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Tamin kandidaatintyon tarkoituksena on 10ytid orgaaninen liuotin, joka soveltuu eluentiksi
ligniinien kokoekskluusiokromatografiseen moolimassamééritykseen. Ligniinien mooli-
massamadrityksid hankaloittaa erilaisten ligniinien heikko liukoisuus useisiin liuottimiin.
Yleinen kéytetty liuotin on natriumhydroksidin vesiliuos, mutta se ei liuota tehokkaasti kaik-
kia ligniinityyppejd. Téstd syystd orgaanisen materiaalin liuottaminen orgaanisella liuotti-
mella on tehokkaampi vaihtoehto.

Ty6 pohjautuu kirjallisuuslédhteisiin. Nédiden ldhteiden avulla on koottu laaja katsaus eri tek-
nisten ligniinien kemiallisista ominaisuuksista, kuten rakenteesta ja liukoisuudesta, sekd
HPLC-SEC-laitteiston ja ligniinin liuottimen valintaan vaikuttavista tekijoista.

Taman kirjallisuustutkimuksen perusteella orgaanisen eluentin kadyttdminen ligniinin mooli-
massan méadrittimisessi HPLC-SEC-menetelmélld on mahdollista, kun huomioidaan lignii-
nin liukoisuus, laitteiston yhteensopivuus liuottimen kanssa, sopiva kolonni ja detektori me-
netelmii kehittdessa.

Lupaavaksi eluentiksi on tunnistettu DMSO:n, LiCl:n ja etyleeniglykolin seos. Kyseinen
seos liuottaa tutkittuja ligniinityyppejé ja vihentdd analyysid hdiritsevid toissijaisia vuoro-
vaikutuksia, kun taas muut pinnalle nousseet vaihtoehdot eivit liuota yhtd tehokkaasti tai
lisddvit toissijaisia vuorovaikutuksia. Menetelméén soveltuisi analyysikolonni, jossa stati-
onddrifaasina on PS-DVB-materiaali, se on kemiallisesti kestiva, sekd kestdd korkeitakin
lampdtiloja. Ehdotetun seoksen, seké erityisesti etyleeniglykolin kdyttd SEC-analyysissé
vaatii kuitenkin vield lisdtutkimuksia.
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1 Johdanto

Tassd tyOssa tarkastellaan neljdn teollisesti valmistetun teknisen ligniinin kokoekskluusio-
kromatografiseen analyysiin vaikuttavia tekijoitd ja pyritddn 10ytdméén ligniinille orgaani-

nen livotin alkalisen liuottimen tilalle.

1.1 Tyon tausta

Uusiutuvien luonnonvarojen merkitys on kasvanut merkittdvéasti viime vuosina ja sen mer-
kitys tulee vahvistumaan edelleen. Ligniini on maailman toiseksi yleisin orgaaninen poly-
meeri, heti selluloosan jdlkeen (Norgren & Edlund, 2014). Vaikka ligniini on erittdin yleinen
materiaali, on sen kaytto toistaiseksi vield rajallista. Ligniinin markkina-arvo on vahvistunut

globaalisti, silld uusia ekologisempia materiaaleja pyritddn kehittdmadn jatkuvasti.

Yhdistdméll4 kemianteollisuuden prosesseja ja ligniinin tarjoamia mahdollisuuksia on mah-
dollista tehda ligniinistd huomattavasti ekologisempi korvike tilld hetkelld runsaasti kiy-
tossd oleville fossiilisille materiaaleille, kuten polttoaineille. Télld hetkelld ligniinid kéyte-
tddn eniten energian tuotantoon, polttamalla paperi- ja sellutuotannon sivutuotteena saatua
ligniinid. Ligniinin soveltumista hydrogeeleihin, biopolttoaineisiin ja esimerkiksi kompo-
siittethin on tutkittu (Vasile & Baican, 2023). Hyddyntdmalld maailman toiseksi yleisinti
orgaanista polymeerid saataisiin kasvatettua biomuovien osuutta, joka on tilld hetkelld vain
1 % vuosittaisesta muovituotannosta (Vasile & Baican, 2023) ja luotua enemmain ympéris-

toystavallisid materiaaleja.

1.2 Tutkimusongelma ja tavoite

Ligniinin analysointiin on tilld hetkelld kidytossd menetelmad, jossa kiintedt ligniinindytteet
livotetaan 0,1- tai 1- molaariseen (M) natriumhydroksidiin (NaOH), jonka jdlkeen nestemai-
sessd muodossa olevat nédytteet analysoidaan nestekromatografilaitteiston lépi kdyttden ko-
koekskluusio kolonnia ja eluenttina 0,1 M natriumhydroksidia. Ongelma, johon tassi ty0ssa

paneudutaan, on kiintedn ligniinin heikko liukoisuus. Ligniinin ominaisuudet vaihtelevat sen
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valmistusprosessin mukaan, minkd vuoksi kaikki ligniini ei liukene kokonaan natriumhyd-
roksidin vesiliuokseen, joka on alkalinen liuotin. Tutkimuksen tavoitteena on 16ytda vaihto-
ehtoinen orgaaninen liuotin ligniinille, joka toimisi myds moolimassa-analyysissad eluent-

tina.

Ty06ssd késitellddn ensin ligniinin ominaisuudet ja molekyylirakenne, sekéd kokoekskluusio-
kromatografian toimintaperiaate ja toimivuutta rajoittavat tekijit. Tamén jalkeen keskitytdan

orgaanisten liuottimien soveltuvuuteen eri teollisten ligniinien moolimassamédrityksissé.

1.3 Materiaalit ja menetelmat

Tama tutkimus perustuu kirjallisuus- ja verkkolédhteisiin, joiden avulla on koottu katsaus lig-
niinin moolimassamédrityksisti HPLC-SEC-menetelmélld. Lihteitd on haettu seuraavista
tietokannoista: LUT Primo, Elsevier ScienceDirect, Web of Science, Google ja Google
Scholar. Edelld mainituista ldhteistd on etsitty tieteellisid artikkeleita ja tutkimuksia, jotka
késittelevit ligniinin liukoisuutta, eluenttien valintaa sekd HPLC-SEC-laitteiston soveltu-
vuutta ligniinianalyysiin. Léhteitd on haettu kdyttdmalld eri hakusanoja, joiden avulla on

16ydetty useita tutkimuksia, jotka késittelevit samoja aiheita eri tutkimuskulmista.

Kirjallisuusldhteiden liséksi ligniinin liukoisuutta on arvioitu laskennallisesti Hansenin liu-
koisuus parametrien avulla muodostamalla Hansenin avaruus kuvaajat. Kuvien mallintami-
seen on kiytetty GeoGebra-ohjelmistoa, jolla on visualisoitu ligniinin liukoisuutta Hansenin

avaruudessa.
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2 Perustietoa laitteistosta, ligniineista ja liukoisuudesta

Ligniini ja kokoekskluusiokromatografia ovat molemmat erittdin laajoja kokonaisuuksia,
jonka vuoksi ligniinin kokoekskluusiokromatografian ymmartamiseksi tdytyy ymmartaa ky-
seisen menetelmén toiminnan pédpiirteet, sekd mité ligniini on materiaalina. Teollisten lig-
niinien rakenteet eroavat toisistaan merkittdvasti, mikd vaikuttaa niiden ominaisuuksiin ja

mahdollisiin kéyttokohteisiin.

2.1 Kokoekskluusiokromatografia

Korkean erotuskyvyn kokoekskluusiokromatografia (HPLC-SEC) on yleisesti kdytetty me-
netelmd moolimassatutkimuksissa. Kuvassa 1. on havainnollistus HPLC-SEC-laitteistosta.
HPLC-SEC-laitteisto erottelee molekyylit fysikaalisten ominaisuuksiensa mukaan, ja sen
keskeisimpid komponentteja ovat eluentti (litkkuva faasi), kolonni, seka detektorit. (Hender-

son, 2024; Warwick, 2022.)

Analyysi alkaa eluentin sydttamiselld laitteistoon. Se kulkeutuu ensin sekoittimeen ja edel-
leen annostelusilmukkaan, jossa tutkittava ndyte injektoidaan eluenttivirtaan. Naytteen on
liuettava tiysin eluenttiin, jotta kolonni ei tukkeudu. Tdmaén jdlkeen eluenttiin liuennut nédyte

kulkeutuu kolonniin, jossa varsinainen erotus tapahtuu. (Henderson, 2024; Warwick, 2022.)

Kolonni on tdytetty huokoisilla partikkelihelmilld, jotka muodostavat stationdérifaasin ja
mahdollistavat molekyylien erottelun koon mukaan. Suuremmat molekyylit eivdat mahdu
tunkeutumaan stationéddrifaasin huokosiin, minkéd vuoksi ne kulkeutuvat suoraan kolonnin
lapi poistuen ensimmdiisend kolonnista, samalla muodostaen ensimmaéisen piikin kromato-
grammiin. Pienemmat molekyylit tunkeutuvat huokoisiin rakenteisiin, minké vuoksi niiden
viipymadaika kolonnissa pitenee ja ne eluoituvat kolonnista myohemmin. Ndin molekyylit
erottuvat toisistaan hydrodynaamisen sdteensi eli kokonsa perusteella. (Henderson, 2024;

Warwick, 2022.)

Erotellut molekyylit havaitaan detektoreilla niiden poistuessa kolonnista. Lopuksi laitteisto
kerda detektoridatan, ja tietokone muodostaa kromatogrammin, josta analyysin tulokset ovat

luettavissa. (Henderson, 2024; Warwick, 2022.)
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Kuva 1. Yksinkertaistettu kuva HPLC-SEC laitteistosta (Warwick, 2022)

2.1.1 FEluentit

Eluentilla on merkittdva vaikutus koko HPLC-SEC-laitteiston toimintaan. Eluentin tiytyy
livottaa tutkittava néyte, sekd soveltua laitteistoon asetetulle kolonnille (Warwick, 2022).
Yleisid eluentteja kokoekskluusioméérityksissd ligniineille ovat esimerkiksi tetrahydrofu-
raani (THF), N, N-dimetyyliformamidi (DMF), kloroformi ja vesi (Swift et al., 2017; War-
wick, 2022). Eluentin valinnassa tdytyy huomioida tutkittavan ndytteen kemiallinen rakenne,

koska rakenne madrdd, mihin niyte liukenee ja tarvitseeko niytettd modifioida kemiallisesti.

2.1.2 Kolonni

Kokoekskluusioerotus tapahtuu kolonnin sisdssd, minka vuoksi kolonnin valitseminen néyt-
teelle sopivaksi on koko analyysiin vaikuttava valinta. Kolonnin valinnassa taytyy huomi-
oida kolonnin pituus, halkaisija, stationdérifaasin partikkeleiden koko ja materiaali (Chro-

matography Today, 2022).
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Kolonnin pituudella ja halkaisijalla on vaikutusta resoluutioon, seké analyysiaikaan. Reso-
luutio paranee, kun kolonnin halkaisijaa pienennetdén, sekéd kolonnin pituutta kasvatetaan.
Resoluution paraneminen johtuu ndytteen viipymadajan kasvamisesta kolonnin ldpi kulkeu-
tuessa, joka nikyy kromatogrammin piikkien terdvyydessa. Partikkeleiden koko ja huokos-
koko vaikuttavat my6s kolonnin tehokkuuteen ja resoluutioon. Pienimoolimassaiset yhdis-
teet muodostavat kromatogrammiin teravimmét ja helpommin luettavat piikit. Partikkeli-
koko tiytyy valita tutkittavan néytteen perusteella, jotta analyysi on tarkka kyseiselle partik-
kelikoolle. (GenTech Scientific, 2024.)

Alla olevassa kuvassa 2. on havainnollistus kokoekskluusiokolonnin toiminnasta ja sen tuot-
tamasta kromatogrammista. Kuvasta ndhddén, kuinka pienemmait molekyylit kulkeutuvat
stationddrifaasin huokosiin, kun suuret partikkelit ohittavat huokoset ja eluoituvat kolonnista

ensimmadisend ulos, muodostaen ensimmadisen piikin kromatogrammiin.

\ | Molecular size

Packing material

5 UL

Kuva 2. Molekyylien erottuminen kolonnista koon perusteella, seké eluutiojirjestys (Shodex
HPLC Columns, n.d)

L J

2.1.3 Detektorit

Detektorin valinta riippuu analyysissa tarvittavasta tiedosta. Yleisimpid HPLC-SEC-lait-
teistossa kéytettyjd detektoreja ovat ultravioletti-, taitekerroin- sekd valonsirontadetektorit

(Warwick, 2022). HPLC-SEC-laitteistossa suosittu vaihtoehto on Multi-Angle Light
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Scattering (MALS), joka on monikulmainen valonsirontadetektori. MALS mahdollistaa
ndytteen absoluuttisen moolimassan méérittimisen ja voi my0s antaa tietoa pyOrimissé-
teestd. (Malvern Panalytical, n.d.) HPLC-SEC maéérittdd analyysin aikana ndytteen suhteel-
lisen moolimassan, minka vuoksi MALS-detektorin lisiiminen analyysiin on kannattavaa

varmempien tulosten saatavuudeksi.

2.2 Eri ligniinit ja niiden ominaisuudet

Ligniini on aromaattinen biopolymeeri (Chen et al., 2021). Luonnossa ligniinid esiintyy kas-
vien soluseindmissd, missd se toimii niiden tukirakenteena. Kasvien soluseinédt koostuvat
useista kerroksista, jossa ligniinipitoisuus on suurimmillaan soluseindmin ulkoreunalla,
missi se toimii sideaineena (Azadi et al., 2013). Soluseindmassa ligniini sitoo selluloosan ja
hemiselluloosan yhteen samalla tehden niistd veteen liukenemattoman rakenteen (Chen et

al., 2021).

Ligniini on rakenteeltaan kolmiulotteinen, epdsdénndllinen ja luonnollinen polymeeri, joka
koostuu pédasiassa kolmesta erilaisesta fenyyli-propanoidimonomeeriyksikostd (Doherty,
Mousavioun & Fellows, 2011), jotka ovat sitoutuneet toisiinsa erityyppisilla hiili-hiili- ja
eetterisidoksilla (Anukam et al., 2021). Ligniinin kolme merkittdvintd rakennetta ovat esi-

tetty kuvassa 3.

Tutkimuksissa ei ole pystytty madrittdméén ligniinille yhté tarkkaa rakennetta (Chen et al.,
2021). Ligniinin rakenne vaihtelee merkittdvésti sen muodostumiskasvin mukaan. Kasveissa
on eri mddrd ligniinin kolmea rakenneosaa (Eraghi Kazzaz & Fatehi, 2020). Havupuuligniini
siséltdd noin 80-90 % G-yksikkdd, kun lehtipuuligniini siséltdd 25-50 % G-yksikkod ja 50—
70 % S-yksikkod (Eraghi Kazzaz & Fatehi, 2020)
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Kuva 3. Ligniinin kolme perusrakenneosaa:4-hydroksifenyylii, guajasyyli ja syringyyli
(Doherty, Mousavioun & Fellows, 2011)

Luonnossa ligniinié esiintyy ainoastaan osana lignoselluloosaa, mutta teollisen prosessoin-
nin tuloksena siitd saadaan erotettua suurin osa muista yhdisteistd, jolloin siitd muodostuu
teknistd ligniinid (Chio, Sain & Qin, 2019). Teknisten ligniinien rakenne ja ominaisuudet
vaihtelevat valmistusmenetelman mukaan. Tassd tyOsséd kisiteltdvit tekniset ligniinit ovat
kraft-ligniini (KL), entsymaattisesti hydrolysoitu ligniini (EHL), organosolv-ligniini (OL) ja
lignosulfonaatti (LS).

2.2.1 Kraft-ligniini

Kraft-ligniini on suurin teollinen ligniiniryhmé (Chio, Sain & Qin, 2019). Se vastaa noin 85
% maailmanlaajuisesti teollisesti tuotetusta biomassasta erotetusta ligniinistd (Galkin & Sa-
mec, 2016) ja sitd erotetaan paperi- ja selluteollisuuden muodostamasta mustalipeésti. Mus-
taliped on sellunkeiton sivutuotteena muodostuva jétevirta, joka sisdltdd ligniinin lisdksi
puusta liuenneita orgaanisia ja epdorgaanisia aineita (Pola et al., 2022). LignoBoost on tilla
hetkelld kraft-ligniinin erotuksen standardiprosessi teollisessa mittakaavassa (Valmet, n.d).
Kraft-ligniiniéd tuotetaan myos eri prosesseilla, mutta kaikkien ndiden prosessien toiminta-

periaate on pitkélti sama.

LignoBoost on Valmetin patentoima kaksivaiheinen kraft-ligniinin erotusprosessi, jossa en-
simmadisend vaiheena on ligniinin erottaminen mustalipedstd. Mustaliped otetaan selluteh-
taan haihdutusprosessista, jonka jélkeen sen pH lasketaan hiilidioksidilla ja kaasulla, joka

tulee prosessin toisesta osasta paluuvirtauksena. Kun ligniinin pH on laskenut, ligniini
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saostuu ja se saadaan erotettua puristussuodattimella mustalipeéstd. Lopputuloksena on erit-

tdin puhdasta ligniinid. (Valmet, n.d.)

Kraft-ligniini (kuva 4.) on hydrofobinen yhdiste (Bilal et al., 2021) eli se ei ole vesiliukoinen
tai liukenee parhaimmillaan erittdin heikosti veteen. Kraft-ligniini liukenee tunnetusti alka-
lisiin, eméksisiin ja poolisiin orgaanisin liuottimiin (Lange, Decina & Crestini, 2013), kuten
vesipitoiseen natriumhydroksidiin (Goldmann et al., 2019). Muita liuottimia, joihin kraft-
ligniinin on todettu liukenevan ovat dimetyylisulfoksidi (DMSO), etyleeniglykoli (EG) ja
DMF, kun taas asetoni, etanoli ja THF ovat osoittaneet heikkoa liuottavuutta (Goldmann et

al., 2019).

Kraft-prosessissa ligniinin rakenteen eetterisidokset katkeavat eméksisissd olosuhteissa
(Chio, Sain & Qin, 2019). Prosessi tuottaa ligniinid, joka voi siséltia alifaattisia tioliryhmia
(Chio, Sain & Qin, 2019). Kraft-ligniinin moolimassa on tyypillisesti vililld 1500-5000
g/mol (Hrtzova et al., 2023).

LIGNIN-G  ome

Kuva 4. Kraft-ligniinin oletettu kemiallinen rakenne (Lange, Decina & Crestini, 2013)
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2.2.2 Entsymaattisesti hydrolysoitu ligniini

Entsymaattisesti hydrolysoitu ligniini viittaa ligniiniin, jota syntyy biojalostamoiden bio-
massan esikésittelyd seuraavasta entsymaattisesta hydrolyysistd ja sokerifermentoinnista.

Prosessien tuloksena on ligniinirikasta jddnnostd: EHL:44. (Menezes et al., 2023.)

Menezin et al., (2023) mukaan entsymaattisen hydrolyysin tavoitteena on hajottaa lignosel-
luloosabiomassan sisdltamat hiilihydraatit, kuten selluloosa ja hemiselluloosa, kdymiskykyi-
siksi monomeerisiksi sokereiksi, kuten glukoosiksi ja ksyloosiksi. Ennen entsymaattista
hydrolyysid biomassa tdytyy esikésitelld, koska lignoselluloosan sisdltdma ligniini estda lig-
noselluloosan ja entsyymin vilisen vuorovaikutuksen (Menezes et al., 2023). Yleisid esiké-
sittelymenetelmid ovat kemialliset menetelmét, kuten happo- ja emiskisittelyt. (Aditiya et
al., 2016.) Hydrolyysin jalkeen monomeeriset sokerit muunnetaan halutuksi tuotteeksi, ku-
ten alkoholiksi, orgaaniseksi hapoksi tai muuksi sokeripohjaiseksi tuotteeksi (Menezes et al.,
2023). Téti seuraavat vield talteenotto-, erotus- ja puhdistusvaiheet, joiden jilkeen tulok-

sena on entsymaattisesti hydrolysoitua ligniinid (Menezes et al., 2023).

EHL liukenee vahvasti poolisiin orgaanisiin liuottimiin (Sang et al., 2023). Tyypillisesti
EHL:n moolimassa on 5000—10 000 g/mol ja sen massasta puhdistuksen jilkeen, jopa 10,0—
22,4 painoprosenttia voi olla sokereita (Eraghi Kazzaz & Fatehi, 2020).

2.2.3 Organosolv-ligniini

Organosolv-ligniinilla tarkoitetaan ligniinid, joka erotetaan orgaanisella liuottimella kemian
teollisuudesta tulleesta biomassasta. Orgaaniset puhtaat liuottimet syotetddn prosessissa kaa-
sumuodossa noin 200 °C lampétilassa, jolloin ligniinin liukoisuus kasvaa hoyryn katkais-

tessa eetterisidoksia. (Bilal et al., 2021.)

Bergrathin et al. (2023) mukaan organosolv-prosessissa biomassan ligniini ja hemiselluloosa
pilkkoutuvat kemiallisten reaktioiden seurauksena pienemmiksi komponenteiksi, joilla on
alhaisempi moolimassa. Prosessin pdétavoitteena on ligniinin erottaminen biomassasta. Tu-

loksena usein on erittdin puhdasta ligniinia.

Suurin osa organosolv-ligniinista ei liukene happamiin vesiliuoksiin, mutta liukenee emak-

sisiin liuoksiin, sekd useisiin poolisiin orgaanisiin liuottimiin (Lange, Decina & Crestini,
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2013). Organosolv-ligniinin moolimassa tyypillisesti on Hriizovan et al., (2023) mukaan
500-10 800 g/mol vililla. Eraghi Kazzaz ja Fatehin (2020) mukaan organosolv-ligniinin

moolimassa on alle 5000 g/mol.

2.2.4 Lignosulfonaatti

Lignosulfonaatti on kraft-ligniinin tavoin sellu- ja paperiteollisuudesta sivutuotteena saatava
materiaali, jossa ligniinin rakenteeseen on sitoutunut sulfoni-ryhmid (Anukam et al., 2021).
Lignosulfonaatti valmistetaan kayttdmélld rikkihappoa ja sulfiittisuolaa. Sulfiittisuola
useimmiten koostuu eri pH- tasoilla magnesiumista, kalsiumista, natriumista tai ammo-

niumista (Chen et al., 2021).

Lignosulfonaatti (kuva 5.) on erittdin vesiliukoinen, ja sen vesiliukoisuutta edistdd sulfiitti-
ryhmien sitoutuminen ligniinin bentseenirenkaisiin (Galkin & Samec, 2016). Rakenteeltaan
se on anionisesti varautunut hydrofiilisen sulfoniryhmén ldsnéolon vuoksi (Nasef, Sayed &
Mahmoud, 2024). Vesiliukoisuuden vuoksi lignosulfonaatti ei liukene orgaanisiin liuotti-
miin tehokkaasti. Se liukenee kuitenkin happamiin ja eméksisiin vesiliuoksiin, seki voimak-

kaasti poolisiin orgaanisiin liuottimiin (Lange, Decina & Crestini, 2013).

Lignosulfonaatin moolimassa tyypillisesti on 5000-50 000 g/mol (HrGzova et al., 2023).
Valmiissa lignosulfonaatissa on noin 30 painoprosenttia hiilihydraatteja, tuhkaa tai muita

epapuhtauksia (Galkin & Samec, 2016).
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Kuva 5. Lignosulfonaatin kemiallinen rakenne, mistd on korostettuna sulfoni-ryhmé
(Lange, Decina & Crestini, 2013)

Taulukossa 1. on koottu tydssi kisiteltdvien ligniinien perustietoa. Taulukossa puhtaudella
viitataan ligniinin siséltimien epdpuhtauksien miardin, kuten tuhkaan, hiilihydraatteihin,
sokereihin ja rikkiin. Organosolv-ligniini on puhtainta ja moolimassaltaan pienintd. Or-
ganosolv-ligniinin polydispersiteettiarvo viittaa kyseisen ligniinin olevan erittdin tasalaa-
tuista rakenteeltaan. Vastakohtana toimii lignosulfonaatti: sen moolimassa voi olla jopa kol-
minkertainen organosolv-ligniiniin verrattuna, rikkipitoisuus voi olla 8 % koko massasta, ja
polydispersiteettiarvon perusteella se on rakenteeltaan erittdin epédtasalaatuista. Puhtau-
denaste on yhteydessi polydispersiteettiin taulukon I. perusteella: mitd puhtaampaa ligniini
on, niin sitd tasaisempi sen moolimassajakauma on. Ligniinityypin mukaan niiden liuotta-
miseen on kaytetty erilaisia liuottimia, mutta taulukosta kéy ilmi, ettd kaikille yhteinen liu-

otin on vahvasti poolinen orgaaninen liuotin.
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Taulukko I. Teknisten ligniininen ominaisuuksia (Eraghi Kazzaz & Fatehi, 2020)

Tyyppi Mooli- Rikkipitoi- | Sokeripitoi- | Polydisper- | Puhtaus Liukoisuus
massa suus (paino- | suus (paino- | siteetti
(g/mol) | %) %)
Kraft <25 000 1.0-3.0 1.0-2.03 2.5-4.0 Korkea Poolisiin
orgaanisiin
EHL 5 000-10 | 0-1.0 10.0-22.4 1.5-3.0 Keskikorkea | Vahvasti
000 poolisiin
orgaanisiin
Organosolv <5000 0 1.0-3.0 1.5-2.4 Erittdin kor- | Poolisiin
kea orgaanisiin
Lignosulfonaatti | <15000 | 3.5-8.0 0 4.2-9.0 Matala Vahvasti
poolisiin
orgaanisiin

2.3 Liukoisuuden tutkiminen Hansenin liukoisuusparametrilld

Teknisten ligniinien liukoisuutta on tutkittu kokeilemalla erityyppisid liuottimia. Tassd
tyossd hyodynnetdén Hansenin liukoisuus parametrid (HSP) erityyppisten liuottimien ja lig-
niinien yhteensopivuuden arvioinnissa. Hansenin liukoisuusparametrien avulla ndhdién or-
gaanisten liuottimien poolisuus (Hansen, 2000). HSP:td hyddynnetdén seosten valmistuk-

sessa ja sekoittuvuuden arvioinnissa (Fink, 2021).

Hansenin parametri koostuu kolmesta eri tekijistd: molekyylien vélisistd dispersiovuorovai-
kutuksista aiheutuvasta energiatiheydestd (6D), dipoolisten molekyylien vilisten voimien
atheuttamasta energiasta (0P) ja molekyylien vélisisti vetysidoksista aiheutuvasta energiasta
(0H) (Fink, 2021; Hansen, 2000). Nami kolme parametrid muodostavat kolmiulotteisen
koordinaattijrjestelmén, jota kutsutaan Hansenin avaruudeksi (Jimenez & Ford, 2021). Néi-

den kolmen parametrin suure on energiatiheys, jonka yksikko on Pa”.

Kaavalla 1. lasketaan Ra, joka kuvaa polymeerin ja liuottimen vélistd etdisyyttd Hansenin
avaruudessa. Tatd voidaan hyodyntdd ligniinien liuottimen valinnassa. Kaavassa 1. verrat-

taan livottimen ja liuotettavan aineen HSP- arvoja.
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Ra? = 4(6D, — 6D,)? + (6P, — 6P,)% + (6H; — 6H,)? (1.)
jossa Ra on polymeerin ja liuottimen vélinen etdisyys,
6D on dispersiovuorovaikutus
6P on dipooliset vuorovaikutukset

6H on vetysidosten vuorovaikutukset

Kaavalla 2. mééritetddn liuottimen ja liuotettavan aineen yhteensopivuus. RO edustaa rajata-
pauksena tilannetta, jossa aineet vield voivat liueta toisiinsa ilman uusien faasien muodostu-

mista seokseen.

Ba o1 )

jossa R, on liukenemisalueen raja.

Kuvassa 6. on esitettynd Hansenin avaruus. Polymeerin liukoisuusalue miéraytyy RO arvon
pohjalta. RO on polymeerikohtainen ominaisuus, joka muodostaa rajat hyvélle ja huonolle
livottimelle. RO méadritetdén polymeereille suorittamalla liukoisuuskokeita. Kuvasta 6. nédh-
dédn, ettd kun Ra on suurempi kuin RO, niin kyseinen liuotin ei ole soveltuva polymeerin

livottamiselle.
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Kuva 6. Yksinkertaistettu hahmotelma Hansenin avaruudesta, jossa sininen pallo on
polymeerin liukoisuusalue, punainen piste huono liuotin ja vihred piste hyva liuotin (Lee et

al., 2021)

Hansenin avaruuteen sovitettavat pisteet taytyy madarittdd kokeellisesti. Tassa tyossd HSP-
arvot ovat otettu aikaisemmin toteutetuista tutkimuksista. Useille orgaanisille liuottimille
HSP-arvot ovat maédritetty jo kokeellisesti ja niitd voidaan hyddyntdd liukoisuuden
tutkimisessa. Polymeereillekin HSP-arvoja on maidéritetty runsaasti, mutta ligniineiden
liukoisuutta tdlla tyylilli on tutkittu vield kohtalaisen védhidn. Se voi johtua ligniinin
vaihtelevasta rakenteesta, jonka vuoksi absoluuttisia HSP-arvoja ligniinille on mahdotonta

madrittas.

3 Ligniinin moolimassamairitykseen liittyvid haasteita

Téssd kappaleessa hahmotellaan timén kandidaatintyon keskeiset tutkimusongelmat. Uutta
analyysimenetelmaa kehittdessd on syyti selvittidd kyseisen analytiikan keskeisimmét ongel-

mat, joihin eluentin valinnalla pystytddn vaikuttamaan. HPLC-SEC mittausten suurin



24

epdvarmuus ligniinid analysoitaessa, johtuu méiiritykseen vaikuttavista vuorovaikutuksista
ja mittausolosuhteista. Ei-toivotut vuorovaikutukset voivat véaristiaa tuloksia, minkd vuoksi

niiden huomioiminen analyysissd on tarke&a.

3.1 Liukoisuus

Yleinen sddnto liukoisuudessa on, ettd samanlainen liuottaa samanlaista. Talla tarkoitetaan,
ettd aineet liukenevat helpoiten niiden omaa poolisuutta ja kemiallista rakennetta muistutta-
viin livottimiin. Orgaanisella liuottimella viitataan laajaan joukkoon kemiallisia yhdisteiti,
joiden rakenteessa on vihintddn yksi hiiliatomi sitoutuneena kovalenttisesti toiseen erilai-
seen atomiin. Orgaanisia liuottimia ovat esimerkiksi alkoholit, eetterit, esterit ja ketonit.
(Sainio, 2015.) Alkalisella liuottimella viitataan korkean pH-arvon (>7) omaavaa, usein ve-

sipohjaista liuoista, johon on liuotettu emésta.

Ligniinin liukoisuus vaihtelee runsaasti ligniinityypin, moolimassan, esikisittelyn ja hyd-
roksyyliryhmien lukumééridn vaikutuksesta. (Goldmann et al., 2019; Sameni, Krigstin &
Sain, 2017.) Ligniineilld on alhainen liukoisuus useisiin liuottimiin (Andrianova et al.,
2018). Yleisid ligniiniliuottimia, joita tutkimuksissa on kaytetty ovat DMSO, DMF ja 2-
metoksietanoli (Ruwoldt, Tanase-Opedal & Syverud, 2022). Hydroksyyliryhmit ovat poo-
lisia, jonka vuoksi niiden ldsndolo lisdd yhdisteen liukoisuutta poolisiin yhdisteisiin, kuten
veteen. Ligniinin alhainen moolimassa puolestaan edistdd sen liukoisuutta orgaanisiin liuot-
timiin.

Heksaani, dietyylieetteri, dikloorimetaani ja dioksaani ovat teollisuudessa véltettyjd liuotti-
mia niiden turvallisuus-, ympdristo-, ja sdéntelyndkokulmien vuoksi (Duval et al., 2016).
Analyyttisiin tarkoituksiin kiinnostavimmat orgaaniset eluentit ovat DMF, DMAc ja DMSO
(Duval et al., 2016). Néiden eluenttien tutkimuskaytostd ei kuitenkaan ole runsaasti rapor-
toitu vield, minkd vuoksi niiden soveltuvuutta tiytyy tutkia lisdd yhteisen eluentin 19yta-

miseksi ndille neljélle ligniinille.
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3.2 Toissijaiset vuorovaikutukset

Ligniinin erottelua héiritsee ei-toivotut toissijaiset vuorovaikutukset. Vuorovaikutuksia ai-
heutuu ligniinien heteropolymeeriluonteesta ja niiden sisdltimistd erilaisista funktionaali-
sista ryhmistd. Menetelma ei tapahdu siis pelkistddn kokoerottelun pohjalta, vaikka se olisi-
kin optimaalisin tilanne. Ligniinin moolimassamairityksen epavarmuuden minimoimiseksi
Andrianova et al., (2018) ehdottaa toissijaisten vuorovaikutusten luonteen tutkimista, jonka
avulla voitaisiin valita stationdérifaasi ja analyysin kalibrointistandardit. (Andrianova et al.,

2018.)

Toissijaisia vuorovaikutuksia HPLC-SEC:114 ligniinille ei ole vield juurikaan tutkittu, mutta
samaa menetelméd on hyddynnetty proteiinien moolimassaméérityksiin (Andrianova et al.,
2018). Lambrecht et al., (2015) tuovat artikkelissaan esille, ettd proteiineilla ja kolonnin
sisdltimien hartsien vililld on mahdollista esiintyd vety- ja ionisidoksia, sekéd hydrofobisia
ja kovalenttisia vuorovaikutuksia, jotka hiiritsevét kokoekskluusioerotusta. Tiedettavésti
teknisilld ligniineilld on ligniinityypisté riippuen vaihtelevissa méiérin toissijaisille vuorovai-

kutuksille alttiita rakenteita.

3.3 Kolonnista ja laitteistosta johtuvat rajoitteet

Kolonnin hiukkaskoolla, pituudella ja halkaisijalla on merkittivd vaikutus menetelmin toi-
mivuuteen (Dickie, 2024). Kolonnin sisdltdmien partikkeleiden pieni koko luo analyyttisille
vuorovaikutuksille suuremman pinta-alan, joka johtaa parempiin mittaustuloksiin. Ongel-
mana kuitenkin usein on, ettd pieni hiukkaskoko lisdd kolonnin virtausvastusta, mikéd puo-
lestaan nostaa jarjestelmépainetta (Dickie, 2024). Liian korkea paine voi vahingoittaa ndy-
tettd ja kolonnia. Liikkuvan faasin korkea viskositeetti edellyttdd korkeamman jérjestelma-

paineen kayttéd (Dickie, 2024).

Vaikka tietty liuotin liuottaisi ligniinin hyvin, se ei vilttimatta ole automaattisesti paras rat-
kaisu moolimassaméérityksiin. HPLC-SEC on laitteisto, jonka kestdvyys vahvojen kemi-
kaalien kanssa pitdd ottaa huomioon. Osa liuottimista ovat vahvasti korroosiota aiheuttavia,
mika tarkoittaisi, ettd kolonnit eivit kestdisi kemikaalia laisinkaan tai niitd jouduttaisiin uu-
simaan jatkuvasti. Myds laitteiston muut osat, kuten pumput, venttiilit ja liitokset kuluisivat

nopeasti, mikd edelleen lisdisi huoltokuluja ja mittausepdvarmuutta.
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Standardien méérittiminen HPLC-SEC laitteistolle ohjaa laitteen antamia tuloksia. Laittee-
seen analysoidaan standardit, joita kdytetddn vertailuarvoina nédytteiden antamille tuloksille.
Ligniineille ei ole vield kyetty méérittiméén yhté selkeédé standardisarjaa, johtuen ligniinien
erittdin heteropolymeerisestd luonteesta (Andrianova et al., 2018). Standardien puuttuminen
hankaloittaa tulosten tulkittavuutta ja voi aiheuttaa systemaattista virhetté eri ligniinien vé-

lilla.
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4  Kohti parempia ligniinin moolimassamaéarityksia

Tassd kappaleessa ehdotetaan mahdollisia ratkaisuja tutkimusongelmiin, joita on edellisen

kappaleen aikana nostettu esille.

4.1 Ligniinin liukoisuuden optimoiminen eluentin valinnalla

Ligniinin liukoisuuden optimoimiseksi liuottimen taytyy olla kaikille ligniinityypeille sovel-
tuva. Ligniinin liukoisuutta voidaan parantaa valitsemalla sille soveltuva liuotin tai derivati-

soimalla sen rakennetta.

4.1.1 Ligniinin tyypin vaikutus liukoisuuteen

Kuva 7. havainnollistaa Dastpakin et al., (2020) tutkimuksen tuloksia, siiti ettd organosolv-
ligniinin liukoisuus on kaikissa liuottimissa korkeampi verrattuna kraft-ligniiniin. Taulu-
kosta I. puolestaan nékyi, ettd organosolv-ligniini on puhtaampaa ja tasalaatuisempaa kuin
kraft-ligniini. Organosolv-ligniini on myds kooltaan huomattavasti pienempaa kuin kraft-
ligniini. Tama saattaa selittdd organosolv-ligniinin paremman liukoisuuden verrattuna kraft-
ligniiniin. DMSO:n vahvan poolisuuden ja orgaanisuuden vuoksi se mahdollisesti voisi liu-
ottaa kraftin ja organosolvin lisdksi myos lignosulfonaatin ja entsymaattisesti hydrolysoidun

ligniinin.
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Kuva 7. Kraft- ja organosolv-ligniinin liukoisuus pitoisuudella 20 g/L eri liuottimiin
(Dastpak et al., 2020)

4.1.2 Liukoisuuden laskennallinen arviointi

HSP-arvojen avulla voidaan kartoittaa liuotinvaihtoehtoja. Alla olevassa taulukossa II on

esitettynd eluenttivaihtoehtojen ja saatavilla olleiden ligniinien HSP-arvot, sekéd liukoisuus-

alueiden séteitd. Taulukossa II. on vertailun vuoksi HSP-arvot vedelle. Vesi on erittdin poo-

linen yhdiste, joka muodostaa helposti vetysidoksia. Sen vuoksi veden vetysidosten liukoi-

suusparametri on huomattavasti suurempi kuin kaikkien muiden liuottimien.

Taulukko II. Liuottimien ja ligniinien HSP-arvoja (6D on dispersiovuorovaikutus, §P on

dipooliset vuorovaikutukset, §H on vetysidosten vuorovaikutukset) ja ligniinien liukoisuus-

alueen siteitd (Date et al., 2011; Hansen, 2000; Ajao, Benali & El Mehdi, 2021)

posaostettu havu-

puun kraft

Liuotin/ligniini D MPa* P MPa” H MPa* R,
DMSO 18.4 16.4 10.2 -

THF 16.8 5.7 8.0 -

DMF 17.4 13.7 11.3 -

EG 17.0 11.0 26.0 -

Vesi 15.5 16.0 423 -
Organosolv 21.83 21.26 11.93 19.9
Mineraalihap- 19.72 18.42 16.23 13.50
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Lignosulfonaatti 12.17 20.80 30.16 14.60

Teknillisille ligniineille on madritetty tietokonesimuloinnin ja kokeellisen osuuden avulla
HSP-arvoja ja ligniineille soveltuvia liuottimia (Ajao, Benali & El Mehdi, 2021). Arvot kui-

tenkin ovat erittdin ligniinikohtaisia, eikd niitd voida pitdé yleispatevini kaikille ligniineille.

Taulukon II. arvojen perusteella on piirretty Hansenin avaruus lignosulfonaatille, seké or-
ganosolv- ja kraft-ligniineille. Kaikkien kolmen ligniinityypin Hansenin avaruudet on esi-

tetty kuvassa 8, jossa ndkyy myos yleisimmat liuottimet.

P [

.*f.l
oo DMF
L ] 1
.I. il 5 THF
1 g =" Bl T = ¥ S0
_— ¢
_._.r-"" _..-__.,____‘_.___'.__.._
P
o
u
[ ]
H
LS
[
[]
. DI
. ..
1 DMS
_,_--'""‘FL-F ___‘-_-_"_——h
-

Kuva 8. Organosolv-ligniini (OL), kraft-ligniini (KL) ja lignosulfonaatti (LS) esitettynd
Hansenin avaruudessa livottimien laskennallisen soveltuvuuden havainnollistamiseksi. Vih-
red véri kuvaa hyvéaa liuotinta ja punainen véri huonoa liuotinta



30

Kuvasta 8. ndhdéén, ettd kraft- ja organosolv-ligniineille DMSO ja DMF ovat huomattavasti
muita vertailtavia liuottimia parempi. Samaan tulokseen Dastpak et al., (2020) olivat paity-
neet tutkimuksessaan. Andrianovan et al., (2018) mittausten mukaan kraft-ligniinin liuotta-
minen THF:d4n oli kéyttokelpoinen vaihtoehto. THF ei kuitenkaan HSP-arvoiltaan asetu
kraft-ligniinin liukoisuusalueen sisddn, mika viittaisi siihen, ettei se liuota kraft-ligniinia.
Hansenin liukoisuusparametrien antamat tulokset ovat kuitenkin suuntaa antavia ja ligniini-
kohtaisia, minkd vuoksi Andrianovan tulosta THF:n kiyttdmisestd ei voida kokonaan ku-

mota.

Sang et al., (2023) tutki EHL:n liukoisuutta liuottimen poolisuuden suhteen hyodyntamalla
Hansenin vetysidosten liukoisuusparametrid. Tutkimuksessa tutkittiin alhaisen poolisuuden
omaavia liuottimia kuten sykloheksaania ja vertailuna korkeamman poolisuuden liuottimia
kuten metanolia ja etyleeniglykolia. EHL liukeni ldhes tiydellisesti etyleeniglykoliin, mutta
vain 47,9-prosenttisesti metanoliin, jonka poolisuus on ldhes sama kuin etyleeniglykolilla.
Ero liukoisuudessa johtuu todennikdoisesti etyleeniglykolin ja metanolin kemiallisten raken-
teiden poikkeavuudesta. Etyleeniglykoli sisédltdd kaksi hydroksyyliryhméé, kun metanoli
vain yhden. Kuvassa 9. on esitettynd EHL liukoisuus eri vetysidosten liukoisuusparametrin

omaaviin livottimiin.
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Kuva 9. Liuenneen EHL:n mééré verrattuna liuottimen vetysidosten liukoisuusparametriin
(Sang et al., 2023)
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Lignosulfonaatti ei Hansenin avaruuden mukaan liukene DMSO:hon, DMF:4in, eikd
THF:&én. Se kuitenkin liukenee etyleeniglykoliin ja veteen hyvin. Etyleeniglykoli liuottaa
hyvin my6s EHL:44 Sangin et al., (2023) tutkimuksen mukaan. Entsymaattisesti hydrolysoi-
dusta ligniinisté ei samankaltaisia HSP-arvoja ole toistaiseksi saatavilla. Arvojen puuttumi-
nen johtuu todennidkoisesti siitd, ettd kyseistd ligniinid ei ole tutkittu yhtd runsaasti kuin
muita teknisid ligniinejd. Hansenin avaruuden antamat tulokset vahvistavat ajatusta, etti
DMSO on hyvé liuotin kraft- ja organosolv-ligniineille, seké etyleeniglykoli voisi toimia

lignosulfonaatin, ja entsymaattisesti hydrolysoidun ligniinin liuottimena.

4.1.3 Ligniinin asetyloiminen liukoisuuden parantamiseksi

Derivatisoimalla ligniinid saadaan muokattua sen rakennetta haluttuun suuntaan. Moolimas-
samadrityksissd halutaan mahdollisimman muokkaamaton muoto ligniinistd. Taulukosta I.
nihtiin, ettd organosolv-ligniini on kaikista tdssd ty0ssi tutkittavista ligniineistd puhtainta,
se omaa pienimméin moolimassan ja on tyypillisesti pienikokoisinta. Alla olevassa kuvassa
10. on esitettynd neljén erilaisen ligniinin liukoisuutta orgaanisiin liuottimiin. Kuvasta 10.
ndhddédn selkedsti, ettd asetylointi edistdd kaikkien kyseisen tutkimusten ligniinien liukoi-
suutta merkittdvissd médrin. Kuvasta 10. kuitenkin ndhddén, ettd molemmat kraft-ligniinit

liukenevat hyvin myds asetyloimattomana DMSO:hon ja pyridiiniin.
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Kuva 10. Muokkaamattoman ligniin ja asetyloidun ligniinin liukoisuus eri liuottimiin esitet-
tynd pylviskaavioina. L1 on bioetanolin jdémista eristettyd ligniinid, L2 on kraft-ligniinia
eristettynd lehtipuun mustalipedstd, L3 on kaupallista havupuun kraft-ligniinid, L4 on kau-
pallista soodaligniinid, ACL-muodot néisti ligniineistd ovat asetyloituja versioita. (Sameni,
Krigstin & Sain, 2017)

Rakenteeltaan muokattu ligniini liukenee helpommin erilaisiin orgaanisiin liuottimiin, mutta
se siséltdd moolimassatutkimusten kannalta ongelman. Tavoitteena on tutkia erityyppisten
ligniinien moolimassaa ja sen jakautumista mahdollisimman tarkasti, minka vuoksi asetyloi-
malla liukoisuuden parantaminen ei sovellu tutkimustarkoitukseen. Kokoekskluusiokroma-
tografian antamat tulokset eivét olisi todenmukaisia, eikd niitd voisi verrata suoraan tuotan-
nosta saataviin ligniineihin. Andrianovan et al., (2018) mukaan asetylointi monimutkaistaa

ligniinin analysointia ja mahdollisesti, jopa vadristdd tuloksia.

Andrianovan et al., (2018) tutkimuksessa oli huomattu, ettid asetyloidun ligniinin tulokset
osoittivat epérealistisia moolimassoja, johtuen asetyyliryhmien liittymisestd ligniinin kemi-
alliseen rakenteeseen. Esakkimuthun et al., (2022) tutkimuksessa asetyloidun ligniinin huo-
mattiin aggregoituvan SEC-kolonnin sisilld, kun liuottimena oli poolinen aproottinen liu-
otin, kuten DMSO. Aggregoitumista yritettiin ehkaisté lisidmalla liuottimeen suolaa, kuten
LiBr:44, mutta aggregoitumista ilmeni siitd huolimatta merkittavissd méérin. Aggregoitumi-
sella kolonnin sisélld viitataan yhdisteiden kerddntymiseen suuremmiksi kokonaisuuksiksi,
joka voi esiintyd analyysissd moolimassan kasvuna. Asetyloinnin vaikutuksen suuruutta

moolimassan kasvuun ei pystytd ennakoimaan varmasti (Andrianova et al., 2018).
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4.1.4 Liuottimien viskositeetin soveltuvuus analyysiin

Aikaisempien tarkasteluiden pohjalta teknisille ligniineille on todettu hyviksi liuottimiksi
DMSO ja etyleeniglykoli. Niitd on kéytetty ligniinien moolimassatutkimuksissa aikaisem-
minkin, mutta niiden kayttoon liittyy analyysid hankaloittavia ongelmia. DMSO:n on todettu
livottavan organosolv- ja kraft-ligniini lahdes téydellisesti, kun taas EHL ja lignosulfonaatti
liukenee etyleeniglykoliin hyvin. Etyleeniglykolin ja DMSO:n rakenteissa on kuitenkin

eroja ja niiden ominaisuudet vaikuttavat niiden soveltuvuuteen HPLC-SEC laitteistoon.

Etyleeniglykolin viskositeetti on 25 °C ldmpétilassa 16,1 cP (PubChem, n.d) kun taas
DMSO:n viskositeetti samassa ldmpdétilassa on 1,991 cP (Gaylord Chemical Company, n.d).
Korkean viskoottisuutensa vuoksi etyleeniglykoli ei todennékdisesti sovellu HPLC-SEC tut-
kimuksiin. Se mahdollisesti tukkii laitteiston tai sen korkean viskositeetin vuoksi eluentin
virtausnopeuden tulisi olla erittdin matala, jotta paine pysyisi analyysissé riittivéin matalana.
Etyleeniglykolin kiehumispiste on noin 197 °C (PubChem, n.d). Korkea kiechumispiste mah-
dollistaisi viskositeetin laskemisen ldmpdtilaa nostamalla, minké seurauksena sen kayttdmi-
nen eluenttina voisi tuottaa parempia tuloksia. Etyleeniglykolin viskositeetti 100 °C [ampd-

tilassa on 1,975 cP (PubChem, n.d) eli ldhes sama kuin DMSO:1la huoneenlammassa.

Etyleeniglykoli on vesiliukoista (PubChem, n.d). Viskositeetin pienentdmiseksi etyleenigly-
koli voitaisiin liuottaa veteen tai toiseen orgaaniseen liuottimeen ja kdyttda liuottimena esi-
merkiksi vesi-etyleeniglykoli-liuosta. Veden ldsnéolo lisdé kuitenkin mahdollisia toissijaisia
vuorovaikutuksia kolonnin sisdltdmien materiaalien kanssa. Vaihtoehtoisesti eluentiksi voisi
valmistaa etyleeniglykolin ja DMSO:n sekoituksen. DMSO ja etyleeniglykoli ovat ominai-
suuksiltaan hyvin samankaltaisia, jonka vuoksi ne myds liukenisivat toisiinsa. Huoneenldm-
mossd seoksen viskositeetti olisi oletettavasti liian korkea HPLC-SEC analyysiin. Nosta-
malla ldmpdétilaa eluentin viskositeetti voitaisiin mahdollisesti saada kuitenkin riittdvin al-

haiseksi.
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Kuva 11. DMSO:n ja EG:n viskositeetit [impdtilan funktiona (PubChem, n.d; Gaylord Che-
mical Company, n.d)

4.2 Toissijaisten vuorovaikutusten minimointi eluentin ja stationdérifaasin valinnalla

Ligniineille on oletettavissa erityisesti vety- ja ionisidokset kolonnin stationdérifaasin
kanssa. Sidokset aiheuttavat hdiriotd analyysiin, mikd voi ilmetd kromatogrammien hanka-
loituneena tulkittavuutena piikkien heikon erottuvuuden vuoksi tai virheellisend moolimas-

sana.

Wangin et al., (2023) ja Yokoyaman et al., (1998) tutkimusten ajatuksena oli pyrkié esté-
madn ei-haluttuja vuorovaikutuksia lisddmalld suolaa. Wang et al., (2023) tutkimuksessa
DMSO:n sekaan liséttiin littumkloridia (LiCl). Lisdyksen takana oli ajatus siitd, ettd lisda-
minen voisi parantaa analyysin laatua vdhentdmalla toissijaisia vuorovaikutuksia analyysin
aikana, sekd mahdollisesti parantaa ndytteiden liukoisuutta. Yokoyama et al., (1998) tutki-
muksessa DMSO:n sekaan liséttiin littumbromidi (LiBr) suolaa, ehkdisemdin toissijaisten
vuorovaikutusten syntymistd. Bromidi- seki kloridi-ioni ovat varauksen -1 omaavia ioneja,

mink& vuoksi niiden kéyttdytyminen DMSO:n seassa on oletettavasti hyvin samankaltaista.

Lignosulfonaatti on luonteeltaan erittdin negatiivisesti varautunutta, jonka vuoksi ionivuo-
rovaikutukset kolonnin sisilld ovat oletettavissa. Negatiiviseen varaukseen voitaisiin vaikut-

taa esimerkiksi lisddamélla DMSO:hon litiumkloridia. Voidaan olettaa, ettd suolan
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lisdédminen vaimentaa negatiivisten ionien muodostamia sdhkdkenttid, mikd puolestaan hei-
kentdd sekd sulfonaattiryhmien ettid kolonnimateriaalin séhkokenttid. Tama véhentda toissi-

jaisten, ei-toivottujen vuorovaikutusten mahdollisuutta ndytteen ja kolonnin vélilla.

Andrianova et al., (2018) osoitti tutkimuksessaan toissijaisten vuorovaikutuksen voimak-
kaan vaikutuksen molekyylien kokoerotukseen kolonnissa. Vuorovaikutusten olemassaolo
todistettiin kolmella erilaisella kolonnilla, joiden sisdlld olivat erilaiset stationddrifaasit:
HPMA, GDVB ja PS-DVB. HPMA on poolinen voimakkaasti hydroksyloitu kiinteéfaasi,
GDVB divinyylibentseeniyhdiste, johon on sitoutunut glukoosirenkaita, ja PS-DVB on po-
lystyreenidivinyylibentseenipolymeeri. Ndiden kolmen stationéddrifaasin kemialliset raken-

teet ovat esitettynd kuvassa 12.

GDVB P5-DVB

Kuva 12. Tutkittujen stationddrifaasien materiaalit ovat HPMA, GDVB, PS-DVB (Andri-
anova et al., 2018)

Eluutiotilavuudella tarkoitetaan eluentin tilavuutta, joka kulkee kolonnin lépi ennen kuin
analyytti eluoituu ulos. Alla olevan kuvan 13. kuvaajista 1, 2 ja 3 voidaan tarkastella kolon-
nista eluoituvien yhdisteiden eluutiotilavuuden riippuvuutta moolimassan logaritmisesta ar-
vosta. Erityisesti kuvaajassa 3. eluutiotilavuus ja moolimassa muodostavat selkeimmén tren-
din néistd kolmesta: suurimmat molekyylit eluoituvat pienimmill tilavuuksilla, kuten ana-
lyysissd on oletettukin. HPMA:n ja GDVB:n kuvaajista nihdéén, ettd kolonnin sisélld vai-
kuttaa merkittdvissd midrin muitakin vuorovaikutuksia, kuin pelkéstiin kokoerottelua. Suu-

ria molekyylejd eluoituu suurilla eluoitumistilavuuksilla, eikd selkedd korrelaatiota
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moolimassan ja eluutiotilavuuden vililld ole havaittavissa. GDVB-kuvaajassa datapisteita
on viahiten. Naytteen aggregoituminen kolonnin stationddrifaasiin on todennikdinen selitys

vahiisen ndytemadrin eluoitumiselle.
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Kuva 13. Andrianovan tutkimuksessa toissijaisten vuorovaikutusten todistukseen kaytetty-
jen kolonnimateriaalien eluutiotilavuus ligniinin moolimassan suhteen (Andrianova et al.,
2018)

Andrianovan et al., (2018) tutkimuksessa epdiltiin, ettd havaittujen toissijaisten vuorovaiku-
tusten taustalla olivat vetysidokset stationddrifaasin materiaalin kanssa. Andrianova et al.,
(2018) suosittelee ligniinianalyyseissd kidyttimain poolittomia stationddrifaaseja, jotka eivit
ole alttiita vetysidoksille. Kuvasta 11. ndhdddn, ettd PS-DVB on kaikista kolmesta raken-
teesta poolittomin. Kuvan 13. kuvaajan 3. tulokset tukivat poolittoman materiaalin valintaa:
PS-DVB-materiaalilla kokoekskluusio oli hallitseva erotusmekanismi, ja toissijaiset vuoro-

vaikutukset olivat vihdisempid verrattuna muihin tutkimuksessa kiytettyihin materiaaleihin.

PS-DVB vaikuttaa lupaavalta materiaalilta toissijaisten vuorovaikutusten vdhéisyyden kan-
nalta. Wilson et al. (1998) mukaan PS-DVB on styreenin ja divinyylibentseenin kopoly-

meeri. Se sisdltdd poolittomia funktionaalisia ryhmid (Cao et al., 2018), ja divinyylibentseeni
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toimii silloitusaineena, miké johtaa polymeeriketjujen verkostoitumiseen. Tdma verkosto te-
kee rakenteesta erittdin huokoisen. PS-DVB-hartsit ovat hydrofobisia, kestidvét korkeita 1am-
potiloja, ovat mekaanisesti lujia ja kemiallisesti stabiileja. Ndiden ominaisuuksien ansiosta
PS-DVB:td on kéytetty kokoekskluusiokromatografiassa stationdérifaasina. (Wilson et al.,

1998.)

4.3 Kolonnin ongelmien ratkaiseminen

Kolonnin valinnassa tdytyy huomioida kolonnin stationdérifaasin materiaali, huokoskoot,
pH-alue ja soveltuvuus tutkittaville ndytteille, sekd kéytettdvéin liuottimen vaikutus kolon-

niin ja kaytettavét kalibrointi standardit.

4.3.1 Stationddrifaasin materiaalin ja kolonnin valinta

Ligniinin ollessa orgaaninen polymeeri, jolla on erittdin heterogeeninen rakenne, on sen poo-
lisuus epétasaisesti jakautunutta. Ligniinin molekyylipaino riippuu tiysin ligniinin tyypisti
ja valmistusmenetelmaésti, minkd vuoksi kolonnin moolimassa-alueen téytyy olla tutkimus-
ten alkupuolella laaja, koska tieto ndytteiden moolimassajakaumasta on vield vihéista. Lig-
niinit siséltdvit hydrofobisia, sekd hydrofiilisid osia riippuen ligniinin tyypistd. Ldhtokoh-

taisesti késitelldén ligniinid semi-poolisena rakenteena.

Taulukko IIT Kolmen analyysiin mahdolisesti soveltuvan kolonnin kiyttotiedot (Agilent
Technologies, 2017; Tosoh Bioscience, n.d; Waters, n.d a)

Kolonni Agilent PLgel Waters XBridge | TSKgel  SW-
Premier kolonnit

Stationdérifaasi PS-DVB BEH Silika

Kiyttolampdtila o C max. 220 max. 80 20-60

pH 1-14 1-12 2,5-7,5

Esimerkkejd yhteensopivista | THF, DMSO, DMF Useat orgaaniset | Vesipohjaiset ja

liuottimista ja epdorgaaniset, | orgaaniset li-
esim: THF, uottimet
DMAc, DMF




38

DMSO-yhteensopivuus Useat mallit soveltuvat Ei varmuutta Soveltuu

Taulukosta III. ndhddén Agilent PLgel-kolonnin olevan néistd vaihtoehdoista ominaisuuk-
siltaan erittdin hyva vaihtoehto. Se kestdi korkeitakin 1amp0étiloja, silld on laajin pH-alue ja
se soveltuu vahvoille orgaanisille liuottimille. XBridge Premier-kolonnin DMSO kestévyy-
destd ei ole varmaa tietoa. Samasta kolonnista aiemmin kehitetty XBridge-muoto kestda
DMSO:ta, joten oletettavissa on Premium muodonkin kestdvan. TSKgel kolonnin SW-sarja
soveltuisi DMSO:n kiyttoon, mutta kyseiset kolonnit soveltuvat parhaiten vesiliukoisille ja

poolisille biomolekyyleille.

Andrianova et al., (2018) tutkimuksessa kdytettiin Agilentin PLgel-kolonnia, jonka stati-
onddrifaasina on PS-DVB. Kyseiset kolonnit soveltuvat orgaanisiin SEC-polymeerianalyy-
seihin. Analysoitavien yhdisteiden retentioaika on suoraan verrannollinen molekyylipainoon
ja kolonnin ominaisuudet, kuten huokoskoon ja partikkelikoon pystyvit valitsemaan omaan
tutkimukseen soveltuviksi. Kolonnien molekyylipainoalueella voidaan vaikuttaa tulosten

tarkkuuteen. (Agilent Technologies, 2017.)

Toinen kolonnivaihtoehto on Watersin XBridge Premier kolonnit. Kyseiset kolonnit koos-
tuvat BEH- hiukkasista ja HPS-teknologiasta. BEH on lyhenne sanoista Ethylene Bridged
Hybrid. Kyseiset partikkelit koostuvat kahdesta monomeerista, tetraetyyliortosilikaatti
(TEOS) ja bis(trietoksisilyyli)etaani (BTEE). (Waters, n.d, b.) BEH-materiaalit kestévit pai-
netta 1034 baariin asti ja ne ovat osoittaneet stabiilisuutta useille livottimille (Vancoillie,

Vergaelen & Hoogenboom, 2016).

HPLC-SEC laitteistoissa korkeiden lampdtilojen pitdminen on usein hankalaa. Vaikka lait-
teistot sisdltdvat kolonniuunin, ei uunin ldmpdétilaa voida asettaa liian korkealle, koska muu-
ten tutkittavan ligniinin rakenne voi reagoida 1ammodn kanssa. Watersin Xbridge Premier
kolonnin maksimi kéyttolampdétila on 80 °C, joka on suoraan este etyleeniglykolin kaytta-
miselle, mikéli se halutaan lammittdd 100°C. Agilentin PLgel kolonni kestdd 1lampoa 220°C

saakka.
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4.3.2 Kalibrointistandardien valinta tulosten optimoinniksi

Ilman laadukasta laitteiston kalibrointia ei analyysin antamat tulokset ole luotettavia. And-
rianovan et al., (2018) tutkimuksessa todettiin, ettd kayttamailld stationédérifaasina PS-
DVB:té ja standardeina polymeeristandardeja saatiin aikaan oikeanlaista moolimassapoh-
jaista erottelua. Luotettava SEC-kalibrointi saavutettiin, kun kéytettiin kahta rakenteellisesti
erilaista yhdistettd, jotka johtavat samaan kalibrointikdyrdén. Samat kalibrointikdyrét saa-
tiin, kun kédytettiin polystyreenid (PS) ja polymetyyliakrylaattia (PMMA). Kuvassa 14. on
esitetty Jordi Gel GBR- ja Agilent PLgel-kolonnin kalibrointisuorat.

GDVB (Jordi Gel GBR)
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Kuva 14. Jordi Gel GBR ja Agilent PLgel-kolonnin kalibrointisuorat kayttden PS:43 ja
PMMA:ta. (Andrianova et al., 2018)

Kuvassa 14. esitetddn kahden eri kolonnin, joilla on eri stationdérifaasit, muodostamat ka-
librointisuorat kahdella eri polymeerilld. Tulokset osoittavat, ettd PS-DVB:I14 saadut kalib-
rointisuorat menevédt pééllekkdin muodostaen yhden selkedn kalbrointisuoran. Kolonni,
jonka stationddrifaasina on GDVB, muodostaa kaksi erillistd kalibrointisuoraa, kun taas PS-

DVB-materiaalilla varustettu kolonni tuottaa yhden yhtendisen suoran.
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Esakkimuthun et al. (2022) tutkimuksessa PS ja PMMA toimivat osana universaalin kalib-
rointikdyrdn maarittdmistd. Tutkimuksen mukaan universaalikalibrointi on tarkempi vaihto-
ehto verrattuna perinteiseen standardikalibrointiin. Tdmé parannus johtuu universaalikalib-
roinnissa kiytettdvistd viskositeettidetektorista, jonka toiminta perustuu hydrodynaamiseen

moolitilavuuteen.

Ringena et al. (2006) havaitsivat, ettd perinteinen standardikalibrointi aliarvioi ligniinin to-
dellisen massan, miké johtaa systemaattisiin virheisiin erityisesti ligniinin moolimassan kas-
vaessa. Polystyreenisarjoja kéytetddan THF-pohjaisten analyysien kalibrointiin, kun taas
DMSO-pohjaisissa analyyseissd kdytetddn pullulaani-standardeja (Lange, Rulli & Crestini,
2016). Andrianova et al., (2018) tutkimuksessa liuottimena kéytettiin THF:44, mik4 johti

kalibroinnin suorittamiseen polystyreenilla.

DMSO:n kanssa kalibrointi on suositeltavaa tehdé pullulaani-standardeilla, koska pullulaani
liukenee hyvin DMSO:hon. Vaikka pullulaani on yhteensopiva jirjestelmén kanssa, se ei ole
ihanteellinen ligniinin analysointiin. Kuten ligniinin, myos pullulaanin hydrodynaamiset sa-
teet vaihtelevat, mika lisdd epavarmuutta analyysiin (Ahlbom et al., 2021). Talla hetkelld ei
ole saatavilla parempia kalibrointivaihtoehtoja ligniineille, minkd vuoksi universaalikalib-
rointi, joka kayttdd polystyreenid, polymetyylimetakrylaatilla tai pullulaania, on edelleen

kayttokelpoinen vaihtoehto liuottimen valinnan mukaan.
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5 Johtopaatokset

Kirjallisuustutkimuksen perusteella orgaanisen eluentin kdyttdminen ligniinin moolimassan
tutkimuksessa HPLC-SEC-menetelmilld on mahdollista, kun otetaan huomioon ligniinin
liukoisuus, laitteiston yhteensopivuus, sopiva kolonni ja detektori. DMSO:n, LiCl:n ja ety-
leeniglykolin seos vaikuttaa lupaavalta vaihtoehdolta eluentiksi, silld se liuottaa kaikkia lig-

niinityyppeja ja viahentda toissijaisia vuorovaikutuksia.

Agilentin PLgel-kolonni, jossa on PS-DVB-materiaali ja pullulaanistandardi, vaikuttaa kir-
jallisuusselvityksen perusteella soveltuvan ligniinianalyysiin, silld se minimoi toissijaisia
vuorovaikutuksia ja varmistaa luotettavat tulokset. On kuitenkin huomattava, ettd etyleeni-
glykolia ei ole aiemmin tiedettavisti kiytetty HPLC-SEC-analyysissd, minkd vuoksi sen so-

veltuvuus tdhdn menetelméain vaatii lisdtutkimuksia.

Ligniinin moolimassan médrityksen tarkkuutta voidaan edelleen parantaa kayttdmalla 21-
kulmaista MALS-detektoria. Perinteisesti ligniinin moolimassa on médritetty suhteellisesti
standardeihin verraten, mutta MALS mahdollistaa absoluuttisen moolimassan méérityksen
ilman standardien tarvetta. MALS tarjoaa tarkemman kuvan ligniinimolekyylien koosta ja
muodoista sekd mahdollistaa toissijaisten vuorovaikutusten vaikutusten arvioinnin. Kun
MALS yhdistetdén taitekerroin- tai UV-detektoriin, voidaan my0s ligniinin konsentraatio

madrittad tarkasti, mikd edelleen parantaa moolimassan laskentaa.

Tulevaisuudessa tutkimuksen tulisi keskittyd Hansenin liukoisuusparametrien tarkempaan
méadrittdmiseen eri ligniinityypeille, toissijaisten vuorovaikutusten minimointiin sekd uusien
livottimien ja kalibrointimenetelmien kehittimiseen. Lisdksi MALS-teknologian laajempi
kayttoonotto ligniinitutkimuksessa voisi merkittédvésti parantaa analyysien tarkkuutta ja luo-
tettavuutta. Taméd mahdollistaisi entistd paremman ymmaérryksen ligniinin rakenteesta ja

moolimassajakaumasta, miki olisi arvokasta seki tutkimuksen ettd teollisuuden tarpeisiin.
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