayttokohteet

Bioetanolin suurin kéyttokohde on seosaineena polttoaineissa, silla etanolilla on korkea
puristussuhde, joka tekee siitd hyddyllisen komponentin oktaanien riittdvyyden
takaamiseksi. Erilaisia maailmalla yleisesti kaytettavia seossuhteita ovat Yhdysvaltojen
E10-, Brasilian E70-E85 — sekd Euroopan E85- ja E100-polttoaineet. Etanolipitoisissa
polttoaineissa nimessd esiintyy E-kirjain ja tdmén jalkeen numeroina seoksen
etanolipitoisuus. (Walker, 2010, 10.) Suomessa on kaytdssa 95 E10-bensiini, joka sisaltaa
10 tilavuusprosenttia etanolia, seké& 90 prosenttia bensiinid. Brasiliassa autoista lahes 20 %
sekd osa pienlentokoneista pystyy hyodyntdmaan taysin uusiutuvaa E100-polttoainetta, joka

sopii niin flex fuel — kuin etanolikéyttoisille moottoreille (Walker 2010, 10).



Etanolilla on myds negatiivisia vaikutuksia moottorin suhteen tietyn pisteen ylittyessd, silla
lilan suuri etanolipitoisuus bensiinin seassa aiheuttaa kylmékaynnistysongelmia. Tama
voidaan selittda silla, ettd etanoli tarvitsee enemman lampo6a hoyrystyakseen kuin bensiini.
Nykyisella 10-tilavuusprosentin maaralla naitd kaynnistusongelmia ei vield huomaa, mutta
pitoisuuden kasvaessa vaatii moottori flex fuel-asennussarjaa. T&mén toimintaperiaattena on
laitteen automaattinen E85-polttoaineen madrén ruiskutus moottorin palotilaan. Laite
hyodyntééd etanolianturia ja ndin ollen pystyy toimimaan tdysin automaattisesti. Anturi
mittaa auton tankista etanolipitoisuutta ja séatelee kulutusta. E85-polttoaineen kulutus on
huomattavasti suurempaa verrattuna perinteiseen bensiinin, silla E85:n kulutus on noin 28

% suurempaa. (Eflexfuel 2018.).

KUVA 1. EflexFuel asennussarja (Eflexfuel 2018)

Talla hetkella E85-polttoaineen kdyttaminen ei ole taloudellisesti vield niin kannattavaa, silla
sen hinta suhteessa kulutukseen ei takaa merkittdvid taloudellisia saast6ja verrattuna
tavalliseen E10-polttoaineeseen. Mikali E85:n hinnoittelupolitiikka muuttuu I&hivuosina,
tulee myoés enemman flexfuel-autoja arkiseen kéyttéon, mika tarkoittaa myds suurta

hiilidioksidipaastdjen alenemaa.

2.3 Bioetanolin ymparistovaikutukset

Ympéristovaikutuksiltaan bioetanoli voidaan luokitella hyvin ekologiseksi, silld sen
tavoitteena on vahenta fossiilisten polttoaineiden aiheuttamaa kasvihuoneilmi6té.



Bioperaisilla energialéhteilld on kasvun aikana tapahtuvan fotosynteettisen toiminnan takia
merkittdva etu hiilidioksidipaastoissa, kun sitd verrataan fossiiliisiin polttoaineisiin.
Bioetanolilla voidaan syrjayttaa haitallisena hapettimena toimiva metyyli-tert-butyylieetteri
bensiinistd, sekéd vahentdd muodostuvia saastuttavia paastdja etanolin paremman palamisen
seurauksena. Lisdksi bensiinin myrkylliset komponentit, kuten bentseeni, voidaan korvata
bioetanolin kayttamiselld. (Walker 2010, 10.)

2.4 Bioetanolin tulevaisuus

Bioetanolilla on arvioitu olevan suuri merkitys lahitulevaisuudessa energian takaajana.
Yhdysvaltalaisen Energy Information Administationin (EIA) mukaan vuonna 2030 jopa 8.5
%:n osuus kaikesta energian kaytdsta on uusiutuvilla polttoaineilla. Maailmassa bioetanolin
ennustetaan korvaavan samana vuonna 20 % koko bensiinin kaytosta. (Walker, 2010, 106.)
Suomessa bioetanolin suosio on viime vuosina kasvanut huomattavasti, silla uutisistakin on
saanut lukea erilaisista tehdasprojekteista. Hyvana esimerkkina voidaan todeta mm. ST1:n
sekd SOK:n Pietarsaareen suunnitteilla oleva sahanpurua kayttava bioetanolitehdas (Yle
2017). Positiivista muutosta saattaa olla my6s luvassa Kemin kuntaan, silla Kaidi-yhtiolla
on suunnitteilla sinne suuren mittaluokan biopolttoainejalostamo Hanke on jo pitkalle
suunniteltuna, mutta EU:n byrokraattiset seikat koskien biodieselin raaka-aineita hidastavat
projektin etenemistd. Euroopan parlamentin késittelyssé on raportti, jonka mukaan muun
muassa idea biopolttoaineiden valmistuksesta hakepuusta, purusta sek& mantyoljysta tulisi
sulkea pois. (Maaseudun tulevaisuus 2017.)



3 LIGNOSELLULOOSA

Suomi on kansainvalisesti hyvin tunnettu mittavan kokoisista metsavarannoista.
Asianmukaisesti hoidettujen harvennushakkuiden sek& joustamattoman metsdnhoidon
avulla taataan erinomaiset raaka-aine puitteet vield seuraaville sukupolvillekin. Metsiemme
puut ovat arvokasta raaka-ainetta, joista erilaisilla prosesseilla saadaan niin huonekaluja kuin
paperia arkiseen eldmaan. Sahoilla tukkien kasittelyssd syntyvdd sahanpurua pyritaan

myymaan energian- ja lammaontuotantoon voimalaitoksille.

Ongelmia valitettavasti tulee vastaan taloudellisesti siind kohden, kun sahanpurulle ei ole
myonnetty hallitukselta samanlaista tukea kuin esimerkiksi sahahakkeelle. N&in ollen
kustannustehokkaakkamaksi ratkaisuksi jaa hakkeen kayttdminen energian tuotannossa, ja
sahanpuru jatetddn omaan arvoonsa. (Sahateollisuus 2016.) Sahanpurulle 16ytyy kuitenkin
oivallisia kayttokohteita, joista yhtd vaihtoehtoa tutkin tdssa projektissa. Jotta
ymmartaisimme  tarkemmin  lignoselluloosapohjaisen  sahanpurun  entsymaattista
hydrolyysi&, tulee meilld olla kasitys tdmén biomassan kemiallisesta puolesta. Seuraavissa

luvuissa tarkastellaan lignoselluloosan kolmea tarkeinta kemiallista yhdistetta.

3.1 Selluloosa

Selluloosa on hyvin tarkeéd puun komponentti teollisuuden kannalta. Sitd esiintyy kaikissa
puissa sek&d myos kasveissa. Selluloosan tehtdvand on toimia rakenneaineena soluseinéssé
sekd antaa kuiduille erinomaista vetolujuutta. Kemianteollisuudessa selluloosaa
hyodynnetddn mm. kemiallisena massana paperin valmistusprosessissa. Selluloosaa esiintyy

pohjoisen puulajeissa noin. 40 % kuiva-aineesta. (Isotalo 2004.)

Kemiallisesti tarkasteluna selluloosa on suoraviivaisen muodon omaava polymeeri.
Polymeerilla tarkoitetaan molekyylié, joka koostuu minimissédén 50 pienesta molekyylisté,
jotka ovat kemiallisin sidoksin kiinni toisissaan. Selluloosa koostuu glukoosiyksikdistd,

jotka muodostavat Van der Waalsin voiman avulla sek& yhdessé toiseen glukoosiyksikkdon



vetysidoksin kiinnittymé&lld sellobioosiyksikon. Glukoosiyksikot (CqHq00s) kytkeytyvat
toisiinsa B-1,4-glykosidisilla sidoksilla (Kuvio 2) niin, etté joka toinen yksikko on toiseensa
nahden kiertyneend 180 asteen kulmassa. Selluloosamolekyyli koostuu jopa 10 000
glukoosiyksikosta, ja tatd lukumaardd kuvataan termilla DP eli polymerisaatioasteella.
(Isotalo 2004.) Kuviossa 2 on esitettyna selluloosan kemiallinen koostumus, jossa nahdaéan

keskella sellobioosiyksikko.

KUVIO 2. Selluloosamolekyylin kemiallinen koostumus (Oregon State University)

3.2 Hemiselluloosa

Hemiselluloosa on toinen yleinen komponenttiryhma soluseinisséd mikrofibriellien valissa.
Hemiselluloosan tehtdvédnd on antaa kuiduille vahvuutta. Kemiallisesti katsottuna
hemiselluloosat ovat heteropolysakkarideja koostuen 5- seka 6-hiilisista sokereista.
Hemiselluloosa on rakenteeltaan amorfinen aine eli sen atomit ovat epaméardisessa
jarjestyksessa verrattaessa kiteiseen aineeseen, jossa atomit sekd molekyylit ovat selkedssa
muodossa. Hemiselluloosan DP on korkeimmillaan 200, eli huomattavasti alhaisempi
verrattuna selluloosan jopa 10 000 polymerisaatioasteeseen. Esiintyvyys puissa on 20-35 %
puuaineksen kuivapainosta. (Ek, Gellerstedt & Henriksson 2009, 102-106.)

Havupuihin kuuluva méanty koostuu hemiselluloosa-osioltaan galaktoglukomannaaneista
sekd arabinoglukuroniksylaaneista. Galaktoglukomannaaneissa paarunkona on 1-4
glykosidisin  sidoksin  muodostunut  glukomannaaniketju, johon on liittyneend
galaktoosiyksikkd. Arabinoglukuroniksylaanin padketju muodostuu 1-4 glykosidisin
sidoksin kinnittyneistd ksyloosiyksikoistd, johon on liittynyt 1-2 glykosidisin sidoksin
uronihappo- seka arabinoosiryhmid. (Ek, Gellerstedt & Henriksson 2009, 104-120.)



TAULUKKO 1. Hemiselluloosan monosakkaridiyksikoita (Eplantscience 2012)
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3.3 Ligniini

Ligniini on kolmas hyvin tarked komponentti puun rakenteessa. Ligniinid esiintyy puussa
valilamelleissa sekd sekund&ari-seinamissa. Havupuissa ligniini  on liittyneena
hemiselluloosaan kovalenttisin sidoksin. Ligniinin tehtdvdnda on estdd veden kulkua
soluseindmien laviste sekd sitoa vahvasti kuituja kiinni toisiinsa eli toimia ns. sidosaineena.
Sill& on paperiteollisuuden kannalta negatiivinen asema tuotantoprosessissa, sen selluloosaa
sek& hemiselluloosaa voimakkasti sitovan roolinsa vuoksi. Ndin ollen ligniinistd pyritaén

paasemaan eroon prosessissa mm. sellunkeitolla. (Tian, Fang, Smith, Wu & Liu 2016, 3-8.)

Kemiallisesti tarkasteltuna ligniini on haasteellinen yhdiste, joka rakentuu fenyylipropaani-
yksikoiden tekemistd polymeereistd. Né&itd yksikoita kutsutaan prekursoreiksi ja ne ovat

liittyneet toisiinsa suurimmaksi osin eetterisidoksin, mutta myoskin esteri- seka hiili-hiili-



sidoksin. Ligniinin rakenneyksikot voidaan luokitella kolmeen osaan, joita ovat p-
hydroksifenyyliryhma, syringyylirynma sek& guajasyyliryhmd. Havupuissa esiintyy
suurimmassa osin guajasyyli-ligniinid, jonka pitoisuus on noin 30 prosentin luokkaa.
Puulajikkeiden ligniineissa on eroavaisuuksia. Esimerkiksi kovaan puuhun kuuluvalla
vaahteralla ligniineissé esiintyy enemman metoksyyliryhmia kuin pehmeéaén luokitellulla
mannylla. Termokemiallisilla prosesseilla ndistd kovan puun ligniineistd saadaan tuotettua
enemman metanolia, fenolia sekd metaania. Kuitenkin pehmeiden puiden ligniineista
saadaan tuotettua pyrolyysin jalkeen enemmén kondensoituneita struktuureja verrattaen
kovaan puuluokkaan. (Tian, Fang, Smith, Wu & Liu 2016, 3-6.)
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4 PERUNANKUOREN JA SAHANPURUN RAKENTEET

Peruna on hyvin arkinen ruoka-aine monissa kotitalouksissa. Se siséltdékin paljon hyvia
terveellisid ravintoaineita sekd mineraaleja, joita kehomme tarvitsee. Useimmiten perunat
kuoritaan ennen syontid, jotta haitalliset partikkelit saadaan poistettua. Perunankuori
sisdltdadkin terveydelle haitallisia glykoalkaloideja, luonnon omia toksiineja, joiden
tarkoituksena on taistella tuholaisia vastaan ja toimia ndin ollen suoja-aineena.
Perunankuoressa glykoalkaleiden pitoisuus on jopa 60 % (Evira 2016). Kuorimisella
voidaankin merkittdvasti vaikuttaa syotavén toksiinin maaréan ja valttya yliméaardaisilta
vatsanpuruilta. Perunankuoret itsessadn paatyvat biojatteeksi seké esimerkiksi biokaasun
tuotantoon. Tassd opinnaytetydssa tutkin tarkkelyspitoisen kuoren soveltuvuutta sokerin
tuotantoon. Seuraavassa luvussa tarkastellaan perunankuoren sekéd sahanpurun kemiallista

osa-aluetta.

4.1 Perunankuoren kemiallinen koostumus

Perunankuori on tarkkelyspitoinen aines. Tarkkelyksella tarkoitetaan polysakkaridia eli
hiilihydraattia, joka sisdltdd mono-, di- sekd polysakkarideja. Kasvit tuottavat
hiilihydraatteja fotosynteesissd vedesta seka hiilidioksidista. Tarkkelystd tuottavat muun
muassa viljat sekd perunat. Kasvien tirkkelysmolekyylit muodostuvat a-D-glukoosi
monomeereistd, joita ovat amyloosi sekd amylopektiini. N&itd monomeereja voidaan kutsua

my0s glukaaneiksi. (Hernoux 2013, 25-29.)

Tarkkelyksen painosta noin 20-30 % on amyloosia seka loput amylopektiinia. Amyloosi on
padasiassa kiinnittynyt a-D-(1,4)-glykosidisin sidoksin, mutta pienissd osin mydskin
haaroittunut a- D-(1,6)-sidoksin. Amylopektiinin sidokset ovat samanlaisia, mutta joka 20-
25 glukosiyksikon vilein esiintyy haaroittumista o-1,6 sidoksista. Tarkkelyksessa esiintyy
amorfisia sekd Kkiteisid kerroksia amyloosin sekd amylopektiinin rakenteissa.
Koostumuksiltaan amyloosi ja amylopektiini eroavat selvésti. (Hernoux 2013, 29-30.)

Kuviossa 3 on esitettynd kummankin monomeerin kemialliset rakenteet.
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KUVIO 3. Amyloosin sekd amylopektiinin rakenteet (Hernoux 2013, 30)
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Perunan kuoressa esiintyy proteiineja, lipideja sekd mineraaleja hyvin pienissa maarin.

Perunankuori on hyvin fosfaattipitoinen, ja sillda onkin iso rooli fysikaalisissa seka

kemiallisissa ominaisuuksissa. Suurimmaksi osaksi perunatérkkelyksessé esiintyy fosfaatti

monoestereitd amorfisilla alueilla glukoosiyksikoissé.

molekyyleistda  sahkoisesti

hylkivia

ja

vaikuttavat

Fosfaattimonoesterit tekevat

mm.

veden

absorptioon.

Perunatarkkelykselld on taipumus sitoa vettd rakenteisiinsa ja aiheuttaa turpoamista.

(Hernoux 2013, 31-32.)

4.2 Sahanpurun kemiallinen koostumus

Sahanpurulla tarkoitetaan puumateriaalin sahauksessa syntyvéa pienen partikkelikoon

omaavaa sivutuotetta. Koostumukseltaan sahanpuru on padosin selluloosaa, jonka osuus on

noin 40-50 % luokkaa. Loppuosa muodostuu hemiselluloosasta, ligniinista seka erilaisista

orgaanisista uuteaineista. Sahanpurun koostumus vaihtelee hieman riippuen puulajikkeesta

muun muassa puumassan hemiselluloosan pitoisuuden osalta. Koostumus vaihtelee mydskin

lehtipuiden sek& havupuiden valilla, silld lehtipuissa esiintyy keskimaarin enemman

uuteaineita. (World Health Organization 2009.)
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5 ENTSYMAATTINEN HYDROLYYSI

Entsyymeilld on erityisen tarked rooli ympéroivassa maailmassa. Entsyymeja esiintyy
kaikkialla eloperdisissa lahteissd. Seuraavassa luvussa tarkastellaan entsyymien

toimintaperiaatetta seké erilaisten entsyymien spesifisida ominaisuuksia.

5.1 Entsyymit

Entsyymit ovat orgaanisia substansseja, joiden tehtdvand on mahdollistaa kemiallisten
reaktioiden tapahtuminen riittdvan nopeasti (Otavan Opisto 2015). Entsyymit voivat
nopeuttaa kemiallista reaktioita jopa 1000-1017-kertaisesti (UEF 2012). Naiden toiminta
perustuu siihen, ettd ne nopeuttavat reaktiota alentamalla vaadittavaa aktivaatioenergiaa.
Entsyymit mydskin  mahdollistavat kemiallisen reaktion tapahtumisen alemmassa
lampotilassa. Entsyymien erityisen hyvéna puolena on se, ettd ne eivat kulu reaktion aikana.

Taman takia entsyymimaarat reaktioissa ovat hyvin pienia. (Otavan Opisto 2015.)

Rakenteeltaan entsyymit ovat suurimmaksi osin polypeptidiketjuista muodostuneita
proteiineja, mutta mydskin RNA-molekyyleistd muodostuvia harvinaisia entsyymejé
tiedetd&n. Entsyymin perusrunkoa nimitetddn apoentsyymiksi, johon saattaa olla liittyneena
kofaktori-lisdosa kuten metalli-ioni. Kofaktoriosaa kutsutaan mydskin nimella koentsyymi.
Mikali runkoon on kiinnittyneend kofaktori-osa, silloin kokonaisuutta kutsutaan termilla

holoentsyymi. (Otavan Opisto 2015.)

Entsyymien rakenteen tarkeyden takia ne ovat erityisen spesifisid kohteena oleville aineille.
Yleisesti voidaan ajatella, ettd entsyymit toimivat lukko-avain periaatteella eli rungon
erityinen osa sopii yhteen reagoitavan aineen eli substraatin kanssa. Entsyymin seka
substraatin sopivuuteen vaikuttavat kemialliset tekijat, kuten rikki- ja vetysidosten paikat

seké aineen tai sen osan suhtautuminen veteen. Entsyymeille tarkeédtd on myos vallitseva
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lampotila sek& happamuus. VVdaranlaiset olosuhteet saattavat aiheuttaa denaturoitumista eli

hajoittaa entsyymin biologisen tehonsa. (Otavan Opisto 2015.)

substraatti

' 4

aktiivinen
keskus

= =

entsyymi

entsyymin ja substraatin entsyymi vapauttaa lopputuotteen
sitoutuminen

KUVIO 4. Entsyymin toiminta substraatin kanssa (Otavan Opisto 2015)

5.1.1 Sellulaasit

Sellulaasit ovat mm. sienistd, kasveista, bakteereista sekd alkueldimista tuotettuja
entsyymejd. Niiden tehtdvdnd on hydrolyisoida selluloosasssa esiintyvid f3-1,4
glykosidisidoksia. Sellulaasit voidaan luokitella niiden aminohappojarjestyksien seké
kiderakenteen mukaan eri alaluokkiin. Toiminnan mukaan sellulaasit jaetaan kolmeen
ryhmaan, joita ovat endoglukanaasit, sellobiohydrolaasit sekd B-glukosidaasit. Selluloosan
tehokas hydrolysoiminen glukoosiyksikoiksi vaatii yleensa sellulaasien yhdistelmaa, koska
jokaisella entsyymillda on omat roolinsa selluloosamolekyylin pilkkomisessa. (Zhang &
Zhang 2013.)

5.1.2 Amylaasit

Amylaasit ovat tarkkelyksen pilkkomiseen tarkoitettuja biokatalyyttej4. Niiden tehtdvana on
katkaista tarkkelyksessd esiintyvid a-1,4- ja a-1,6-sidoksia tuottaen oligosakkarideja seka
dekstriinid. Amylaasit voidaan jakaa kolmeen ryhmaién, joita ovat a-, B- sekd y-amylaasit.
Niistd yleisimpdnd entsyymind on a-amylaasi, koska sitd kéytetddn hyvin laajasti
teollisuuden puolella, mm. elintarvikkeiden tuotannossa. Hyvana esimerkkind voidaan

todeta glukoosisiirapin tuotanto maissitarkkelyksestd a-amylaasientsyymin avulla.
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Amylaasientsyymejé voidaan eristdd mikrobeista, kasveista tai elaimistad. Nykyaan on paljon
tutkittu mikrobiperdistd o-amylaasientsyymin tuotantoa, ja se olisi potentiaalisin
tuotantotapa vastaamaan alati kasvavaa kysyntdd. Mikrobiologisesti tuotettuna nadma
entsyymit kasvavat todella nopeaa seké tuottavat paremman tila-hyotysuhteen verrattuna
kasveista tai eldimista tuotettuhin entsyymeihin. Lisaksi mikrobeiden genetiikkaa pystytaan
modifioida mm. mutaatiolla, jotta saadaan tuotettua spesifisempid a-amylaasientsyymeja.
(Sundarram & Murthy 2014, 166-171.)

5.2 Entsyymien hydrolyysireaktio

Bioetanolin ja ns. platform-kemikaalien valmistukseen lignoselluloosapitoinen biomassa on
erityisen hyvd raaka-aine. Biomassan polymeerien hydrolysointi k&ymiskelpoisiksi
sokereiksi voidaan tehdd kahdella eri tavalla, joita ovat happohydrolyysi seké
entsymaattinen  hydrolyysi.  Vaikkakin  entsymaattinen  hydrolyysi  tarvitsee
esikasittelyvaiheen raaka-aineelle, se on sokerin saannon kannalta huomattavasti
tehokkaampi vaihtoehto néistd kahdesta. Lisdksi happohydrolyysissd ongelmana on
korroosiot seké laimeahappohydrolyysin kohdalla korkeat lampdétilavaatimukset selluloosan
konversion kannalta. Entsyymeiden haittapuolena voidaan todeta taloudelliset haasteet,
koska niiden eristdaminen ja puhdistaminen on viela suhteellisen kallista. (Verardi, De Bari,
Ricca & Calabro 2012, 95-105.)

Sellulaasientsyymien hydrolyysi on suhteellisen miedoissa olosuhteissa tapahtuva reaktio.
Suurimmat sellulaasientsyymiaktiivisuudet saavutetaan 45-55 °C:een lampdétiloissa pH:n
ollessa 4.5-5:n luokkaa. La&mpdotilan kontroilloimisessa on reaktion aikana suuri merkitys,
silla lahempénd 60 astetta entsyymiaktiivisuus vahenee jopa 60 %. Selluloosan
entsymaattisessa hydrolyysissa tapahtuu samanaikaisesti kolmea erilaista reaktiota, kun
kéaytossa on yleistd Trichoderma reesei-sienesté eristettya sellulaasia. Reaktiossa tapahtuu
muutosta  kemiallisesti  polymerisaatioasteeseen sekd fyysisten  ominaisuuksien
muokkaantumista. Lisaksi tapahtuu primééristd ja sekundaarista hydroolysid, joista
ensimmaisessa vaiheessa vapautuu liuenneita aineita ja toisessa vaiheessa aineiden
glukoosiksi muuntumista. (Verardi, De Bari, Ricca & Calabro 2012, 100-110.)
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6 IONINEN NESTE

loniset nesteet ovat orgaanisesta kationista sekd epdorgaanisesta anionista koostuva
orgaaninen suolasula alle 100 asteen lampdtilassa. loniset nesteet ovat oivallisia kemiallisia
liuottimia, koska ne ovat huoneenldmpdtilassa nesteméisessa olomuodossa. Niiden toiminta
perustuu hiilihydraattien liuottamiseen. Liukoisuutta voidaan tehostaa suuremmalla
anionipitoisuudella liuottimessa. Halidinesteet, esimerkiksi klooripohjaiset ovat erinomaisia
liuottimia, koska kloridianionit ovat voimakkaasti elektronegatiivisia ja kemialliselta
kooltaan suppeita. Kloridianionit soveltuvat hyvin selluloosan liuotukseen, mutta aiheuttavat
ympéristolle haittapaastoja, koska kloori itsessaén ei ole ekologisesti tarkasteluna kovinkaan
jarkeva vaihtoehto haitallisuuden vuoksi. (Holm 2013, 21-22.)

lonisten nesteiden tehokkaita ominaisuuksia ovat mm. niiden hyva terminen stabiilisuus,
ioninen konduktiivisyys, elektrokemiallinen vakaus seka varsin alhainen hoyrynpaine eli
haihtuvuutta ei ilmene. lonisia nesteitd voidaan muokata haluttua prosessia varten
muuttamalla anionin tai kationin rakennetta ja parantaa ndin ollen esimerkiksi
sulamispistetta sek& viskositeettia. Ominaisuuksiin pystytyddn vaikuttamaan kationin
alkyyliryhmien kautta. Nama mainitut asiat tekevét ioninista liuottimista erinomaisen

haastajan tyypillisemmin kéytetyille liuottimille. (Holm 2013, 22.)

Selluloosan esikasittely liuottamiseen oivalliseksi I0ydetty ioninen liuotin on [BMIM]CI.
Silla pystytéan liuottamaan niin ligniinid kuin polysakkarideja samaan aikaan. Esikasittelyn
jalkeen selluloosa voidaan regeneroida hemiselluloosasta seka ligniinistd lisaamalla
liuokseen vettd, koska vesi toimii vastaliuottajana reaktiossa. [BMIM]CI-liuos voidaan
valmistaa syntetisoimalla laboratoriossa. lonisten liuottimien teho selluloosan liuotuksessa
riippuu  liuotettavan  aineen  polymerisaatioasteesta,  kiteisyydestd, fysikaalisista
ominaisuuksista seka liuottimessa olevan veden epapuhtaisuuksista. (Holm 2013, 23.) Téssa
tyossé kaytan [BMIM]Cl-liuosta, koska sen tehokkuus on todettu hyvéksi

selluloosamateriaalin esikésittelyssa.
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7 SPEKTROFOTOMETRINEN ANALYTIKKA

Spektrofotometria on tarked kasite kemian alalla. Silla tarkoitetaan sellaista
mittausmenetelmad, jossa tunnistetaan erilaisia aineita liuoksessa, puhtauksia seka
pitoisuuksia optisia mittauslaitteita apuna kayttden. Yleisimpi laitteita, joita kdytetadn
mittausmenetelmiin, ovat UV/VIS-, -IR sekd AAS-spektrofotometrit. (Sciencing 2018.)

7.1 Spektrofotometria kayttokohteena

Spektrofotometriaa kaytetdan hyvinkin yleisesti kemian, biologian seké fysiikan erilaisten
kvantitatiivisten analyysien menetelména. Toimintaperiaate perustuu Lambert-Beerin lakiin.
Lain mukaan sdhkomagneettisen sateilyn absorboituminen riippuu absorvoivan aineen
maaréstd eksponentiaalisesti. Tatd lakia hyvaksi kayttden voidaan esimerkiksi selvittada
erilaisten variaineiden pitoisuuksia liuoksessa. Lambert Beerin laki voidaan esittaa

seuraavanlaisessa muodossa:

A =¢ebc

A = absorbanssi

€ = molaarinen absorptiokerroin (M-1, cm-1)

b = naytetilan optisen tien pituus (cm), yleensa 1,0 cm (kyvetti)

¢ = absorboivan aineen konsentraatio (M). (Vo n.d.)

Spektrofotometriset laitteet voidaan jakaa joko yksisateisiin taikka kaksisateisiin
mittauslaitteisiin. Yksisadelaitteen toiminta perustuu siihen, ettd yhden lukeman saamiseksi
on tehtéva kaksi eri mittausta. Kaksisédelaitteissa taas valolahteen muodostama sade jaetaan
rotatoivan sektoripeilin avulla referenssiliuoksen sekd nayteliuoksen kautta kulkeviksi
séteiksi. (Saarinen & Lajunen 2004, 195.)
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7.2 UV/IVIS-spektrofotometria

UV/VIS-spektofotometrian tehtdvané on mitata ndytteeseen saapuvan ja siité lapi kulkeneen
sateilyn voimakkuuden suhdetta sekd transmissiota jollakin maarétylla aallonpituudella.
Absorbanssi liittyy vahvasti tdhan, silla se kertoo transmission k&anteisluvun suhteen.
UV/VIS-spektofotometriaa kéytetddn monesti kemiassa metalli-ionien, konjugoituneiden
orgaanisten yhdisteiden seka biologisten makromolekyylien maarittdmisessa. (Lehtonen &
Sihvonen 2009, 216.)

UV/VIS-spektofotometreista 10ytyy kahta erilaista valonlahdettd; Ultraviolettivalolle ja
nakyvélle valolle. Nakyvan valon alueella kaytossd on volframi taikka volframi-
halogeenilamppu sekéd Uv-sateilyssa deteriumlamppu. Toiminta perustuu siihen, etté sateilyt
valo Kkeratddn sisd&nmenoraon lapi peilejd apuna kayttden kokoon sekd ohjataan
monokromaattorin hilalle. Ndyte siirretddn valonsateeseen kyveissd, joissa on identtiset
yhdensuuntaiset optiset pinnat. Hilalla on tdrked tehtdvé tdssd, silla sen toimintakyky

vaikuttaa laitteen aallonpituuksien erottelukykyyn. (Jaarinen & Niiranen 2005, 55-58.)

UV/VIS-spektofotometri ~ koostuu  valonl&hteestd, monokromaattorista,  kyvetista

(ndyteastia) seka valodetektorista. Kuviossa 4 on esitetty UV/VIS-toimintaperiaate.

W-lamppu

i

Mono- Kyvetti Detektori Tietokone
kromaattori

D,-lamppu

KUVIO 5. UV/VIS-spektofotometrin toimintaperiaate. (Lampiselkd, Mutanen, Myllyviita
& Pernaa 2016)
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8 KOKEELLINEN OSUUS

Ennen varsinaisen laboratoriokokeen aloittamista tehtadvénani oli suunnitella itse tydn
toteutus sek& projektiin vaadittava aikataulutus. Paatin toteuttaa laboratorio-osion
tammikuussa 2018, joten raaka-aineet koetta varten piti olla hyvissa ajoin hankittuna. Otin
marraskuun 2017 aikana yhteytta Haapaveden HaSa Oy:lle sekd Oulun Luonnosta Oy:lle.
Kummastakin firmasta yhteistoiminta raaka-aineiden suhteen meni erinomaisesti ja sain
tarvittavat nédytteet toimitettuna itselleni. Sahanpurun tutkimusta varten sain 18.12.2017,
joten ehdin hyvin kuivatella ndytettd kosteuspitoisuuden alentamiseksi. Sahanpurunéyte oli
méantypuun sahauksesta syntynyttd tuoretta tuotetta. Perunankuorimassan sain lahempéana
tutkimustyon aloitusta, koska tdma nédyte vaati kylmasailytyksen pysyékseen tuoreena.
Kuorimassan, joka koostui Annabella seka Columbia-perunalaaduista, sain itselleni

5.1.2018. Perunat kuorittiin ndytteen luovutuspdivané koneellisesti, josta kuva 2 kertoo.

KUVA 2. Kuoritut Annabelle- perunat

Tutkimuksessa kéytetyt entsyymit ovat Novozymes-valmistajan cellulosic ethanol enzyme
Kit- sarjasta. Valitsin teoriaosion pohjalta entsyymit NS22086, NS22118 sekda NS22035.
Tassa jarjestyksessa entsyymit olivat sellulaasikompleksi, Beta-glukosidaasi seké
glykoamylaasi, joita olen aiemmin teoriaosiossa tarkastellut. Lignoselluloosapohjaisen
materiaalin hydrolysoimisessa kéaytin NS22086-sellulaasikompleksia sekda NS22118- f -
glukosidaasia yhtaaikaisesti maksimoidakseni reaktion tehokkuuden. Perunankuorelle, joka
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on helposti hydrolysoitavissa, kdaytin NS22035-glykoamylaasia tuottaakseni tarkkelyksestéa
glukoosia.

KUVA 4. Kokeessa kaytetty laitteisto
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Seuraavana tyOvaiheena oli suunnitella, montako erilaista koetta tarkoituksena oli tehd&
seké millaisilla entsyymi- ja naytemaarilla. Tutkin internetistd Novozymesin sivuilta suuntaa
antavia entsyymimaarid, josta ilmeni, ettd vaadittu entsyymimadré riippuu hyvin paljon
suoritetusta  esikésittelystd, raaka-aine lahteestd sekd prosessiolosuhteista. L&ysin
internetista Forest Refine-projektin Powerpoint-esityksen, jossa oli hyvat sokerisaannot
saatu 50 pl sellulaasikompleksin sekd 6 pl B-glukosidaasin yhdistelmalla.

Padtin tehda sahanpurulle yhteensé neljé koetta, joista yhdessa kokeessa olisi ns. nollatulos.
Tama nollatulos tehtiin ilman mitd4n esikasittelyd lisaédmallad suoraan vain entsyymit
liuokseen. Loput kolme ndytetta tein valitsemillani entsyymimaéarilla ja esiké&sittelyvaiheen
kanssa. Kaikissa kokeissa kaytin samaa 50 mg:n ndyteméaardd. Mainitaan tassd vaiheessa

sahanpurunéytteille omat lyhennenimet ja niihin kaytetyt entsyymimaarét:

TAULUKKO 2. Sahanpurun naytteiden lyhenteet ja entsyymimaarét

NAYTE ENTSYYMI 1 ENTSYYMI 2

Sahanpurunéyte 0 ( Sp0) 50 pl NS22086 6 ul NS22118 B-
sellulaasikompleksia glukosidaasia

Sahanpurunéyte 1 ( Spl) 45 pl NS22086 4 ul NS22118 B-
sellulaasikompleksia glukosidaasia

Sahanpurunayte 2 ( Sp2) 50 pl NS22086 6 ul NS22118 -
sellulaasikompleksia glukosidaasia

Sahanpurunéyte 3 ( Sp3) 55 pl NS22086 7 ul NS22118 B-
sellulaasikompleksia glukosidaasia

TAULUKKO 3. Perunankuoren néytteiden lyhenteet seké& entsyymiméaéarat

NAYTE ENTSYYMI
Perunanayte 1 (Prl) 4 ul NS22035 glykoamylaasientsyymia
Perunanayte 2 (Pr2) 6 ul NS22035 glykoamylaasientsyymia
Perunanayte 3 (Pr3) 7 ul NS22035 glykoamylaasientsyymia
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Perunankuorimassalle  paatin  tehda  kolme erilaista  koetta  myoskin  eri
entsyymipitoisuuksilla.  N&iden hydrolyysissd  kaytin ~ mainitsemaani  NS22035-
glykoamylaasientsyymid Novozymesiltd. Noudatin hydrolyysin aikana valmistajan
ilmoittamia optimaalisia arvoja hydrolyysin suhteen, joita olivat 4,5 — 5,5 pH sek& 60 — 70
asteen lampotila. Glykoamylaasientsyymin optimaalinen toiminta tapahtuu korkeammassa
lampotilassa verrattuna sellulaasientyymeihin. Reaktioon vaadittavat entsyymiméarat ovat
hyvin pienid. Taulukossa 3 on esitettynd perunankuoren laboratoriokokeisiin kéytetyt

entsyymimaarat.

Padtettyani entsyymien maarat seuraavaksi tehtdavand oli selvittdd mitd ainetta kaytén
lignoselluloosapohjaisen sahanpurun esikasittelyyn. P&adyin valitsemaan [BMIM]CI-
liuoksen, koska sen tehokkuus esikésittelyssd on todettu hyvaksi. Kokkolan Centrian
biolaboratoriosta 10ytyi kolmea eri viskositeetilla olevaa [BMIM]CI-liuosta. Mité
vahemman kyseisessa liuoksessa on vettd mukana, sen tehokkaampaa se on esikasittelyn
kannalta. Kaikista juoksevin neste ei mielestani soveltunut vahvaan esikésittelyyn, ja jaykin
neste olisi aiheuttanut mittausongelmia. Paadyin keskimmaiseen vaihtoehtoon, joka oli
mydskin viskositeetiltaan sopivan jaykkéaa.

Viimeisena suunnitteluvaiheena mietin sopivaa analyysimenetelmaa seka ennalta tehtavia
toimenpiteitd. UV/VIS-spektrofotometria on téydellinen menettelytapa liuoksen
sokeripitoisuuden selvittdmiseen ja kyseinen laite 10ytyy Kokkolan Centrian
tutkimuslaboratoriosta. Ennen varsinaista analyysia naytteelle pitad tehdd DNS (3,5-

Dinitrosalisyylihappo) kasittely, jotta se olisi sopiva spektrofotometriaa varten.

8.1 Sahanpurun kokeet

Ensimmaisend vaiheenani oli valmistaa Sp0O-ndyte. Punnitsin laboratoriovaa’alla 50 mg
kuivattua sahanpurua. Pyrin valitsemaan néytteekseni mahdollisimman hienojakoista
sahanpurua, jottei mukaan tulisi pitempid kuitupalasia. Siirsin punnitut sahanpurut 50 ml
kaksikaulakolviin, joka oli kiinnitettynd jo statiiviin. Pipetoin mittapipetilla 10 ml tislattua

vettd kolviin sahanpurun sekaan ja lisésin magneetin sekoitusta varten. L&mp0dlevyssa oli
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samassa magneetisekoitus-ominaisuus. pH:n séatelyyn varasin 2M natriumhydroksidia seka
1M rikkihappoa. Kummatkin liuokset laimensin vastaamaan noin 0,2M sekda 0,1M liuosta,
jotta happamuuden séately onnistuisi helpommin eika suurempia pH:n hyppyja tapahtuisi.
Lammitin sahanpuru-vesiliuoksen 50 celsiusasteeseen ja saadin happamuuden 5-5,5 vélille.
Sekoitusnopeuden pidin noin 150 rpm. Annostelin 50 pl NS22086 sekd 6 pl NS22118-
entsyymié sekaan. Entsyymien lisdyksen kannalta oli kiinnitettdva huomiota siihen ettd
kummatkin lisatédan liuospinnan alapuolelle, jotta kontaminaatioriski pienisi.

KUVA 5. Tydympaéristo

Reaktion aikana lampdtila pysyi 50 celsiusasteen kohdalla ja pH oli noin 5. Entsymaattinen
reaktioaika oli 50 minuuttia, jonka toistin myodskin esikésitellyille sahanpuruille. Reaktion
jalkeen annoin liuoksen jadhtya 10 minuuttia ja poistin kolvista magneetin. Pipetoin 0-
néaytteeen 20 ml mittapulloon ja laitoin korkin kiinni.

Esikasittelyn suoritin kahdessa eri osassa. Ensimmaéisessd osassa testasin hiukan
pienemmalld erdlld, mitenkd kyseinen prosessivaihe onnistuu. Punnitsin laboratoriovaa’alla
50 mg sahanpurua ja siirsin ne 50 ml kaksikaulakolviin. Punnitsin ja&kaapista haettua
[BMIM]CI-liuosta 2,5 grammaa 10 ml mittalasiin. Lisasin punnitun [BMIM]CI-liuoksen
pyo6rokolviin sahanpurun sekaan. Tiputin sekaan magneetin ja sd&din sekoituksen 150 rpm.
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Lammitin seoksen o6ljyhauteessa 100 celsiusasteeseen ja pidin t&ssd lampotilassa 30
minuutin ajan. Kuumennuksen aikana lammitin 20 ml dekantterilasissa tislattua vettd, jotta
voisin tehda jalkeenpdin selluloosan saostamisen. Kun 30 minuuttia oli kuumennettu
sahanpuruseosta, pipetoin joukkoon 10 ml 76 asteista tislattua vettd. Veden lampdtilalla on
suuri merkitys tassé vaiheessa, koska muuten saostusreaktiota ei tapahdu tai tapahtuu
pienissd maarin. Annoin seoksen jaahtya 15 minuutin ajan jolloin selluloosan saostuminen
tapahtui. Toistin saman esikasittelyprosessin 150 mg maéaralle sahanpurua kolminkertaisilla
[BMIM]CI-liuoksen ja tislatun veden maarélla, jotta olisi hatdvaraa kaytdssa tarvittaessa.

KUVA 6. Sahanpuru esikasitelty [BMIM]CI-liuoksella

Viimeisend vaiheena ennen varsinaista entsymaattista hydrolyysia késitelty sahanpuru tuli
suodattaa ioninesteestd. Tassé vaiheessa oli tarkedtd pestd suodatettua ndytettd vahintadn
kolme kertaa tislatulla vedelld, jotta kaikki ioninen neste saatiin sahanpurun pinnalta
poistettua. Suodatusprosessi onnistui erinomaisesti. Kuvassa 6 on esitettynd suodatuksen

jalkeinen sahanpuru siirrettynéd punnitusalustalle.

Varsinaiset entsymaattiset hydrolyysireaktiot (Spl, Sp2 seka Sp3) suoritin samalla kaavalla,
kuin Sp0-naytteen valmistuksen. Ainoana muuttujana reaktion aikana oli kummakin
entsyymin maaréat. Jokaisessa kolmessa kokeessa oli punnittuna 50 mg [BMIM]CI-liuoksella
esikasiteltyd sahanpurua. Kuvassa 7 on esitettyna esikésitellyn sahanpurun entsymaattinen

hydrolyysireaktio kolvissa.



KUVA 7. Kolvissa tapahtuva entsymaattinen hydrolyysireaktio

KUVA 8. Hydrolyysin jalkeinen ndyteen suodatus
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8.2 Perunankuoren kokeet

Perunankuorimassan kokeet aloitin pienimmasta entsyymimadarastd, eli néytteestd yksi.
Punnitsin laboratoriovaa’alla tarkalleen 50 mg kylmaéstd otettua kuorimassaa. Siirsin
naytteen alustalta kaksikaulakolviin ja pipetoin sekaan 10 ml tislattua vettd. Tiputin sekaan
magneetin sekd s&adin sekoituksen 150 Kkierrokseen minuutissa. La&mmitin  kolvia
Oljyhauteessa 6065 celsiusasteeseen ja saadin pH:n viiteen muutamalla rikkihappotipalla.
Annostelin sekaan nestepinnan alapuolelle neljad mikrolitraa glykoamylaasientsyymia
NS22035. Reaktioajaksi valitsin 30 minuuttia jokaiselle perunandytteen kokeelle. Reaktion
jalkeen annoin kolvin ja&htyd noin 10 minuuttia ja siirsin ndytteen mittapipetilla 20 ml
mittapulloon. Tamén jalkeen toistin samat tydvaiheet Pr2- seka Pr3-naytteille, mutta

suuremmilla entsyymimaarilla.
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8.3 DNS-reagenssin valmistelu

Seuraavana tydvaiheena oli valmistaa hankituista kemikaaleista DNS-reagenssi UV/VIS-
spektrofotometriaa varten. Aloitin tyon lammittamalla tislattua vettd 250 ml
dekantterilasissa 50 asteiseksi. Kun vesi oli saavuttanut tdman lamp@tilan, pipetoin 125 ml
vettd mittapipetteja kayttamalla 250 ml:n  mittapulloon. Taman jalkeen punnitsin 45,5
kaliumnatriumtartraattia (C4sHsO¢KNa) seka tarkalleen 1,575 grammaa 3-5-
dinitrosalisyylihappoa tislatun veden sekaan. Lisasin vield mittapipetteja kéyttamalla 65,5
millilitraa 2M natriumhydroksidia seokseen. Tdssa vaiheessa taytyi odottaa, ettd kaikki
punnitut aineet olivat liuenneet taydellisesti, jotta pystyin jatkamaan. Liuoksen tasaannuttua
punnitsin joukkoon vield 1,25 grammaa fenolia (CeHsOH/PhOH) sek& saman madran
natriumsulfiittia (Na2SOs). Annoin liuoksen sekoittua vetokaapissa niin kauan, kunnes
havaittavissa oli tdysin homogeeninen liuos. Lopuksi pipetoin tislattua vettd 250 millilitran
merkkiin saakka ja DNS-reagenssi oli valmis.

KUVA 9. DNS-reagenssin valmistus
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8.4 UV/VIS-spektrometrin analyysi

Viimeisend tyovaiheena oli valmistella entsyymikasitellyt naytteet sopiviksi UV/VIS-
spektrofotometriaa varten. Ensimmaisend rakensin vesialtaat kuumennusta seké jaahdytysta
varten. Kuumavesialtaana toimi keittokattila, jossa oli kiehuvaa vettd. Kylmavesialtaana oli
myoskin kattila, johon mittasin kylmaé vettd sekd jadpaloja sekaan. Naytteiden valmistusta
varten tarvittiin koeputkia seka teline niille. Pipetoin jokaiseen koeputkeen omaa néytettdan
sekd DNS-reagenssia 200 pl:n verran. Koeputkiravistinta hyddyntden sekoitin jokaista
néytettd muutaman sekunnin ajan. Kun kaikki naytteet oli sekoitettu, siirsin ne telineeseen
ja kuumavesikattilaan. Kiehutin naytteita korkki kiinni 5 minuutin ajan jonka jalkeen nopea
jaahdytys kylmévesialtaassa. Jaadhdytyksen jalkeen pipetoin koeputkiin 2,6 ml tislattua vetta
ja sekoitin koeputkiravistimella. Nyt naytteet olivat valmiita analysoitavaksi UV/VIS-

spektrofotometrilla 540 nm:n aallonpituudella.

KUVA 10. Naytteet valmiina UV/VI1S-spektrofotometriaa varten
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9 TULOKSET JA NIIDEN TARKASTELU

Valmistetut néytteet analysoitiin ~ Shimadzun  UV-1800-laitteistolla 540 nm:n
aallonpituudella. Naytteet siirrettiin mittapulloista 3 ml:n muovisiin kyvetteihin optista
mittausta varten. Jokaisen kyvetin kylki puhdistettiin etanolin sek& liinan avulla ennen
mittausta, jotta mahdolliset virheet saataisiin minimoitua. Seuraavissa taulukoissa on

esitettynd UV/VIS-spektrofotometristd saadut pitoisuudet naytteille.

TAULUKKO 4. Sahanpurun tulokset

NAYTE PITOISUUS (mg/ml)
Spo 1,587
Spl 1,874
Sp2 2,951
Sp3 2,482

Taulukosta 4 nahdaén, ettd jokaisen sahanpurundytteen pitoisuus on erilainen. Suurimpaan
pitoisuuteen paastiin Sp2-néytteen avulla, jossa oli prosessi optimoitu parhaimman
sokeripitoisuuden saamiseksi. Esikasiteltyjen Sp1l- sekéd Sp3-néytteiden sokeripitoisuuksissa
oli huomattavasti eroa toisiinsa verrattuna. Varsinaisen 0-nadytteen sokeripitoisuus 1,587
mg/ml oli yllattdvan suuri ottaen huomioon, ettd télle naytteelle ei tehty muuta kuin

entsymaattinen hydrolyysi.

TAULUKKO 5. Perunankuoren tulokset

NAYTE PITOISUUS (mg/ml)
Prl 0,377
Pr2 0,475
Pr3 0,549

Taulukosta 5 nahdaan, ettd perunankuorindytteille suoritetut entsymaattiset hydrolyysit
tuottivat huomattavasti alhaisemmat sokeripitoisuudet verrattuna sahanpurunaytteisiin.
Pitoisuudet kasvoivat hyvin tasaisesti jokaisessa néytteessa, mistd kuvio 7 kertookin.
Perunankuorimassan  kosteuspitoisuus  oli  huomattavasti  korkeampi  verrattuna

sahanpurunéytteeseen, mikéa aiheutti alempaa sokerisaantoa.
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Sahanpurun naytteet

3,5

2,5

Pitoisuus (mg/ml)

1,5

Naytteen numero

KUVIO 6. Sokeripitoisuus sahanpurunaytteissa graafisesti esitettyna

Kuviosta 6 huomataan, ettd entsyymien maaran lisdéntyessé ei sokeripitoisuus liuoksessa
enaa kasva. Optimaalisin tulos saavutettiin Sp2-ndytteelld, joka oli esikésitelty [BMIM]CI-
liuoksella seka kaytetty 50 pl NS22086- ja 6 I NS22118- entsyymejé. Entsyymien maarén
kasvu johti suhteelliseen jyrkk&&n sokeripitoisuuden alenemaan. Naytteet Sp2 sekd Sp3
olivat pitoisuudeltaan niin korkeita, etta niit4 jouduttiin laimentamaan, jotta ne osuisivat
UV/VIS-spektrometrissa olevalle standardisuoralle. Laimennus suoritettiin tislatun veden

avulla.

Perunankuoren naytteet

0,8
0,7
0,6

0,5

Pitoisuus (mg/ml)

0,4

0,3
1 2 3

Naytteen numero

KUVIO 7. Sokeripitoisuus perunankuorindytteissa graafisesti esitettyna
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Kuviosta 7 huomataan, ettd perunankuorista mitattu sokeripitoisuus kasvoi tasaisesti
entsyymiméadran mukaan. Korkein pitoisuus liuoksessa mitattiin - 7ul  NS22035

glykoamylaasientsyymin annostelulla.

Saaduista tuloksista pystytddn laskemaan TRS-saanto seuraavalla kaavalla:

Sokerin paino

x 100

Sokerin saanto (%) = :
Sahanpurun paino

Esimerkkilasku Sp0-naytteelle:

(1,587%><10,056ml)
50m

Sokerin saanto (%) = x 100 = 31,9177%

Sp0:n mitattu sokeripitoisuus on 1,587 mg/ml. Pitoisuus kerrotaan alkuperaiselld naytteen
koolla, joka sisalsi 10 ml tislattua vettd, seka 50 pl NS22086 ja 6 pl NS22118. Tama tulos
jaetaan sahanpurun punnitulla painolla, joka oli tarkalleen 50 mg. Sp2-seké& Sp3- néyteiden
laskemisessa lisatddn jaettavan puolelle vield erilliset kertoimet laimennuksen takia.
Kertoimeksi tulee 3, silla ne sisélsivat 2 ml tislattua vetta sekd 1 ml ndytettd. Seuraavissa

taulukoissa on esitettyna lasketut TRS-pitoisuudet.

TAULUKKO 6. Sahanpurunéytteiden TRS-pitoisuus.

NAYTE TRS%
Spo 31,92
Spl 37,66
Sp2 93,40
Sp3 47,21

Taulukosta 6 huomataan, ettd lasketut TRS-pitoisuudet ovat samassa suhteessa
spektrofotometristd saatuihin pitoisuuksiin ndhden. Korkeimman TRS-pitoisuuden saavutti

Sp2-nayte, jolla oli mydskin UV/VIS-spektrometrin mukaan korkein sokeripitoisuus.
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Lasketut TRS-pitoisuudet voidaan olettaa suhteellisen tarkoiksi, silla kokeiden aikana ei
tapahtunut mittausvirheita.

TAULUKKO 7. Perunankuorindytteiden TRS-pitoisuus

NAYTE TRS%
Pri 7,54
Pr2 9,50
Pr3 10,98

Taulukosta 7 huomataan myaoskin, etta laskettujen TRS-pitoisuuksien lukemat ovat samassa
suhteessa analysoituihin pitoisuuksiin. Prosentuaalisesti naytteiden Prl ja Pr2 vélilla on
iIsompi ero verrattuna naytteiden Pr2 ja Pr3 valille.

Sahanpurundytteiden TRS-pitoisuudet ovat ennalta odotetuissa lukemissa. [BMIM]CI-
liuoksella esikasitellylld, sek& optimaalisella entsyymien annostuksella pé&astiin
kolminkertaiseen saantoon verrattuna 0-ndytteeseen, jolle ei esikasittelya tehty ollenkaan.
Tama korkein sokeripitoinen néyte olisi teoriassa voinut saavuttaa vielakin paremman
pitoisuuden, mutta erilaiset prosessiolosuhteisiin vaikuttavat tekijat saattoivat laskea
lopullista pitoisuutta, kuten esimerkiksi esikasittelyliuottimen epé&puhtaudet. 0-néytteen
pitoisuus ei ole huomattavasti pienempi verrattuna Spl- sekd Sp3- naytteisiin, joille
kuitenkin tehtiin esikasittelyvaihe. Syyna on varmasti entsyymien annostusmaard, silla tassa
Sp0-naytteessad kaytettiin kuitenkin optimaalista annostusta, verrattuna Spl:n alimittaiseen
sek& Sp3:n ylimitoiteltuun mé&ariin. Uskon, ettd Spl:n vertailu samoilla entsyymimaéarilla
tehtyyn esikasitteleméttomain 0-ndytteeseen olisi tuottanut paljon suuremman

sokeripitoisuuden erotuksen.

Perunankuorindytteissd  pitoisuudet olivat huomattavasti alhaisempia verrattuna
sahanpurunéytteisiin. T&mé oli tiedossa itsellani jo heti tutkimustyon aloitettuani, silla
perunankuorimassan kosteuspitoisuus oli aivan eri luokassa verrattuna sahanpuruun. Saadut
pitoisuudet ovat erityisen mielenkiintoisia, silla ne kasvavat tasaisesti entsyymimé&éaran
mukaan. Prosessiolosuhteet olivat identtisid kaikkien ndiden kolmen kokeiden aikana.
Tarkkelysmassan hydrolyysissd vaaditut entsyymimaarat olivat Novozymesin mukaan

hyvin pienid, joten valitsin sen mukaisesti tutkittavat maarat. Perunankuorindytteiden osalta
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olisi voinut tehda yhden ekstranaytteen tuplasti isommalla entsyymimaaralld, jotta olisi
saanut selvitettyd, tapahtuuko samanlainen pitoisuuden alenema kuin sahanpurulla.
Uskoisin, ettd kolme kertaa isommalla entsyymiméaaralla olisi saavutettu piste, jossa

sokeripitoisuus olisi kaantynyt jo takaisin laskuun.

Perunankuorimassalle olisi voinut myos tehdd oman esikésittelyvaiheen sokeripitoisuuksien
parantamiseksi. Spesifisen ionisen nesteen avulla sekd isommalla entsyymiannostelulla olisi
varmasti  paasty nelinkertaiseen  sokeripitoisuuteen verrattuna  Sp3-ndytteeseen.
Hydrolyysireaktioajan pidentamiselldkin olisi varmasti ollut lopulliseen sokeripitosuuteen
positiivisia vaikutuksia, sill& k&yttdmani 30 minuuttia oli itse paattdmani reaktioaika teorian
perusteella, silld entsymaattinen hydrolyysi on suhteellisen nopeasti tapahtuva ilmio.
Uskoisin ettd 60 minuutin reaktioajalla olisi saavutettu suurempia sokeripitoisuuksia

tutkittuun 30 minuutin aikaan verrattuna.



33

10 POHDINTA

Tutkimustyoni tuloksien perusteella saavutin ty0lle asetetut tavoitteet onnistuneesti.
Suurimpana tavoitteenani oli tuottaa sokeria saamistani sahanpurusta sek&
perunankuorimassasta. Liséksi tavoitteenani oli saada aikaiseksi sokeripitosuudeltaan
eriarvoisia, vertailukelpoisia nédytteitd. Naytteiden TRS-pitoisuudet erosivat huomattavasti
toisistaan, mik& oli vertailun kannalta oleellinen asia. Esikasittelyvaiheen merkitys
entsymaattisessa hydrolyysissa hahmottui myds, sill& prosessin optimaallisesti toteutettuna
saavutettiin loistavat sokeripitoisuudet. Tutkimustydn aikana oma ammatillinen osaaminen
kasvoi merkittavasti niin teoreettiselta kuin kdytdnnon puolelta. Erityisesti oma-aloitteisuus
sekd ajankdyton hallinta korostuivat tyota tehdessd, silld itse oli vastuussa projektin
edistymisestda aikataulussa. Sujuva ajankéyton hallinta yhdessd muiden asetettujen

tavoitteiden kanssa muodostivat onnistuneen tutkimustyon.

Entsymaattiselle hydrolyysille uskon l6ytyvén paljon kayttokohteita tulevaisuudessa, silla
teknologian kehittymisen my0td entsyymien hintoja on onnistuttu pudottamaan
huomattavasti. Liséksi sopivaa raaka-ainetta kyseiseen prosessiin 16ytyy maailmasta suuria
maarid. Eritoten hyotyjatteiden Kierratysprosessissa toivoisin entsyymien saavan isompaa
roolia, sill& ne voisivat olla yksi keino taistella kasvihuoneilmittd seka ilmastonmuutoksia
vastaan. Myos polttoaineiden tulevaisuuden kannalta talla prosessilla pystytdén vastaamaan
alati kasvavaan etanolin kysyntaan. Kuitenkin ekologisesti ajateltuna tydssd kayttamani
esikasittelyliuotin ei ole jarkevé vaihtoehto, silla se siséltda klooria joka on ympaéristolle
todella haitallista. Liuottimen puhdistuksen prosessin aikana tai puhtaamman ja samalla

spesifisemman ioninesteen avulla voitaisiin ympéristondkokulmat ottaa hyvin huomioon.

Tutkimuksessa kaytettyja erilaisia aineita mitattiin ja k&ytettiin hyvin pienid méaria.
Isommassa mittakaavassa tehdessé uskoisin saatujen tuloksien olevan ldhes samankaltaisia.
Prosessin aikana joutuisi kuitenkin kiinnittdméaan laajemmin huomiota mm. lammon
kontrollointiin. Mielestani olisi todella mielenkiintoista toteuttaa ty6 isommassa
mittakaavassa ja verrata saatuja sokeripitoisuuksia tahén tutkimustyéhon. Kiinnostavaa olisi
myaos tietdd, milld prosessilla Suomeenkin suunnitellut bioetanolitehtaat tulevat tuottamaan
raaka-aineesta varsinaista lopputuotetta. Entsymaattinen hydrolyysi ei liene taysin pois

suljettu lahestymistapa etanolin tuotantoprosessissa.
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