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1 JOHDANTO

Kuluttajamarkkinoilla on suuri kysyntd vahakalorisille ruuille ja juomille. N&ita tuotteita
voidaan valmistaa mm. korvaamalla makeuttimena perinteisesti kéytetty sakkaroosi
fruktoosilla joka on 73% makeampi ja sisaltdd vdhemman kaloreita kuin sakkaroosi. Koska
fruktoosi on makeampaa kuin sakkaroosi, sitd tarvitaan vahemmaén elintarvikkeissa saman
makeusasteen saavuttamiseksi. Glukoosi-fruktoosisiirappia valmistetaan maissista tai
sakkaroosista hydrolyysin avulla. Teollisuudessa glukoosi-fruktoosisiirapin fraktiointi tehdaan
kayttamalla jatkuvatoimista simuloitu liikkuva peti-prosessia (Simulated Moving Bed, SMB-

prosessi).

Tassa tyossa tutkitaan voidaanko kierratyskromatografiaa (Steady State Recycling , SSR-
prosessi) kéyttden fraktioida glukoosi-fruktoosisiirappia tehokkaasti. Fruktoosi erotetaan
glukoosista kayttaméalla erotusmateriaalina vahvoja kationinvaihtohartseja kalsium-muodossa.
TyoOssd tehtiin kirjallisuusselvitys, jonka perusteella valittiin sopiva erotusmateriaali ja
koeolosuhteet. Kokeellisessa osassa glukoosille ja fruktoosille madaritettiin adsorptioisotermit
Frontal analysis -menetelmalld. Kokeellisesti méaritettyihin isotermeihin sovitetut mallit
validoitiin ja SSR-prosessi suunniteltiin panoserotuskokeiden avulla. SSR-prosessia
mallinnettiin kayttden MATLAB-ohjelmaa.



2 GLUKOOSI-FRUKTOOSISIIRAPIN VALMISTUS

Glukoosi-fruktoosisiirappia voidaan valmistaa tarkkelyspitoisesta raaka-aineesta, kuten
maissista, riisistd ja vehnasta. Valmistusmenetelmida on kaksi: glukoosi-fruktoosisiirapin
valmistus maissista ja valmistus sakkaroosista hydrolyysin avulla. Tassa kappaleessa esitelldén

ndma menetelmat.
2.1 Valmistus maissitarkkelyksesta

Maissisiirappia (High Fructose Corn Syrup, HFCS, Kuva 1) valmistetaan maissin sisaltamésta
tarkkelyksestd pilkkomalla tarkkelysketjut glukoosiksi. Tarkkelys sekd maissin sisaltamét
proteiinit ja Oljyt erotetaan maissin jyvistd erilaisten yksikkoprosessien kuten haudutus ja
markdjauhaminen avulla. Maissitarkkelys kuten muutkin térkkelykset koostuvat toisiinsa
kiinnittyneistd glukoosiyksikoistd. Tarkkelys wvoi olla suoraketjuista amyloosia tai
haaroittunutta amylopektiinid, ja se koostuu noin 45 glukoosimolekyylin pituisista ketjuista
[1]. Tarkkelysketjujen pilkkominen glukoosiksi vaatii lamp6a ja suolahappoa seké kahta eri
entsyymid. Teollinen entsyymi a-amylaasi, jota tuotetaan Bacillus-suvun bakteereiden avulla,
hydrolysoi ~ maissitarkkelyksen  lyhyemmiksi  sokeriketjuiksi,  dekstriineiksi  ja
oligasakkarideiksi (pituus noin 5 glukoosimolekyylid). Néama pilkotaan edelleen
glukoamylaasin, jota valmistetaan muun muassa  Aspergillus-sienestd, avulla
glukoosimolekyyleiksi. Saatua tuotetta kutsutaan glukoosisiirapiksi. Glukoosisiirapin
siséltdmé glukoosi voidaan muuttaa fruktoosiksi glukoosi-isomeraasin avulla [2].

a-amylaasi ja glukoosiamylaasi lisdtdan suoraan prosessilietteeseen, mutta kalliimpaa
glukoosi-isomeraasia kéaytetddn kiinteaan kantajafaasiin sidottuna kiintopetireaktorissa, jonka
lapi glukoosisiirappi johdetaan,. Siind missd a-amylaasia ja glukoamylaasia kaytetaan kerran,
glukoosi-isomeraasia kaytetddn niin kauan kuin entsyymi séilyy aktiivisessa muodossa. [2]

Entsymaattisessa glukoosin isomeroinnissa saadaan tuoteseos, jossa on 42 % fruktoosia ja
58 % glukoosia. Tastd seoksesta kaytetdan lyhennettd HFCS-42. Entsymaattisesti tuotetun
maissisiirapin fruktoosipitoisuutta voidaan kasvattaa erottamalla glukoosi ja fruktoosi
toisistaan kromatografisesti jatkuvatoimisella simuloitu liikkuva peti -prosessilla (Simulated
Moving Bed, SMB). Talloin saadaan siirappia, jossa on 90 % fruktoosia (HFCS-90).
Sekoittamalla oikealla suhteella 42 % ja 90 % fruktoosia sisaltavid siirappijakeita saadaan

valmistettua kaupallista 55 % fruktoosia siséltdvad maissisiirappia (HFCS-55). [2]



HFCS-42:ta kéytetddn ruokien makeutusaineena esimerkiksi sailykkeissd, kastikkeissa ja
keitoissa, koska sen heikohko makeus ei vaikuta ruuan luonnolliseen makuun. HFCS-55:tta
puolestaan k&ytetddn makeutusaineena virvoitusjuomissa ja mehuissa, koska korkean
fruktoosipitoisuuden takia se on makeampaa kuin sakkaroosi. HFCS-90:t4 kéytetdédn

ainoastaan HFCS-55:n valmistukseen. [2]
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Kuva 1. Maissisiirapin (glukoosisiirapin) valmistusprosessi. [2]

2.2 Valmistus sakkaroosista

Sakkaroosi eli ruokosokeri on disakkaridi, joka koostuu glukoosi- ja fruktoosiosasista. Sitéd
saadaan sokeriruo’osta ja sokerijuurikkaasta. Sakkaroosi voidaan hajottaa glukoosiksi ja
fruktoosiksi hydrolyysireaktiolla, jossa glukoosi- ja fruktoosimolekyylien véliset sidokset
pilkotaan 1&mmon tai happo- tai entsyymikatalyytin avulla. Happokatalysoitu hydrolyysi
suoritetaan happamissa olosuhteissa, koska reaktio etenee nopeammin matalassa pH:ssa.

Lampéotilan nostaminen myos kiihdyttéé reaktiota.

Entsyymikatalysoidussa reaktiossa kiytetddan p-fruktofuranosidaasi- eli invertaasientsyymia

katalysoimaan sakkaroosin hydrolyysia, jossa sakkaroosi sitoutuu invertaasin N-terminaaliin,



missa katalyyttisesti aktiiviset aminohapot sijaisevat. Tarkeimméat aminohapot ovat aspartaatti-
ionimuodossa oleva asparagiinihappo ja glutamiinihappo. Aspartaatti-ioni reagoi
fruktoosirenkaan C2-asemaan ja glutamiinihappo luovuttaa protonin fruktoosin ja glukoosin
vélisen glykosidisen sidoksen happiatomille. Tdma seurauksena glukoosin ja fruktoosin
valinen sidos katkeaa ja glukoosi molekyyli irtoaa entsyymistd. Vesi hajottaa fruktoosin ja
asparagiinihapon valisen kovalenttisen sidoksen, jolloin fruktoosi vapautuu entsyymista.
Entsyymin optimilampétila on 60 °C ja optimi-pH 4,5. Teolliseen k&yttdon invertaasi
entsyymid valmistetaan leivinhiivasta. [3,4] Hydrolyysi tuottaa glukoosia ja fruktoosia
suhteella 1:1 ja ne voidaan erottaa toisistaan kromatografisesti. Inverttisokerisiirappeja

kaytetddn hunajassa, hilloissa ja sikareiden kuorissa lisadmaan makua [5].



3 KROMATOGRAFINEN EROTUS

Kromatografia on kemiallisten yhdisteiden erottamis- ja analysointimenetelm4, jossa kaasu- tai
nestevirtauksen mukana jonkin erotusmateriaalin lapi kulkevan seoksen komponentit erottuvat
toisistaan kapeina vyohykkeind. Tutkittava yhdiste jakautuu kahden faasin valille. Naist&
faaseista toinen pysyy paikallaan (stationdérifaasi) ja toinen liikkuu (liikkkuva faasi) maérattyyn
suuntaan. Liikkuvana faasina voi toimia neste tai kaasu, joka kulkee kiintedn tai nestemaéisen
stationddrifaasin lapi. Liikkuvassa faasissa oleva yhdiste rikastuu stationdarifaasiin, kunnes
puhdas liuotin syrjayttdd yhdisteen ja ndin ollen vapauttaa sen liikkuvaan faasiin. Jokaisella
yhdisteelld on erilainen liikkumisnopeus stationaarifaasin lapi ja tastd johtuen eri yhdisteet

erottuvat toisistaan.
3.1 Nestekromatografia

Nestekromatografiassa yhdisteiden erottuminen toisistaan perustuu niiden ja Kiintedn
erotusmateriaalin (adsorbentti) vélisiin vuorovaikutuksiin. Yksinkertaisessa yhden kolonnin
nestekromatografialaitteistossa (Kuva 2) tarkoitukseen sopivalla erotusmateriaalilla taytetyn
kolonnin lapi syotetdan jatkuvana virtana liikkuva faasi (eluentti), jonka sekaan erotettavaa

seosta syotetdan tietyin véliajoin. [6]

Kulkeutuessaan kolonnin l&pi eri yhdisteet vuorovaikuttavat eri tavoin kolonniin pakatun
erotusmateriaalin  kanssa. Ne yhdisteet joilla on voimakkaita vuorovaikutuksia
erotusmateriaalin kanssa kulkeutuvat kolonnin Iapi hitaammin kuin ne joilla on heikompia
vuorovaikutuksia (Kuva 2). N&in ollen yhdisteet erottuvat toisistaan ja ne voidaan keratd omiin

fraktioihinsa kolonnin ulostulossa. [6]

Nestekromatografiassa eluentteina kéytetddn yleensd vettd, jotain orgaanista liuotinta tai
néiden seosta riippuen sekéd erotusmateriaalin ettd erotettavien yhdisteiden ominaisuuksista.
Nestekromatografiassa kéytettyjd erotusmateriaaleja on lukuisia mm. silikageeli, zeoliitit,
aktiivihiili ja ioninvaihtohartsit. Yhteista néille materiaaleille on se, ettd ne ovat erittdin

huokoisia, jolloin niill4 on erittdin suuri pinta-ala yhdisteiden adsorboitumista varten. [6,7]

Kromatografia voidaan jakaa analyyttiseen ja preparatiiviseen kromatografiaan. Analyyttisen
kromatografian tavoitteena on erottaa yhdisteitd toisistaan siten, ettd yhdisteet voidaan

tunnistaa ja niiden pitoisuudet maarittdd. Kolonniin syotettavat ndyteméarat ja yhdisteiden
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pitoisuudet ovat pienié ja tasta johtuen erotettavan seoksen yhdisteilla ei ole vuorovaikutuksia

keskenaéan. [7]

Preparatiivisessa kromatografiassa on yleensa tarkoituksena erottaa ja puhdistaa erilaisissa
seoksissa olevia yhdisteitd niiden jatkokésittelyd varten. Toisin kuin analyyttisessa
kromatografiassa, preparatiivisessa kromatografiassa kasiteltavat liuosméaarat ja yhdisteiden
konsentraatiot ovat suuria. Tasta johtuen yhdisteiden valilla esiintyy usein vuorovaikutuksia,
jotka voivat hankaloittaa yhdisteiden erottumista. Preparatiivista kromatografiaa sovelletaan

mm. ladketeollisuudessa, sokeri- ja makeutusaineteollisuudessa sek& petrokemiassa. [7]

Liikkuva faasi Bl ; Kolonni
" Stationaarifaasi
Liikkuvan faasin | /
virtaussuunta (

Kuva 2. Nestekromatografian toimintaperiaatte. [8]

3.2 loninvaihtohartsit

Nestekromatografiassa voidaan kéyttda useita erilaisia materiaaleja adsorbentteina. Muun
muassa sokeriteollisuudessa glukoosin ja fruktoosinerotuksessa kéytetddn adsorbentteina
vahvoja kationinvaihtohartseja kalsium-ionimuodossa. loninvaihtohartsit ovat kiinteit4
polyelektrolyyttej&, jotka sisaltavat kiinteitd negatiivisesti tai positiivisesti varautuneita ryhmia
(funktionaaliset ryhmat). Naihin ryhmiin on kiinnittyneind vastakkaisen varauksen omaavia
ioneja, jotka toimivat vaihtuvina ioneina. loninvaihtohartsit jaetaan kahteen ryhméan, kationin-

tai anioninvaihtohartseihin. Kationinvaihtohartseissa yleisimmat funktionaaliset ryhmat ovat
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negatiivisesti  varautuneet  sulfonihapporyhméat  (vahvat kationinvaihtohartsit) ja
karboksyylihapporyhmat (heikot kationinvaihtohartsit). Vastaioneina toimivat kationit.
Anioninvaihtohartseissa vastaavasti positiivisesti varautuneina funktionaalisena ryhmina on
yleisimmin sekundadrisia ja tetriddrisia amiineja (heikot anioninvaihtohartsit) seka
kvaternédarisia ammoniumsuoloja (vahvat anioninvaihtohartsit). Vaihtuvina ioneina ovat tassa

tapauksessa anionit [9].

Yleisimmin k&ytetyt ioninvaihtohartsit ovat polystyreeni—divinyylibentseenirunkoisia (PS—
DVB). Néita valmistetaan polymeroimalla styreenia ja divinyylibentseenia (Kuva 3, reaktio
A). Polymeroinnin tuloksena syntyy huokoinen kolmiulotteinen séleikkd, jonka l&pi ionit ja

muut molekyylit voivat liikkua diffuusion avulla. [9]

Vahvojen kationinvaihtohartsien tapauksessa valmistettuihin PS-DVB-runkoihin voidaan
liittdd sulfonihapporyhmié. Tamé tapahtuu kun annetaan kloorisulfonihapon ja hartsin reagoida
keskenaan, jolloin sulfonihapporyhma kiinnittyy hartsin rungon bentseenirenkaisiin (Kuva 3,
reaktio B).

Heikkoja kationinvaihtohartseja (funktionaalinen ryhma on karboksyylihapporyhm4, -COOH)
valmistetaan divinyylibentseenin ja metakrylaattihapon polymeroinnilla (Kuva 3, reaktio E).
Anioninvaihtohartseja puolestaan valmistetaan esimerkiksi ensin klorometyloimalla PS-DVB-

matriisi ja sen jalkeen ké&sittelemalla se halutulla amiinilla (Kuva 3, reaktiot C ja D ). [9]
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CH;,
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HatH ch oo
C=C, ==
o E
CH=CH, - H~CH,
Methacrylic acid HO.C _él _CH,
Weak acid type
Kuva 3. PS-DVB-runkoisten ioninvaihtohartsien  runkojen  valmistaminen ja

funktionaalisten ryhmien lisdédminen PS—DVB-runkohin. Anioninvaihtohartsien
runkoa on muokattu kloorimetyylilla. A = Styreenin ja divinyylibentseenin
polymerointi. B = vahvojen kationinvaihtohartsien valmistus; C = vahvojen
anioninvaihtohartsien valmistus; D = heikkojen anioninvaihtohartsien valmistus;
E = heikkojen kationinvaihtohartsien valmistus. [10]

3.3 Ligandienvaihtokromatografia

Glukoosin ja fruktoosin, kuten my6s muiden sokereiden, kromatografinen erotus perustuu niin
kutsuttuun  ligandinvaihtokromatografiaan.  Ligandinvaihtokromatografiassa  kaytetdan
adsorbentteina kationinvaihtohartseja, jotka sisaltavat kompleksinmuodostukseen pystyvia
kationeja kuten Ca?", Cu?*, Ni** ja Ag*. Téllaisia kationeja sisaltavia ioninvaihtohartseja
voidaan kayttaa erittdin selektiivisinad adsorbentteina sellaisille molekyyleille ja anionille, jotka
voivat muodostaa komplekseja ndiden metalli-ionien kanssa. Potentiaalisia ligandeja ovat
muun muassa hydroksidiryhmié sisaltavat yhdisteet, ammoniakki, alifaattiset amiinit ja
aminohapot. Ligandinvaihtokromatografiassa ei tehdd ioninvaihtoa vaan hartsit toimivat

ainoastaan kiinteind kantajina metalli-ioneille, jotka toimivat kompleksinmuodostajina. [11]

Ligandinvaihtokromatografiassa hartsia ympardivan liuoksen sisaltdmat ligandimolekyylit

korvaavat liuotinmolekyylit hartsin sisdltdamien metalli-ionien solvataatiokuoressa tai
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korvaavat muita ligandeja aiemmin muodostuneissa komplekseissa. Alla esitetettynd
tyypillisida ligandinvaihtoreaktioita, jossa R on kationinvaihtajan funktionaalinenryhma.
Reaktiossa (1) ammoniakki muodostaa kompleksin kationin vaihtajan Cu?*-ionin kanssa

korvaten vesimolekyylit ja reaktiossa (2) ammoniakki vaihtuu etyleenidiaaminiin:
(R)2[Cu(H20) 2" ] + 4NH3 = (R)2[Cu(NHs) 3" ] + 4H.0, 1)
(R)2[Cu(NHsz) 3" ] + 2NH2C2HaNH2 = (R)2[Cu(NH2CoHaNH2) 57 ] + 4NHs, (2)

3.4 Ligandien adsorptio

Ligandinvaihtokromatografiassa kaytetyt adsobentit (metalli-ionimuotoiset
kationinvaihtohartsit) yhdistavat korkean adsorptiokyvyn ja korkean selektiivisyyden
ligandille. Esimerkiksi PS-DVB-tyyppisen kationinvaihtohartsin ioninvaihtokapasiteetti on
5 mekv/g kuivaa hartsia H*-muodossa, kun taas Ni?*-muodossa ioninvaihtokapasiteetti on
2 mekv/g kuivaa hartsia. Ni?* on kuitenkin heksavalentti-ioni ja nidin ollen sen
ligandinvaihtokapasiteetti on 12 mmol/g kuivaa hartsia yhden kompleksin muodostukseen
osallistuvan ryhmén (monodentaatti) siséltaville ligandeille, kuten ammoniakki, joka miehittéa
yhden nikkelin koordinaatiovalensseista. Kaksi kompleksin muodostukseen osallistuvaa
ryhmad (bidentaatti) sisaltaville ligandeille, jotka vievit kaksi koordinaatiovalenssia, Ni%*:n
ligandinvaihtokapasiteetti on noin 6 mmol/g. ”Vapaat” ligandit eli ligandit joilla on vapaita
koordinaatiovalenssipaikkoja, voivat adsorboitua ylim&arin verrattuna niihin, jotka ovat

muodostaneet kompleksin metalli-ionin kanssa. [11]

Hartsien selektiivisyys tietyille ligandeille riippuu muodostuvien kompleksien vahvuudesta:
mit& vahvempi kompleksi on sitd suurempi on selektiivisyys. loninvaihtaja suosii ligandia,
jolla on voimakas taipumus muodostaa komplekseja metalli-ionin kanssa. Liséksi
selektiivisyys on suuri jo hyvin pienissa liuoksen ligandipitoisuuksissa. Ligandien
adsorptioisotermit poikkeavat tavanomaisten yhdisteiden isotermeistd siing, ettd ligandien
adsorption laimeista liuoksista on huomattavasti voimakkaampaa, mutta erotusmateriaali
myaos saturoituu ligandien tapauksessa alhaisemmassa konsentraatiossa. Voimakasta ja hyvin
selektiivistd ligandien adsorptiota laimeista liuoksista voidaan kayttdd hyvaksi ligandien
erottamiseen yhdisteistd, jotka eivat pysty muodostamaan komplekseja metalli-ionien kanssa.
[11]
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Ligandinvaihto liuosten ja kompleksisia metalli-ioneja sisaltdvien ionin vaihtajien kanssa on
analoginen normaalin ioninvaihdon kanssa. Ligandinvaihto kuten ioninvaihto on
stoikiometrinen prosessi. Ligandinvaihtotasapaino voidaan méaaritell4
ligandinvaihtoisotermilld ja -erotustekijoilla samalla lailla kuin normaalin ioninvaihdon
isotermit ja erotustekijat. Yksi ligandinvaihdon parhaista puolista on, etta siind on erittdin suuri

selektiivisyys. [11]
3.4.1 Liuoksessa olevien ionien vaikutus

Ligandinvaihdossa ioninvaihtoa liuoksen sisaltdmien kationien ja hartsissa olevien kompleksin
muodostukseen osallistuvien kationien vélilla tulee valttaa. Kéytannon sovelluksissa tdmé on
kuitenkin usein mahdotonta ja ioninvaihdon seurauksena hartsin ligandinvaihtokapasiteetti ja
-selektiivisyys laskevat. Lisdksi ulkopuoliseen liuokseen siirtyneet syrjaytetyt metalli-ionit
haittaavat ligandien adsorptiota ja ligandinvaihdon selektiivisyyttd muodostamalla

komplekseja ligandien kanssa liuosfaasissa. [11]

Metalli-ionien vaihtuminen toisiin ioneihin on vaarana jos ulkopuolinen liuos sisaltaa
elektrolyytteja korkeissa konsentraatioissa. loninvaihtoa voidaan rajoittaa valitsemalla hartsi,
joka on erittain selektiivinen kompleksin muodostukseen pystyvalle metalli-ionille. Monissa
tapauksissa karboksyylihapporyhmid sisaltavat, eli heikot, kationinvaihtajat tarjoavat
tyydyttavdd suojaa metalli-ionien menetysta vastaan. My0s anioninvaihtajia, joissa on

amiiniryhmid voidaan kayttaa. [11]
3.5 Adsorptioisotermit

Adsorptioisotermit kuvaavat yhdisteiden jakautumista adsorbentin ja liuosfaasin valilla
tasapainotilassa. Kuvassa 4 on esitettyna erilaisia isotermityyppejd, jotka ovat lineaarinen,
Langmuir-tyyppinen (alaspédin kovera), anti-Langmuir -tyyppinen (ylospéin kovera ja S-

muotoinen isotermi.
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Kuva 4. Adsorptioisotermit: lineaarinen (sininen); alaspdin kovera (musta); yldspain

kovera (punainen); S-muotoinen (vihred). [12]

Lineaarista isotermid voidaan kuvata yhtalolla:

q = kC,

©)

missé on k on isotermin kulmakerroin (Henryn vakio) ja C liuoksen konsentraatio.

Alaspdin koveraa eli Langmuir-tyyppisté isotermid voidaan kuvata yhtalolla:

_ QsqtwC
1+wC’

q

jossa gsat On adsorbentin saturaatiokapasiteetti ja w on isotermiparametri.

(4)

Ylospain koveraa eli anti-Langmuir -tyyppista isotermia voidaan kuvata yhtalolla:

(L)lc

T 1-w,C

S-muotoista eli kvadraattista isotermié voidaan kuvata yhtalolla:

_ Gsat(@1C+2w,C?)
1+w,C+2w,C%

q

()

(6)
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4 KROMATOGRAFISEN EROTUKSEN PROSESSIVAIHTOEHTOJA

Preparatiivisessa mittakaavassa toteutettava kromatografinen erotuksen toteuttamiseksi on
olemassa useita erilaisia prosessivaihtoehtoja. Perustoteutustapa on yhden kolonnin
panoserotus, joka on esitelty kappaleessa 3. Kromatografisen erotuksen tuottavuutta voidaan
parantaa tilanteesta riippuen kayttamélla joko yhden kolonnin kierratyskromatografiaa (Steady
Steady Recycling, SSR) tai erilaisia monikolonnisia jatkuvatoimisia kromatografisia
prosesseja kuten niin kutsuttua simuloitu liikkuva peti (Simulated Moving Bed, SMB) —
prosessia [13]. SSR- ja SMB-prosessien avulla voidaan tuottaa puhtaampaa tuotetta halutulla
tuottomaaralla tai enemmdn  tuotetta  halutulla  puhtausmaarélla  verrattuna
panoskromatografiaan, koska SSR:ssd ja SMB:ssd tuotantokustannukset —ovat

panoskromatografiaa pienemmét. [13,14]
4.1 Kierratyskromatografia

Kierratyskromatografia (SSR) on yhden kolonnin prosessi, jossa erotusprosessin tehokkuutta
parannetaan kierrattamalla osa kolonnista ulostulevasta virrasta takaisin syottovirtaan.
Kierratettavd fraktio sisaltad toisistaan erottumattomat osat kolonniin sydtetyn seoksen
komponenteista. SSR on syklinen prosessi, jossa saavutetaan tietty syklinen vakiotila, kun
prosessia toistetaan riittdvan monta kertaa. Tassa tilassa tuotteiden keskimaarainen koostumus
pysyy vakiona joka syklisséd [15]. SSR:lla& on mahdollista pd&std yli 99 %:n puhtauksiin
huomattavasti suuremmilla saannoilla ja tuottavuuksilla kuin panoskromatografiassa [16].
Suurin kierratyskromatokrafisen prosessin suunnitteluun liittyvd ongelma on prosessin

dynaaminen luonne.

SSR-prosessia voidaan operoida kahdella eri tavalla joita ovat ns. mixed-recycle tai closed-
loop. Ensin mainitussa operointitavassa koko kierréatettava fraktio kerdtéan talteen, sekoitetaan
tuoresyoton kanssa ja saatu seos injektoidaan kolonniin. Kierrétettava fraktio voidaan sekoittaa
tuoresyoton kanssa myos siten, etta kierrétettavasta fraktio konsentroidaan poistamalla osa sen
sisaltamasta eluentista [16]. Closed-loop operointitavassa joko koko kolonnista ulostuleva
osittain erottuneista komponenteista koostuva profiili tai osa tasta profiilista kierratetdan useita
kertoja kolonnin sisédnmenoon kunnes haluttu erotus saavutetaan. Tama prosessivaihtoehto
vahamerkityksellinen alhaisen tuottavuuden takia. Tassd kappaleessa keskitytddn mixed-

recycle -tavalla operoitavan SSR-prosessin kuvaamiseen [16].
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SSR-prosessi (Kuva 5) kdynnistetadn (1. sykli) injektoimalla tuoresyottoa (sisaltaa tuotteita A
ja B) eluentilla tasapainotettuun kolonniin. Kolonnista ulostulevasta virrasta aletaan kerata
talteen tuotetta A (heikommin adsorboitunut komponentti) ajan hetkelld ta: (sykli alkaa) A:n
kerays lopetetaan ja kierratysfraktion kerdys aloitetaan ajanhetkella ta2, joka riippuu tuotteelle
A asetetuista puhtausvaatimuksista. Kierratysfraktiota, joka sisaltdd sekd A:ta ettd B:t,
keratddn ajanhetkeen tgi1, joka taas riippuu tuotteelle B asetetuista puhtausvaatimuksista.
Tamén jélkeen tuotetta B keratddn omaan fraktioonsa ajanhetkeen tg, asti. SSR-prosessin
yhden syklin pituus on aikojen ta: ja te2 erotus. Seuraavassa syklissd kerétty kierratysfraktio
sekoitetaan tiettyyn maaraan tuoresyottod ja saatu seos sydtetdan kolonniin pelkén tuoresyéton
sijaan. Toistettaessa sykleja tarpeeksi monta kertaa saavutetaan edelld mainittu vakiotila, jonka

jalkeen prosessi toimii samalla tavalla joka syklissa.

SSR-prosessin suunnittelu on haastavaa sen dynaamisen eli muuttuvan luonteen vuoksi.
Suunnitteluun vaikuttavia vapaasti valittavia parametreja on kuusi: syéttopulssin kesto , syéton
maard ja fraktiointiajat (ta1, ta2, tei, tez). Naiden optimiarvot riippuvat vakiotilan
konsentraatioprofiileista ja toisinpdin [15]. SSR-prosessien suunnittelun avuksi on kuitenkin
tehty useita yksinkertaistettuja tyokaluja [16,17]. Yksi uusimmista SSR-prosessin suunnittelua
helpottamaan luoduista menetelmista on ns. Unified design -menetelma, jota kaytetdan tassa
tyossd [16]. Unified design -menetelman avulla voidaan yhden tyyppisen kromatografisen
erotusprosessin, esimerkiksi yhden kolonnin panoserotus, tapauksessa maéadritettyjen
suunnitteluparametrien avulla suunnnitella SSR- tai SMB-prosessi. Taméan lisaksi Unified
design -menetelmd mahdollistaa n&iden tdysin erilaisten kromatografisten erotusprosessien

yksinkertaisen vertailun. [16]
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Kuva 5. Mixed-recycle tilassa toimivan Kierratyskromatografiaprosessin

toimintaperiaate ja kolonnista ulostulevien profiilien fraktiointi. Ajat kolonnin
ulostuloprofiilit esittdvasséd kuvassa: ta; = fraktion A kerdyksen aloitus; ta; =
fraktion A kerayksen lopetus; ts: = fraktion B kerdyksen aloitus ; ts> = fraktion
B kerédyksen lopetus. [14]

4.2 SSR-prosessin suunnittelu Unified design —menetelmalla

Kromatografisten prosessien suunnittelussa on kéaytetty useita eri laaduttomia
suunnitteluparametreja  [16]. N&itd ovat esimerkiksi, dimensiottomat jaeajat seka
virtausnopeudet. Unified design -menetelmén tarkoituksena on luoda s&innét, kuinka
laaduttomat parametrit mééritellaén, jotta erilaisia kromatografisia erotusprosesseja voidaan
vertailla kesken&an. Unified design -menetelmdssé oletetaan, ettd kolonnin dimensiot ja
syottovirran konsentraatiot ovat vakioita sekd hartsin pedin ja isotermien parametrit tunnetaan.
SSR-prosessia kuvaamaan valitaan viisi dimensiotonta m-parametria, mz, mz, ms, ma ja mr.

SSR:n tapauksessa mi—m4 kuvaavat jaeaikoja ja mg kuvaa kierratysfraktion kokoa. [16]

Y114 olevat parametrit madritetddn siten, ettd tuoresydtdn, mer, ja eluentin, mg, tilavuudet

yhdessé syklissa suhteessa kolonnin kiintofaasin tilavuuteen méaritellaan yhtaloilla

mFF = m3 - mz, (7)
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Mg =My — My. (8)

Lisaksi tuotejakeiden A ja B méaarat suhteessa kolonnin kiintofaasin tilavuuteen maéaritellaén

yhtalsill

My = M3z — My, 9)

mB = ml - mz. (10)

Yhtélot (5)-(8) eivat maéarita yksiselitteisesti parametreja m1, mz, mz ja mas, vaan yksi niista
taytyy madrittad erikseen. Tastd johtuen yhdelld neljastd m-parametrilla on sama numeerinen
arvo kaikissa kromatografisissa prosesseissa toimiessaan samoissa olosuhteissa. Taulukossa |
on esitetty m-parametrien méadritelmat, kun mz-parametri on maéritelty siten, ettd sen alin raja-
arvo on yhtd suuri kaikille prosesseille ideaali olosuhteissa ja ensimmaéisena erottuvan
komponentin puhtausvaatimus on 100 %. [16] Valitsemalla sopivat m; ja mz parametrit
paastaan haluttuun syottoliuoksen erotukseen, kun taas my ja ms parametrit liittyvat kiintean ja

nestefaasin regeneroitumiseen. [16]

Laaduttomat suunnitteluparametrit mahdollistavat toteuttamiskelpoisen kahden komponentin
taydellisen erotuksen alueen maarittdmisen my,ms-tasossa (Kuva 6). my,ms-tason avulla

voidaan madrittdd parametrit, joiden avulla haluttu erotus saavutetaan.

Taulukko 1. m-parametrien laskeminen panos- ja SSR-prosessille. Panosprosessille mg=0.
mz Q(tBZ—Atf)—SVbed _ Tp2-Atp—1 (L.1)
(1-€)Vpea F '
my Q(tp1—Atf)—eVpeq _ TB1=ATp—1 (1.2)
(1-8)Vpea F '
Mms Qta2—EVped — Ta2—1 (l 3)
(1-8)Vpea F '
Mma Qta1—EVped — Ta1—1 (1 4)
(1-8)Vpea F '
mg VR — TB1~TA2 1.5
(1-&)Vped F (1.5)
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Kuva 6. Erottumisalueet SMB-, panos- ja SSR-prosesseille lineaarisissa olosuhteissa. 1

= taydellisen erottumisen alue, 2 = puhdas tuote B ja epdpuhdas tuote A, 3 =
puhdas tuote A ja epapuhdas B, 4 = molemmat tuotteet ovat epdpuhtaita, 5 = tuote
A tulvitetaan puhtaalla syotolla ja tuote B eluentin, 6 = tuote A tulvitetaan
eluentin mukana ja tuote B puhtaan sy6ton. Piste w’ on vakaa toimintapiste
taydellisen erottumisalueen sisalla. Pisteessa w saavutetaan suurin tuottavuus ja
pienin eluentin kulutus. [16]

Taydellisen erottumisen aikaansaamiseksi m-parametrien raja-arvot voidaan ilmaista

seuraavassa yleisessa muodossa:

Mymin < My (11)
My min < My < My max (12)
M3min < M3 < M3 max (13)
My < My max (14)
mg =0 (15)

Yleisessé tapauksessa kaikkien m-arvojen ala- ja ylédrajat riippuvat toisista m-parametreista,
adsorptioisotermien parametreista, tuoresyoton konsentraatioista, ja kolonnin tehokkuudesta.
Kuitenkin, jos my ja m4 valitaan niin, ettd ne varmistavat kiinted- ja nestefaasin taydellisen

regeneroitumisen, raja-arvot tulevat riippumattomiksi niista. [16]

Panos-, SMB- ja SSR-prosesseja voidaan vertailla keskenaan piirtaméalla my- ja ms-parametrit

my,mz-tasoon. Lineaaristen isotermien tapauksessa mz,ms-parametrien raja-arvojen avulla



21

saadaan aikaan kolmion muotoinen alue 1 (Kuva 6), jota rajaavat suorat ab, bw ja aw. Tdma
edelld mainittu on tdydellisen erottumisen alue, missd molempien tuotejakeiden puhtaudet ovat
100 %. Alueella 2 saadaan puhdasta tuotetta B, kun taas tuote A on epdpuhdasta. Samalla
tavalla alueella 3 saadaan puhdasta tuotetta A, mutta epdpuhdasta tuotetta B. Jos
kayttoparametrien pisteet osuvat alueelle 4, niin molemmat tuotteet ovat epdpuhtaita. Alue 5
viittaa tilanteeseen, jossa tuote A tulvii puhtaan sy6ton mukana ja B eluentin, kun taas alue 6

tarkoittaa painvastaista tapausta. [16]
4.3  Simuloitu liikkuva peti -prosessi

Kromatografisessa erotuksessa jatkuvatoiminen prosessi, jossa liuos- ja kiintofaasit virtaavat
vastakkaisiin suuntiin on mahdoton toteuttaa, koska kiintedn ja nestefaasin valillle ei voida
muodostaa vastavirtaliikettd korkeilla virtausnopeuksilla [13]. Té&std johtuen on kehitetty
monikolonninen simuloitu liikkuva peti -prosessi (Simulated Moving Bed, SMB-prosessi),
jossa faasien vastakkaissuuntaista liikettd simuloidaan siirtamalla eri virtojen sisaan- ja
ulosmenoportteja liuosfaasin suuntaisesti tietyin valiajoin. N&in voidaan simuloida
vastavirtaliikettd kiintofaasin ja nestefaasin vélilla. Kuten SSR-prosessi, on SMB-prosessi
myaos syklinen prosessi ja saavuttaa tietyn ajan kuluessa syklisen vakiotilan. [13]

Kuvassa 7 on esitetty tavanomainen 4-vyohykkeinen SMB-prosessi, jota kaytetadn seosten
erottamiseen kahdeksi fraktioksi. Systeemissa olevat vyohykkeet koostuvat yhdesta tai
useammasta kolonnista. | vyohyke on eluentin sisaantulon ja ekstraktin, eli voimakkaammin
adsorboituvan komponentin ulostulon, valissa. Talla alueella tapahtuu voimakkaammin
adsorboituvan komponentin desorptio kiintofaasista ja kiintofaasin regeneroituminen.
Vyohyke | toimii myos puskurivyéhykkeend, jonka tarkoituksena on estda voimakkaammin

adsorboituvan komponentin liikkuminen vyohykkeelle 1V kierratysvirran kautta. [13]

Komponenttien erottuminen tapahtuu vyohykkeilla 11 ja I11. Vyohyke 1l sijaitsee ekstraktin
ulostulon ja syoton sisadnmenon valissa ja siind tapahtuu heikommin adsorboituvan
komponentin desorptio kiintofaasista. Raffinaatin, eli heikommin adsorboituvan komponentin
ulostulon ja sydton sisédnmenon valissd olevat kolonnit kuuluvat vyohykkeeseen 111 ja siind
tapahtuu  voimakkaammin adsorboituvan komponentin  adsorptio.  Binaariseoksen

komponenteilla on pééllekkéin menevat profiilit vyohykkeilla Il ja I11. [13]
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Vyohykkeessa IV tapahtuu heikommin adsorboituvan komponentin adsorptio kiintofaasiin. Se
on myos puskurialue, joka estdd heikommin adsorboituvan komponentin liikkumisen
vyOhykkeelle | kierratysvirran kautta. Eluenttia ja syottod syotetdan jatkuvasti vyéhykkeiden |
ja 1l ensimmaisten kolonnien sisédnmenoihin. VVahiten adsorboituva komponentti otetaan ulos
systeemista raffinaattina vyéhykkeen 111 viimeisestd kolonnista ja enemman adsorboituva
ekstraktina vyohykkeen | viimeisesta kolonnista. Kun SMB-prosessin portteja siirretadn
livosvirran suunnan mukaisesti, simuloidaan kiintofaasin vastakkaissuuntaista liiketta.
Kéytdnnossa tdmé tarkoittaa sitd ettd vyohykkeen 111 ensimmadisestd kolonnista tulee
vyohykkeen 11 viimeinen kolonni ja vyohykkeen 11 ensimmaéisesta kolonnista tulee vyohykkeen
I viimeinen kolonni ja niin edelleen. Komponenttien erotus saavutetaan vaihtelemalla
virtausnopeuksia ja porttien siirron aikavalid, jolloin voimakkaammin adsorboituva
komponentti liikkuu kiintofaasin mukana kohti ekstraktin ulostuloaja heikommin adsorboituva
kohti raffinaatin ulostuloa. Toisin sanoan heikommin adsorboituva komponentti on saatava
lilkkkumaan nopeammin kuin porttien vaihtovali (eli liikkuu liuosfaasin mukana) ja
voimakkaammin adsorboituva hitaammin kuin porttien vaihtovali (eli liikkuu kiintofaasin
mukana). [13]
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Kuva 7. Kaavakuva 4-vyohykkeisestda SMB-laitteistosta. [13]
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5 GLUKOOSI-FRUKTOOSISIIRAPIN KROMATOGRAFINEN FRAKTIOINTI

Glukoosi-fruktoosisiirapin kromatografista fraktiointia on tutkittu myods ennen tata tyota.
Julkaistuissa tutkimuksissa fraktiointi on suoritettu kayttdmalla simuloitua liikkuva peti -

prosessia [18-21].

Kwang Nam Lee [18] tutki glukoosin ja fruktoosin erotusta kaksiosaisella SMB -laitteistolla
ja vertaamalla sen erotustehokkuutta Baker et al. [19] kayttdmaddn kolmiosaiseen SMB-
laitteistoon (Kuva 8). Laitteistossa kaytettiin 12 kolonnia, jotka olivat valmistettu
ruostumattomasta terdksesta ja taytetty Dowex 50W-X12 Ca?*-muodossa olevalla hartsilla.
Kokeet suoritettiin 50 °C lampdtilassa ja syottoliuos sisélsi 500 g/L molempia sokereita.
Kaksiosaisella SMB -laitteistolla oli yhtd hyva suorituskyky kuin kolmiosaisella laitteistolla ja

fruktoosin maksimi puhtausasteeksi saatiin 96,98 %. [18]

Feed

Eluent
Extract

Purge

(a) (c)
Kuva 8. Baker et al. [19] kayttamd kolmiosainen SMB-laitteisto (a), ja Lee:n [18]

kayttdma kaksiosainen SMB yhden vaiheen lopussa (b) ja seuraavan alussa (c).
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Azevedo ja Rodrigues [20] ovat tutkineet glukoosin ja fruktoosin erotusta SMB-prosessilla
simulointien avulla. Tutkimuksessa kaytettiin glukoosi—fruktoosi-seosta, jossa molempien
konsentraatiot olivat 400 g/L, erotusmateriaalina toimi Ca?*-muotoinen Dowex Monosphere
99 ja prosessin operointilampétila oli 50 °C. SMB-laitteistoon kuului 12 kolonnia,
konfiguraatiossa 3:3:3:3. Erotettavien komponenttien puhtausvaatimukseksi asetettiin 99 %.
Kuvassa 10 esitettynd simuloinnin tulokset, kun haluttiin tietdd mik& on minimi kolonnin pituus
halutulla puhtausasteella ja tuottavuudella. Tuottavuus on esitettynd dimensiottomana lukuna,
joka riippuu glukoosin ja fruktoosin adsorptioisotermeistd, kiintedn ja nestefaasin nopeuksien

suhteesta seké kiintean ja nestefaasin tilavuuksien suhteesta. [20]
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Kuva 10. Suunnittelu algoritmin antamat tulokset fruktoosin eri puhtausvaatimuksilla. L
= kolonnin minimipituus, 1 = tuottavuus. [20]

D.C.S Azevedo ja A. Rodriques [21] tutkivat fruktoosin ja glukoosin erotusta cashew
omenoista SMB -kromatografian avulla. Kolonneina kaytettiin Eleven Superformance SP
300x26 (Gotec Labortechnik) lasikolonneja, ja hartsina kaytettiin Dowex Monosphere 99/Ca
(Supelco) kationinvaihtohartsia. Prosessin operointilampdétila oli 30 °C ja syottoliuos sisélsi 40
g/L molempia sokereita. SMB laitteistoon kuului 11 kolonnia, joista vyohykkeissa I-111 oli
kolme kolonnia per vydhyke ja vydhykkeessé IV oli kaksi kolonnia. Prosessilla paastiin 87,4

% puhtauteen fruktoosin suhteen ja 89,2 % glukoosin suhteen. [21]

Borges da Silva et al. [22] tutkivat glukoosi-fruktoosisiirapin valmistusta ja sokereiden

erottamista toisistaan kayttamalla reaktiivista SMB-reaktoria. Kuvassa 9 esitettyna kaytetty
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reaktorisysteemi, joka koostuu erotuskolonneista ja bioreaktoreista, joissa glukoosin
isomeroituminen tapahtuu. Katalyyttina isomerointireaktiossa kaytettiin  kaupallista
Sweetzyme IT:t4 (Novozymes A/S, Bagsvaerd, Tanska), jonka partikkelikoko oli 0,4-1,0 mm.
Glukoosin ja fruktoosin kromatografisessa fraktionnissa erotusmateriaalina kaytettiin Ca?* ja
Mg?" muodossa olevia CG11CS kationinvaihtohartseja (valmistaja Finex Oy, Suomi). Ca?*-
muodossa olevan hartsin erotustekijéksi saatiin 1,52 ja Mg?*-muodossa olevan 1,20. Kyseisell4
reaktorilla paastiin fruktoosin 90 % puhtausasteeseen eli 90 % syotetystd glukoosista

isomerointiin fruktoosiksi. [22]
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@' s ()< ()~ (0 (

€ -————— U BT 8, |
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subsection (glucose + fructose) (fructose)

section1 [ Jsection2 [ section 3

1 ‘

Kuva 9. SMB-reaktorilaitteisto glukoosi-fruktoosisiirapin valmistamiseksi ja
fraktioimiseksi. [22]
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6 KOKEIDEN SUORITUS

6.1 Kaytetyt materiaalit ja kemikaalit

Tyossa kaytettiin hartsina geelimaisti vahvaa kationinvaihtohartsia CS11GC (Finex Oy) Ca?*-
muodossa, joka muutettiin Ca?*-muotoon kalsiumkloridilla, jonka konsentraatio oli 1 mol/L (>
99 %, Sigma Aldrich). Kaikissa kokeissa ja analyyseissa kaytettiin ELGA CENTRA-R 60/120
-laitteella (ELGA, USA) puhdistettua vettd. Isotermimadrityksissa ja erotuskokeissa kéytettiin
synteettistd glukoosi—fruktoosiseosta, joka oli valmistettu D-(+)-glukoosista (> 99,5 %, Sigma
Aldrich) ja D-(-)-fruktoosista (> 99 %, Sigma Aldrich). Hartsipedin tyhjatila ja huokoisuus

maéaritettiin Blue Dextran 2000:11a (Amersham Pharmacia).
6.2 Hartsipedin huokoisuuden maarittdminen

Hartsipedin tyhja tilavuus ja huokoisuus madritettiin suuren moolimassan (2000 kg/mol)
omaavan Blue Dextranin avulla. Dekstraani ei kokonsa puolesta mahdu geelimaisen hartsin
huokoisiin, ja ndin ollen sen avulla voidaan maarittdé hartsipedin tyhjatila ja huokoisuus [23].
Dekstraani-pulssien retentioajoista voidaan laskea hartsipedin huokoisuus:

1%
£ ==,
Vbed

(16)

misséa Vr on Blue Dextran 2000:n retentioaika ja Vbed kolonnin tilavuus.

Huokoisuuden maarityksessa kolonniin syotettiin kuusi 0,5 mL dekstraanipulssia, joiden

konsentraatio oli 1,5 g/L virtausnopeudem ollessa 1 mL/min.
6.3 Adsorptioisotermien maaritys

Glukoosin ja fruktoosin adsorptioisotermit Ca?*-muotoiseen CS11GC-hartsiin maéritettiin
frontal analysis -menetelmélld, jossa isotermit madritetddn syottokonsentraation ja
lapikulkuaikojen avulla [23]. Téassa tyossa kéytettiin  porrasmenetelméd, jossa
syottokonsentraatiota kasvatetaan askelittain. Adsorptioisotermi mé&éritetdan lapikulkuajan

avulla sokereiden lapdisykayrien kaannepisteissa, jotka voidaan maarittaa integroinnin avulla.

Glukoosin ja fruktoosin isotermit méaaritettiin vesiliuoksissa seka glukoosin ja fruktoosin
seoksissa, miten tutkitut sokerit vaikuttavat toistensa adsorptioon Ca?*-muotoiseen CS11GC-

hartsiin.
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Kokeet tehtiin kymmenella eri glukoosin ja fruktoosin konsentraatiolla vélilla 40-400 g/L.
Tutkittaessa glukoosin ja fruktoosin vaikutusta toistensa adsorptioon, toisen sokerin maaraa
vaihdeltiin 80-320 g/L valill4 ja toisen sokerin konsentraatio pidettiin vakiona 200 g/L.
Isotermien méaarityksessa kaytettiin virtausnopeutena 1,77 mL/min ja detektorina kaytettiin

taitekerroindetektoria.
6.4 Kromatografinen erotus

Kokeissa kaytettiin vesivaipallista ECO SR 15/750 kolonnia (YMC Europe), jonka pituus oli
70 cm ja sisahalkaisija 1,5 cm. Pumppuina kéaytettiin Waters:n 515 HPLC pumppuja.
Detektoreina kaytettiin Rl 2000 -taitekerroindetektoria (Schambeck SFD) ja 2487 Dual A
Absorbance UV-absorbanssidetektoria (Waters). Kaikki kokeet suoritettiin 50 °C asteen

lampotilassa. Kuvassa 11 esitettynd kaytetty koelaitteisto.

Sydttoventtiili

— 1

Kromatografiakolonni
Puthput

OOG

Ilmanpoistaja

Kierrity venniili[ ;Z

Kierrdtysventtiili

Online-detektorit

Eluentti
Kierratyslivos

———>
’—P Syittdlivos

____________ 4 Niytejakeiden keridji

Kuva 11. Panos- ja SSR-prosessissa kaytetty kromatografialaitteisto. Online-detektorit: R
= taitekerroin; UV = UV-absorbanssi.
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6.4.1 Panoserotus

Kierratyskromagrafiaprosessin suunnittelua varten ja isotermien validointia varten tehtiin kaksi
pulssikoetta. Sydttdliuoksena kaytettiin liuosta, jossa oli 200 g/dm?® glukoosia ja 144 g/dm?3
fruktoosia eli syottd vastasi sokereiden prosenttiosuuksien puolesta HFCS-42 glukoosi—
fruktoosisiirappia. Syottopulssien koko oli 25 % ja 15 % kolonnin tilavuudesta ja virtausnopeus

oli 2,65 mL/min. Kokeesta kerattiin 1 mL tuotefraktiot 1 minuutin vélein.
6.4.2 Kierratyskromatografia

SSR-prosessissa  syottopulssin  tilavuudeksi  valittiin - 25 % kolonnin tilavuudesta.
Kierratyskromatografisen prosessin  kokeiden puhtausvaatimukseksi asetettiin 78 %
molemmille tuotteille. Prosessia ajettiin kymmenen syklid, jolloin se oli saavuttanut vakiotilan
ja sykleistda 1 5 ,8 ja 10 keréttiin tuotefraktiot HPLC-analyysia varten. SSR-prosessin
koelaitteisto esitetty kuvassa 10 ja prosessissa kaytetyt kayttoparametrit on esitetty taulukossa
Il

Taulukko I1. SSR-prosessin kayttéparametrit.
Cylukoosi 200 g/L
Cruktoosi 144 g/L
Q 2.65 mL/min
Vpulssi 30.925 mL
Vworesybtto 17.346 mL
Viierratys 13.579 mL
tsykli 45 min
ta2 35.433 min
te1 40,557 min
6.5 Analyysit

Liuosten sokerikonsentraatiot maéaritettiin Agilent/HP 1100 HPLC-
nestekromatografilaitteistolla. Esikolonnina kaytettiin SHODEX SP-G ja erotuskolonnina
SHODEX SP0810 -kolonnia. Kolonnin 1&mpétila oli 80 °C astetta, virtausnopeus 0,8 mL/min

ja eluenttina kaytettiin vetta.
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7 LASKENTA

7.1 Isotermien maaritys ja mallinnus

Frontal analysis -menetelmalla madritettyjen sokereiden l&pdisykédyrien avulla laskettiin

kutakin liuosfaasin sokerikonsentraatiota vastaava adsorboitunut sokerikonsentraatio yhtéalolla

(Ci—Ci—1)(VE,i—Vo)
(1-8)Vpea (17)

qi = qi-1 t

missa C on liuoksen konsentraatio, Ve, eluutio tilavuus kayran k&annepisteessa, Vo kolonnin

tyhja tilavuus, & huokoisuus, Vied kolonnin tilavuus.

Yhtélosta 17 madritettyihin isotermeihin sovitettiin anti-Langmuir isotermimalli:

q= qs1b1Cy (18)

T 1-byC1—byCy'
jossa gs1 ja b ovat isotermiparametrit glukoosille ja fruktoosille (Taulukko I11).

Taulukko I1. Langmuir-isotermimallin parametrit

Glukoosi Fruktoosi
b 4.60E-04 4.02E-04
Qs 1318 1208

7.2 SSR-prosessin suunnittelu

Pulssikokeiden tulosten ja MATLAB-ohjelman avulla simulointiin kierratyskromatografista
prosessia ja verrattiin sitd panoskromatografiaan, kun glukoosin ja fruktoosin
puhtausvaatimuksiksi  asetettiin 75-80 % ja 85 %. Simulointitulosten perusteella SSR-

prosessin sy6ttopulssin kooksi valittiin 25 %.
7.3 Panos- ja SSR-prosessien tehokkuuden arviointi

Panos- ja SSR-prosessien tehokkuutta voidaan arvioida eri suorituskyky parametreilla:
erotusprosessin tuottavuus Pr, tuotteen saanto Y, tuotteen puhtaus Pu ja eluentin kulutus EC.

Yhtélot naiden laskemiseen on esitetty taulukossa IV.
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Taulukko IV. Kierratyskromatografisen prosessin tehokkuuden arvioimiseen
kaytetyt yhtalot.
Tuottavuus Pr=——"___(21)
(1-8)Vpeatsykii
Saanto _ ples
Yi - Cisy('jttiivsyétté (2-2)
Puhtaus _ nples
Pu Zjn}tlos (23)

Eluentin kulutus

EC = Qtsyklin_.Vsyﬁttii (24)

1
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8 TULOKSET JA TULOSTEN TARKASTELU

8.1 Glukoosin ja fruktoosin adsorptioisotermit ja niiden validointi

Kuvassa 12 on esitetty glukoosin ja fruktoosin isotermit seka puhtaassa vedessa etta toistensa
lasnaollessa (200 g/L) Ca**-muotoiseen CS11GC-kationinvaihtohartsiin. Kummankin sokerin
isotermit ovat hieman ylospdin koveria eli anti-Langmuir -tyyppisid. Isotermien
epalineraarisuus johtuu epéideaalisuuksista liuosfaasissa, jotka johtuvat sokereiden pienistéd
jakautumisvakioista neste- ja kiintofaasin valilla [22]. Kuvista 12A ja 12B ndhd&an, ettd
fruktoosilla on glukoosia suurempi adsorptio sekd se ettd toisen sokerin lasndolo lisaa

adsorptiota, mutta se ei vaikuta isotermin muotoon.

Kokeellisesti madritettyihin adsorptioisotermeihin sovitettiin anti-Langmuir -tyyppinen
isotermimalli (Yhtal6 18) (Kuva 12). Isotermimalli validoitiin sovittamalla sen avulla saatu
mallin ennuste kokeellisesti maédritettyihin panoserotusdatoihin  (Kuva 13A ja B).
Isotermimallin sovituksessa kaytettiin Matlab-ohjelmalle tehtya kromatografisen erotuksen

simulointiohjelmaa.

Glukoosin kohdalla kokeellisesti madritetty isotermi (Kuva 12A) ja siihen sovitettu
isotermimalli kuvaa hyvin glukoosin kayttaytymista kromatografisessa kolonnissa. Fruktoosin
kohdalla kokeellisesti madritetty isotermi ennusti fruktoosille liian pientd adsorptiota (Kuva
12B). Tésta johtuen fruktoosin isotermimallin parametreja sdédettiin panoserotuskokeen datan
perusteella siten, ettd mallin sovite fruktoosin koedataan oli mahdollisimman hyva (Kuva 13A
ja B). Glukoosi- ja fruktoosi-isotermien lieva epdlineaarisuus ei ndy panoserotuskokeesta
keratysta datasta (Kuva 12A ja B).
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Glukoosin (A) ja fruktoosin (B) adsorptioisotermit Ca?*-muotoiseen vahvaan
PS-DVB-runkoiseen  kationinvaihtohartsiin ~ CS11GC  (Finex  Qy).
Koeolosuhteet: Frontal analysis -menetelmé; T = 50 °C; Q = 2,65 mL/min; dcol
= 1,5 cm; heot = 69 cm. Varit: sininen = isotermi puhtaassa vedessa; punainen =
isotermi kun lasna on 200 g/L toista sokeria. Symbolit = koetulokset; viivat =
mallin (Yht&lo 18) sovite.



34

180,00 A

160,00
140,00
120,00
100,00

80,00

60,00

Konsentraatio, g/L

40,00

20,00

0,00

0,00 0,20 0,40 0,60 0,80 1,00 1,20 1,40

Tilavuus, BV

160,00 B

140,00
120,00
100,00

80,00

60,00

Konsentraatio, g/L

40,00

20,00

0,00
0,00 0,20 0,40 0,60 0,80 1,00 1,20 1,40

Tilavuus, BV

Kuva 13. Glukoosin ja fruktoosin erotus Ca?*-muotoisella kationinvaihtohartsilla
taytetyssa kromatografiakolonnissa kolonniin syotettdvan pulssin tilavuuden
ollessa 15 til. % (A) ja 25 til. % (B) kolonnin tilavuudesta. Koeolosuhteet: Q =
2,65 mL/min; muut koeolosuhteet annettu kuvan 12 kuvatekstissa. Symbolit:
annettu Kuvan 12 kuvatekstissé.

8.2 Glukoosin ja fruktoosin erotus SSR-prosessilla

Kuvassa 14 on esitettyna glukoosin ja fruktoosin ulostuloprofiilit SSR-prosessin eri sykleissg;
viimeisell& syklilla on mukana glukoosin ja fruktoosin ne osat, jotka menevat kierratykseen.
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Glukoosin ja fruktoosin erotus Ca?-muotoisella kationinvaihtohartsilla
taytetyssa kromatografiakolonnissa kolonniin syotettavan pulssin tilavuuden
ollessa 25 til. % kolonnin tilavuudesta. Koeolosuhteet: Q = 2,65 mL/min; muut
koeolosuhteet annettu kuvan 12 kuvatekstissa. Sininen = glukoosi 1. sykli,
oranssi = glukoosi 6. sykli, harmaa = glukoosi 8. sykli, keltainen = glukoosi 10.
sykli, musta = fruktoosi 1. sykli, vihred = fruktoosi 6. sykli, tumman sininen =
fruktoosi 8. sykli, punainen = fruktoosi 10. sykli.
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Kuva 16. SSR-prosessilla saavutetut glukoosin ja fruktoosin tuottavuudet (a), puhtaudet
(b), saannot (c) ja eluentin kulutukset glukoosille (sininen ) ja fruktoosille
(punainen).

Kuvasta 16 ja taulukosta V nahdaén, ettd SSR-prossessi on saavuttanut vakiotilan 10. syklin
kohdalla. Kierroksella 10 ei kierréatetty mitdén vaan myos se osuus mika olisi pitanyt kierrattaa
kerattiin fraktioina, jotta ndhdaan millaiset ovat glukoosin ja fruktoosin ulostuloprofiilit
vakiotilassa kierratysfraktion kohdalla. Fruktoosilla paastdan yli (80 %) tavoitteeksi asetetun
puhtausvaatimuksen (78 %), koska kun taas glukoosilla (72,5 %) ei péaastd puhtaus
tavoitteeseen, koska glukoosin ja fruktoosin ulostulo profiilit ovat liian lahelld toisiaan.
Glukoosilla tuottavuus, saanto, ja puhtaus laskevat prosessin eri sykleissé, kunnes saavutetaan
vakiotila. Fruktoosilla tuottavuus ja saanto pysyvat ldhes vakioina syklistd riippumatta,
fruktoosin suuri puhtaus viimeisell& kierroksella johtuu analyysivirheesté.

Aiemmin julkaistuissa SMB-tutkimuksissa [19-22] pddstiin huomattavasti parempiin
puhtauksiin glukoosin ja fruktoosin suhteen (Lee; fruktoosi; 96,98 %; Azevedo & Rodriques;
glukoosi ja fruktoosi; 89,2 % ja 87,4 %; Silva; fruktoosi; 90 %) kuin tassé tydssa tutkitulla
SSR:114 (glukoosi ja fruktoosi; 72,5 % ja 78 %).
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Kuvassa 17 on esitetty SSR-prosessin MATLAB simuloinnin ja kokeellisen ajon tuloksien
kromatogrammit esitettynd. Kuvasta ndhdadn, ettd simuloinnissa kaytetty mallin vastaa hyvin

todellisuutta.
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Kuva 17. SSR-prosessin  MATLAB simuloinnin (ehyt viiva) ja kokeen (pisteet)
kromatogrammit, glukoosi = sininen, punainen = fruktoosi. Koeolosuhteet: Q =
2,65 mL/min; muut koeolosuhteet annettu kuvan 12 kuvatekstissa.

Taulukko V.  SSR-prosessin koetulosten perusteella lasketut tuottavuuudet, puhtaudet,
saanot ja eluentin kulutukset glukoosille ja fruktoosille.

Sykli Pr Pr Pu Pu Y Y EC EC
glukoosi  fruktoosi  glukoosi fruktoosi  glukoosi  fruktoosi glukoosi  fruktoosi

- g/(Lh) % % L/g

1 102.782  34.983 0.782 0.775 73.547 35.492 0.013 0.039
6 76.386  30.825 0.737 0.800 54.659 31.273 0.018 0.044
8 74370  30.628 0.728 0.802 53.216 31.074 0.018 0.044
10 74951 32491 0.725 0.845 53.632 32.963 0.018 0.042

Taulukossa VI on esitetty simuloinnin  tulokset, kun vertaillaan panos- ja
kierratyskromatografistaprosessia ~ kesken&an.  Tuloksista  n&hddan, ettd  kun
puhtausvaatimukset tiputetaan 75 % molemmille tuotteille, niin SSR:n (tuottavuus A:lle 69
g/(L h)) tuoma etu tuottavuuden ja eluentin suhteen panosprosessiin (tuottavuus A:lle 66 g/(L
h)) verrattuna pienenee. Kun taas puhtausvaatimus nostetaan 85 % molemmille tuotteille,
SSR:n tuoma etu puhtauden ja tuottavuuden suhteen menetetdén, mutta ei eluentin kulutuksen
suhteen (kulutus A:lle; SSR ja panos; 0,06 ja 0,12) (kulutus B:lle; SSR ja panos; 0,38 ja 0,74).
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Erot simuloitujen ja kokeellisten tulosten puhtauksien vélilla johtuvat padasiassa kaytetyn
isotermimallin epatarkkuudesta fruktoosin tapauksessa.

Taulukko VI. SSR ja panosprosessin puhtauksien, tuottavuuksien ja eluentin
kulutuksen vertailua, kun tuotteille on asetettu erilaisia
puhtausvaatimauksia. A ja 1 = glukoosi, B ja 2 = fruktoosi.

85 % puhtausvaatimus kummallekin tuotteelle

PUA PUB PR(l) PR(2 EC() EC()

% g/m3(hartsi) h dm3/g
SSR 0.65 0.99 12.96 2.13 0.06 0.38
Panos 0.65 0.97 10.77 1.70 0.12 0.74

80 % puhtausvaatimus kummallekin tuotteelle

SSR 0.78 090 4243 19.09 0.02 0.04

Panos 0.78 0.87 15.03 7.01 0.08 0.17
79 % puhtausvaatimus kummallekin tuotteelle

SSR 0.77 0.89  48.20 21.67 0.02 0.04

Panos  0.77 0.88  20.01 9.15 0.06 0.13
78 % puhtausvaatimus kummallekin tuotteelle

SSR 0.77 0.87  53.72 23.96 0.02 0.03

Panos  0.77 0.87 31.83 14.14 0.04 0.08
77 % puhtausvaatimus kummallekin tuotteelle

SSR 0.76 0.87  58.57 25.46 0.01 0.03

Panos  0.76 0.87 46.85 20.35 0.02 0.05
76 % puhtausvaatimus kummallekin tuotteelle

SSR 0.76 0.85 63.80 27.58 0.01 0.03

Panos  0.76 0.85  56.47 24.35 0.02 0.04
75 % puhtausvaatimus kummallekin tuotteelle

SSR 0.75 0.83  69.59 30.55 0.01 0.03

Panos  0.75 0.83  66.62 29.24 0.01 0.03

Vertailemalla simuloinnin tuloksia (taulukko VI) ja koetuloksia (taulukko V) keskenaan
néhdaan, ettd kokeessa pééstiin parempiin glukoosin ja fruktoosin tuottavuuksiin (MATLAB;
48,20 ja 21,67; glukoosi ja fruktoosi), mutta saavutetut puhtaudet olivat pienempid kuin
MATLAB simuloinnissa (MATLAB; 0,7728 ja 0,8877; glukoosi ja fruktoosi). Eli pienempi
puhtaus tarkoittaa, ettd enemmaén tuotetta on tuotefraktiossa ja ndin ollen tuottavuus kasvaa.
Vertailemalla eluentin kulutusta ndhdé&an, ettd simulonnissa (MATLAB; 0,02 ja 0,03; glukoosi
ja fruktoosi) péastiin pienempadn kulutukseen fruktoosin suhteen kuin kokeessa (Koetulokset;
0,02 ja 0,04; glukoosi ja fruktoosi)
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9 JOHTOPAATOKSET

Tassd tyossa selvitettiin - voidaanko glukoosi—fruktoosisiirapin  fraktiointiin ~ k&yttaa
kierratyskromatografia prosessia (SSR). SSR-prosessin suunnittelua varten glukoosin ja
fruktoosin adsorptioisotermit maéaritettiin  frontal analysis -menetelmalld. Kokeellisesti
madritettyihin isotermeihin sovitettiin anti-Langmuir -tyyppinen isotermimalli. Isotermit
validoitiin  panoserotuskokeessa saadun datan avulla. SSR-prosessi suunniteltiin
panoserotuskokeesta saadun datan avulla hyddyntden Unified design -menetelmad ja kokeista

saatuja tuloksia verrattiin numeerisesti saatuihin tuloksiin.

Tulosten perusteella glukoosi-fruktoosisiirapin fraktiointi SSR-prosessilla onnistuu, mutta
erotus on hankala sokereiden huonon erottumisen vuoksi k&ytetyssd systeemissd. SSR
kokeiden ja simuloinnin tuloksien ja muiden tekemien SMB kokeiden tuloksien perusteella
SMB:lla padastaan parempiin glukoosin ja fruktoosin puhtauksiin kuin SSR:lla. Glukoosi—
fruktoosierotuksen simuloinnissa kaytetty isotermimalli kuvaa todellisuutta kohtuullisen
hyvin. Kokeellisen ja simuloitujen tulosten vélilla olevat erot johtuvat padasiassa kéytetyn
isotermimallin epéatarkkuudesta fruktoosin tapauksessa. SSR-prosessilla ei voida tuottaa

erittdin puhtaita glukoosi ja fruktoosi maarid, jos tuottavuudet halutaan pitaa suurina.
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