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Tämän kandidaatintyön tarkoituksena on löytää orgaaninen liuotin, joka soveltuu eluentiksi 

ligniinien kokoekskluusiokromatografiseen moolimassamääritykseen. Ligniinien mooli-

massamäärityksiä hankaloittaa erilaisten ligniinien heikko liukoisuus useisiin liuottimiin. 

Yleinen käytetty liuotin on natriumhydroksidin vesiliuos, mutta se ei liuota tehokkaasti kaik-

kia ligniinityyppejä. Tästä syystä orgaanisen materiaalin liuottaminen orgaanisella liuotti-

mella on tehokkaampi vaihtoehto. 

Työ pohjautuu kirjallisuuslähteisiin. Näiden lähteiden avulla on koottu laaja katsaus eri tek-

nisten ligniinien kemiallisista ominaisuuksista, kuten rakenteesta ja liukoisuudesta, sekä 

HPLC-SEC-laitteiston ja ligniinin liuottimen valintaan vaikuttavista tekijöistä. 

Tämän kirjallisuustutkimuksen perusteella orgaanisen eluentin käyttäminen ligniinin mooli-

massan määrittämisessä HPLC-SEC-menetelmällä on mahdollista, kun huomioidaan lignii-

nin liukoisuus, laitteiston yhteensopivuus liuottimen kanssa, sopiva kolonni ja detektori me-

netelmää kehittäessä.  

Lupaavaksi eluentiksi on tunnistettu DMSO:n, LiCl:n ja etyleeniglykolin seos. Kyseinen 

seos liuottaa tutkittuja ligniinityyppejä ja vähentää analyysiä häiritseviä toissijaisia vuoro-

vaikutuksia, kun taas muut pinnalle nousseet vaihtoehdot eivät liuota yhtä tehokkaasti tai 

lisäävät toissijaisia vuorovaikutuksia. Menetelmään soveltuisi analyysikolonni, jossa stati-

onäärifaasina on PS-DVB-materiaali, se on kemiallisesti kestävä, sekä kestää korkeitakin 

lämpötiloja. Ehdotetun seoksen, sekä erityisesti etyleeniglykolin käyttö SEC-analyysissä 

vaatii kuitenkin vielä lisätutkimuksia.  

  



SYMBOLI- JA LYHENNELUETTELO  

 

Yksiköt 

M molaarisuus  g/l 

𝑀𝑚 moolimassa  g/mol 

u atomimassa  Da 

p paine  bar 

T lämpötila  ºC 

δ  energiatiheys  𝑃𝑎½  

 

Lyhenteet 

HPLC-SEC korkean erotuskyvyn kokoekskluusionestekromatografia (Size Exclusion High 

Performance Liquid Chromatography)  

pH  vetyionikonsentraatio (Potential of hydrogen) 

UV-VIS ultravioletti näkyvä spektroskopia (Ultraviolet-Visible Spectroscopy) 

IR infrapuna spektroskopia (Infrared Spectroscopy) 

RI taitekerroindetektori (Refractive Index Detector) 

MALS monikulmainen valonsironta (Multi-Angle Light Scattering) 

THF tetrahydrofuraani 

DMF dimetyyliformamidi 

NaOH natriumhydroksidi 

DMSO dimetyylisulfoksidi 

EHL entsymaattisesti hydrolysoitu ligniini 

HSP Hansenin liukoisuusparametri (Hansen Solubility Parameter) 



DMAc dimetyyliasetamidi 

LiBr litiumbromidi 

LiCl litiumkloridi 

PS-DVB       polystyreeni-divinyylibentseeni 

EG etyleeniglykoli 

BEH etyleenisilloitettu hybridi (Ethylene Bridged Hybrid) 

HPS korkean suorituskyvyn pinta (High Performance Surfaces) 

TEOS tetraetyyliortosilikaatti 

BTEE bis(trietoksisilyyli)etaani 

PS polystyreeni 

PMMA polymetyylimetakrylaatti
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1  Johdanto 

Tässä työssä tarkastellaan neljän teollisesti valmistetun teknisen ligniinin kokoekskluusio-

kromatografiseen analyysiin vaikuttavia tekijöitä ja pyritään löytämään ligniinille orgaani-

nen liuotin alkalisen liuottimen tilalle.  

1.1  Työn tausta 

Uusiutuvien luonnonvarojen merkitys on kasvanut merkittävästi viime vuosina ja sen mer-

kitys tulee vahvistumaan edelleen. Ligniini on maailman toiseksi yleisin orgaaninen poly-

meeri, heti selluloosan jälkeen (Norgren & Edlund, 2014). Vaikka ligniini on erittäin yleinen 

materiaali, on sen käyttö toistaiseksi vielä rajallista. Ligniinin markkina-arvo on vahvistunut 

globaalisti, sillä uusia ekologisempia materiaaleja pyritään kehittämään jatkuvasti.  

Yhdistämällä kemianteollisuuden prosesseja ja ligniinin tarjoamia mahdollisuuksia on mah-

dollista tehdä ligniinistä huomattavasti ekologisempi korvike tällä hetkellä runsaasti käy-

tössä oleville fossiilisille materiaaleille, kuten polttoaineille. Tällä hetkellä ligniiniä käyte-

tään eniten energian tuotantoon, polttamalla paperi- ja sellutuotannon sivutuotteena saatua 

ligniiniä. Ligniinin soveltumista hydrogeeleihin, biopolttoaineisiin ja esimerkiksi kompo-

siitteihin on tutkittu (Vasile & Baican, 2023). Hyödyntämällä maailman toiseksi yleisintä 

orgaanista polymeeriä saataisiin kasvatettua biomuovien osuutta, joka on tällä hetkellä vain 

1 % vuosittaisesta muovituotannosta (Vasile & Baican, 2023) ja luotua enemmän ympäris-

töystävällisiä materiaaleja.  

1.2  Tutkimusongelma ja tavoite 

Ligniinin analysointiin on tällä hetkellä käytössä menetelmä, jossa kiinteät ligniininäytteet 

liuotetaan 0,1- tai 1- molaariseen (M) natriumhydroksidiin (NaOH), jonka jälkeen nestemäi-

sessä muodossa olevat näytteet analysoidaan nestekromatografilaitteiston läpi käyttäen ko-

koekskluusio kolonnia ja eluenttina 0,1 M natriumhydroksidia. Ongelma, johon tässä työssä 

paneudutaan, on kiinteän ligniinin heikko liukoisuus. Ligniinin ominaisuudet vaihtelevat sen 
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valmistusprosessin mukaan, minkä vuoksi kaikki ligniini ei liukene kokonaan natriumhyd-

roksidin vesiliuokseen, joka on alkalinen liuotin. Tutkimuksen tavoitteena on löytää vaihto-

ehtoinen orgaaninen liuotin ligniinille, joka toimisi myös moolimassa-analyysissä eluent-

tina. 

Työssä käsitellään ensin ligniinin ominaisuudet ja molekyylirakenne, sekä kokoekskluusio-

kromatografian toimintaperiaate ja toimivuutta rajoittavat tekijät. Tämän jälkeen keskitytään 

orgaanisten liuottimien soveltuvuuteen eri teollisten ligniinien moolimassamäärityksissä.  

1.3  Materiaalit ja menetelmät 

Tämä tutkimus perustuu kirjallisuus- ja verkkolähteisiin, joiden avulla on koottu katsaus lig-

niinin moolimassamäärityksistä HPLC-SEC-menetelmällä. Lähteitä on haettu seuraavista 

tietokannoista: LUT Primo, Elsevier ScienceDirect, Web of Science, Google ja Google 

Scholar. Edellä mainituista lähteistä on etsitty tieteellisiä artikkeleita ja tutkimuksia, jotka 

käsittelevät ligniinin liukoisuutta, eluenttien valintaa sekä HPLC-SEC-laitteiston soveltu-

vuutta ligniinianalyysiin. Lähteitä on haettu käyttämällä eri hakusanoja, joiden avulla on 

löydetty useita tutkimuksia, jotka käsittelevät samoja aiheita eri tutkimuskulmista. 

Kirjallisuuslähteiden lisäksi ligniinin liukoisuutta on arvioitu laskennallisesti Hansenin liu-

koisuus parametrien avulla muodostamalla Hansenin avaruus kuvaajat. Kuvien mallintami-

seen on käytetty GeoGebra-ohjelmistoa, jolla on visualisoitu ligniinin liukoisuutta Hansenin 

avaruudessa.  
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2  Perustietoa laitteistosta, ligniineistä ja liukoisuudesta 

Ligniini ja kokoekskluusiokromatografia ovat molemmat erittäin laajoja kokonaisuuksia, 

jonka vuoksi ligniinin kokoekskluusiokromatografian ymmärtämiseksi täytyy ymmärtää ky-

seisen menetelmän toiminnan pääpiirteet, sekä mitä ligniini on materiaalina. Teollisten lig-

niinien rakenteet eroavat toisistaan merkittävästi, mikä vaikuttaa niiden ominaisuuksiin ja 

mahdollisiin käyttökohteisiin.  

2.1  Kokoekskluusiokromatografia 

Korkean erotuskyvyn kokoekskluusiokromatografia (HPLC-SEC) on yleisesti käytetty me-

netelmä moolimassatutkimuksissa. Kuvassa 1. on havainnollistus HPLC-SEC-laitteistosta. 

HPLC-SEC-laitteisto erottelee molekyylit fysikaalisten ominaisuuksiensa mukaan, ja sen 

keskeisimpiä komponentteja ovat eluentti (liikkuva faasi), kolonni, sekä detektorit. (Hender-

son, 2024; Warwick, 2022.) 

Analyysi alkaa eluentin syöttämisellä laitteistoon. Se kulkeutuu ensin sekoittimeen ja edel-

leen annostelusilmukkaan, jossa tutkittava näyte injektoidaan eluenttivirtaan. Näytteen on 

liuettava täysin eluenttiin, jotta kolonni ei tukkeudu. Tämän jälkeen eluenttiin liuennut näyte 

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

Kolonni on täytetty huokoisilla partikkelihelmillä, jotka muodostavat stationäärifaasin ja 

mahdollistavat molekyylien erottelun koon mukaan. Suuremmat molekyylit eivät mahdu 

tunkeutumaan stationäärifaasin huokosiin, minkä vuoksi ne kulkeutuvat suoraan kolonnin 

läpi poistuen ensimmäisenä kolonnista, samalla muodostaen ensimmäisen piikin kromato-

grammiin. Pienemmät molekyylit tunkeutuvat huokoisiin rakenteisiin, minkä vuoksi niiden 

viipymäaika kolonnissa pitenee ja ne eluoituvat kolonnista myöhemmin. Näin molekyylit 

erottuvat toisistaan hydrodynaamisen säteensä eli kokonsa perusteella. (Henderson, 2024; 

Warwick, 2022.) 

Erotellut molekyylit havaitaan detektoreilla niiden poistuessa kolonnista. Lopuksi laitteisto 

kerää 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  Eluentit 

Eluentilla on merkittävä vaikutus koko HPLC-SEC-laitteiston toimintaan. Eluentin täytyy 

liuottaa tutkittava näyte, sekä soveltua laitteistoon asetetulle kolonnille (Warwick, 2022). 

Yleisiä eluentteja kokoekskluusiomäärityksissä ligniineille ovat esimerkiksi tetrahydrofu-

raani (THF), N, N-dimetyyliformamidi (DMF), kloroformi ja vesi (Swift et al., 2017; War-

wick, 2022). Eluentin valinnassa täytyy huomioida tutkittavan näytteen kemiallinen rakenne, 

koska rakenne määrää, mihin näyte liukenee ja tarvitseeko näytettä modifioida kemiallisesti.  

 

2.1.2  Kolonni 

Kokoekskluusioerotus tapahtuu kolonnin sisässä, minkä vuoksi kolonnin valitseminen näyt-

teelle sopivaksi on koko analyysiin vaikuttava valinta. Kolonnin valinnassa täytyy huomi-

oida kolonnin pituus, halkaisija, stationäärifaasin partikkeleiden koko ja materiaali (Chro-

matography Today, 2022). 
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Kolonnin pituudella ja halkaisijalla on vaikutusta resoluutioon, sekä analyysiaikaan. Reso-

luutio paranee, kun kolonnin halkaisijaa pienennetään, sekä kolonnin pituutta kasvatetaan. 

Resoluution paraneminen johtuu näytteen viipymäajan kasvamisesta kolonnin läpi kulkeu-

tuessa, joka näkyy kromatogrammin piikkien terävyydessä. Partikkeleiden koko ja huokos-

koko vaikuttavat myös kolonnin tehokkuuteen ja resoluutioon. Pienimoolimassaiset yhdis-

teet muodostavat kromatogrammiin terävämmät ja helpommin luettavat piikit. Partikkeli-

koko täytyy valita tutkittavan näytteen 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 nähdään, kuinka pienemmät molekyylit kulkeutuvat 

stationäärifaasin huokosiin, kun suuret partikkelit ohittavat huokoset ja eluoituvat kolonnista 

ensimmäisenä ulos, muodostaen ensimmäisen piikin kromatogrammiin.  

 

 

Kuva 2. Molekyylien erottuminen kolonnista koon perusteella, sekä eluutiojärjestys (Shodex 

HPLC Columns, n.d) 

 

2.1.3  Detektorit 

Detektorin valinta riippuu analyysissä tarvittavasta tiedosta. Yleisimpiä HPLC-SEC-lait-

teistossa käytettyjä detektoreja ovat ultravioletti-, taitekerroin- sekä valonsirontadetektorit 

(Warwick, 2022). HPLC-SEC-laitteistossa suosittu vaihtoehto on Multi-Angle Light 
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Scattering (MALS), joka on monikulmainen valonsirontadetektori. MALS mahdollistaa 

näytteen absoluuttisen moolimassan määrittämisen ja voi myös antaa tietoa pyörimissä-

teestä. (Malvern Panalytical, n.d.) HPLC-SEC määrittää analyysin aikana näytteen suhteel-

lisen moolimassan, minkä vuoksi MALS-detektorin lisääminen analyysiin on kannattavaa 

varmempien tulosten saatavuudeksi. 

2.2  Eri ligniinit ja niiden ominaisuudet 

Ligniini on aromaattinen biopolymeeri (Chen et al., 2021). Luonnossa ligniiniä esiintyy kas-

vien soluseinämissä, missä se toimii niiden tukirakenteena. Kasvien soluseinät koostuvat 

useista kerroksista, jossa ligniinipitoisuus on suurimmillaan soluseinämän ulkoreunalla, 

missä se toimii sideaineena (Azadi et al., 2013). Soluseinämässä ligniini sitoo selluloosan ja 

hemiselluloosan yhteen samalla tehden niistä veteen liukenemattoman rakenteen (Chen et 

al., 2021).  

Ligniini on rakenteeltaan kolmiulotteinen, epäsäännöllinen ja luonnollinen polymeeri, joka 

koostuu pääasiassa kolmesta erilaisesta fenyyli-propanoidimonomeeriyksiköstä (Doherty, 

Mousavioun & Fellows, 2011), jotka ovat sitoutuneet toisiinsa erityyppisillä hiili-hiili- ja 

eetterisidoksilla (Anukam et al., 2021). Ligniinin kolme merkittävintä rakennetta ovat esi-

tetty kuvassa 3.  

Tutkimuksissa ei ole pystytty määrittämään ligniinille yhtä tarkkaa rakennetta (Chen et al., 

2021). Ligniinin rakenne vaihtelee merkittävästi sen muodostumiskasvin mukaan. Kasveissa 

on eri määrä ligniinin kolmea rakenneosaa (Eraghi Kazzaz & Fatehi, 2020). Havupuuligniini 

sisältää noin 80–90 % G-yksikköä, kun lehtipuuligniini sisältää 25–50 % G-yksikköä ja 50–

70 % S-yksikköä (Eraghi Kazzaz & Fatehi, 2020)  
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Kuva 3. Ligniinin kolme perusrakenneosaa:4-hydroksifenyylii, guajasyyli ja syringyyli 

(Doherty, Mousavioun & Fellows, 2011) 

 

Luonnossa ligniiniä esiintyy ainoastaan osana lignoselluloosaa, mutta teollisen prosessoin-

nin tuloksena siitä saadaan erotettua suurin osa muista yhdisteistä, jolloin siitä muodostuu 

teknistä ligniiniä (Chio, Sain & Qin, 2019). Teknisten ligniinien rakenne ja ominaisuudet 

vaihtelevat valmistusmenetelmän mukaan. Tässä työssä käsiteltävät 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 ligniiniryhmä (Chio, Sain & Qin, 2019). Se vastaa noin 85 

% maailmanlaajuisesti teollisesti tuotetusta biomassasta erotetusta ligniinistä (Galkin & Sa-

mec, 2016) ja sitä erotetaan paperi- ja selluteollisuuden muodostamasta mustalipeästä. Mus-

talipeä on sellunkeiton sivutuotteena muodostuva jätevirta, joka sisältää ligniinin lisäksi 

puusta liuenneita orgaanisia ja epäorgaanisia aineita (Pola et al., 2022). LignoBoost on tällä 

hetkellä kraft-ligniinin erotuksen standardiprosessi teollisessa mittakaavassa (Valmet, n.d). 

Kraft-ligniiniä tuotetaan myös eri prosesseilla, mutta kaikkien näiden prosessien toiminta-

periaate on pitkälti sama.  

LignoBoost on Valmetin patentoima kaksivaiheinen kraft-ligniinin erotusprosessi, jossa en-

simmäisenä vaiheena on ligniinin erottaminen mustalipeästä. Mustalipeä otetaan selluteh-

taan haihdutusprosessista, jonka jälkeen 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 mustalipeästä. Lopputuloksena on erit-

täin puhdasta ligniiniä. (Valmet, n.d.) 

Kraft-ligniini (kuva 4.) on hydrofobinen yhdiste (Bilal et al., 2021) eli se ei ole vesiliukoinen 

tai liukenee parhaimmillaan erittäin heikosti veteen. Kraft-ligniini liukenee tunnetusti alka-

lisiin, emäksisiin 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 emäksisissä olosuhteissa 

(Chio, Sain & Qin, 2019). Prosessi tuottaa ligniiniä, joka voi sisältää alifaattisia tioliryhmiä 

(Chio, Sain & Qin, 2019). Kraft-ligniinin moolimassa on tyypillisesti välillä 1500–5000 

g/mol (Hrůzová et al., 2023).  

 

 

 

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 esikäsittelyä seuraavasta entsymaattisesta hydrolyysistä ja sokerifermentoinnista. 

Prosessien tuloksena on ligniinirikasta jäännöstä: EHL:ää. (Menezes et al., 2023.) 

Menezin et al., (2023) mukaan entsymaattisen hydrolyysin tavoitteena on hajottaa lignosel-

luloosabiomassan sisältämät hiilihydraatit, kuten selluloosa ja hemiselluloosa, käymiskykyi-

siksi monomeerisiksi sokereiksi, kuten glukoosiksi ja ksyloosiksi. Ennen entsymaattista 

hydrolyysiä biomassa täytyy esikäsitellä, koska lignoselluloosan sisältämä ligniini estää lig-

noselluloosan ja entsyymin välisen vuorovaikutuksen (Menezes et al., 2023). Yleisiä esikä-

sittelymenetelmiä ovat kemialliset menetelmät, kuten happo- ja emäskäsittelyt. (Aditiya et 

al., 2016.) Hydrolyysin jälkeen monomeeriset sokerit muunnetaan halutuksi tuotteeksi, ku-

ten alkoholiksi, orgaaniseksi hapoksi tai muuksi sokeripohjaiseksi tuotteeksi (Menezes et al., 

2023).  Tätä seuraavat vielä talteenotto-, erotus- ja puhdistusvaiheet, joiden jälkeen tulok-

sena on entsymaattisesti hydrolysoitua ligniiniä (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 jälkeen, jopa 10,0–

22,4 painoprosenttia voi olla sokereita (Eraghi Kazzaz & Fatehi, 2020). 

2.2.3  Organosolv-ligniini 

Organosolv-ligniinillä tarkoitetaan ligniiniä, joka erotetaan orgaanisella liuottimella kemian 

teollisuudesta tulleesta biomassasta. Orgaaniset puhtaat liuottimet syötetään prosessissa kaa-

sumuodossa noin 200 ºC lämpötilassa, jolloin ligniinin liukoisuus kasvaa höyryn 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 päätavoitteena on ligniinin erottaminen biomassasta. Tu-

loksena usein on erittäin puhdasta ligniiniä. 

Suurin osa organosolv-ligniinistä ei liukene happamiin vesiliuoksiin, mutta liukenee emäk-

sisiin liuoksiin, sekä useisiin poolisiin orgaanisiin liuottimiin (Lange, Decina & Crestini, 
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2013). Organosolv-ligniinin moolimassa tyypillisesti on Hrůzován et al., (2023) mukaan 

500–10 800 g/mol välillä. 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-ryhmiä (Anukam et al., 2021). 

Lignosulfonaatti valmistetaan käyttämällä rikkihappoa ja sulfiittisuolaa. Sulfiittisuola 

useimmiten koostuu eri pH- tasoilla magnesiumista, kalsiumista, natriumista tai ammo-

niumista (Chen et al., 2021).  

Lignosulfonaatti (kuva 5.) on erittäin vesiliukoinen, ja sen vesiliukoisuutta edistää sulfiitti-

ryhmien sitoutuminen ligniinin bentseenirenkaisiin (Galkin & Samec, 2016). Rakenteeltaan 

se on anionisesti varautunut hydrofiilisen sulfoniryhmän läsnäolon vuoksi (Nasef, Sayed & 

Mahmoud, 2024). Vesiliukoisuuden vuoksi lignosulfonaatti ei liukene orgaanisiin liuotti-

miin tehokkaasti. Se liukenee kuitenkin happamiin ja emäksisiin vesiliuoksiin, sekä voimak-

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

Lignosulfonaatin moolimassa tyypillisesti on 5000–50 000 g/mol (Hrůzová et al., 2023). 

Valmiissa lignosulfonaatissa on noin 30 painoprosenttia hiilihydraatteja, tuhkaa tai muita 

epäpuhtauksia (Galkin & Samec, 2016).  
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Kuva 5. Lignosulfonaatin kemiallinen rakenne, mistä on korostettuna sulfoni-ryhmä 

(Lange, Decina & Crestini, 2013) 

 

Taulukossa I. on koottu työssä käsiteltävien ligniinien perustietoa.  Taulukossa puhtaudella 

viitataan ligniinin sisältämien epäpuhtauksien määrään, kuten tuhkaan, hiilihydraatteihin, 

sokereihin ja rikkiin. Organosolv-ligniini on puhtainta ja moolimassaltaan pienintä. Or-

ganosolv-ligniinin polydispersiteettiarvo viittaa kyseisen ligniinin olevan erittäin 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 erittäin epätasalaatuista. Puhtau-

denaste on yhteydessä polydispersiteettiin taulukon I. perusteella: mitä puhtaampaa ligniini 

on, niin sitä tasaisempi sen moolimassajakauma on. Ligniinityypin mukaan niiden liuotta-

miseen on käytetty erilaisia liuottimia, mutta taulukosta käy ilmi, että kaikille yhteinen liu-

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

Tyyppi Mooli-

massa 

(g/mol) 

Rikkipitoi-

suus (paino-

%) 

Sokeripitoi-

suus (paino-

%) 

Polydisper-

siteetti 

Puhtaus Liukoisuus 

Kraft <25 000 1.0–3.0 1.0–2.03 2.5–4.0 Korkea Poolisiin 

orgaanisiin 

EHL 5 000–10 

000 

0–1.0 10.0–22.4 1.5–3.0 Keskikorkea Vahvasti 

poolisiin 

orgaanisiin 

Organosolv <5000 0 1.0–3.0 1.5–2.4 Erittäin kor-

kea 

Poolisiin 

orgaanisiin 

Lignosulfonaatti <15 000 3.5–8.0 0 4.2–9.0 Matala Vahvasti 

poolisiin 

orgaanisiin 

 

2.3  Liukoisuuden tutkiminen Hansenin liukoisuusparametrillä 

Teknisten ligniinien liukoisuutta on tutkittu kokeilemalla erityyppisiä liuottimia. Tässä 

työssä hyödynnetään Hansenin liukoisuus parametriä (HSP) erityyppisten liuottimien ja lig-

niinien yhteensopivuuden arvioinnissa. Hansenin liukoisuusparametrien avulla nähdään or-

gaanisten liuottimien poolisuus (Hansen, 2000). HSP:tä hyödynnetään seosten valmistuk-

sessa ja sekoittuvuuden arvioinnissa (Fink, 2021). 

Hansenin parametri koostuu kolmesta eri tekijästä: molekyylien välisistä dispersiovuorovai-

kutuksista aiheutuvasta energiatiheydestä (δD), dipoolisten molekyylien välisten voimien 

aiheuttamasta energiasta (δP) ja molekyylien välisistä vetysidoksista aiheutuvasta energiasta 

(δH) (Fink, 2021; Hansen, 2000). Nämä kolme parametriä muodostavat kolmiulotteisen 

koordinaattijärjestelmän, jota kutsutaan Hansenin avaruudeksi (Jimenez & Ford, 2021). Näi-

den kolmen parametrin suure on energiatiheys, jonka yksikkö on 𝑃𝑎½.  

Kaavalla 1. lasketaan Ra, joka kuvaa polymeerin ja liuottimen välistä etäisyyttä Hansenin 

avaruudessa. Tätä voidaan hyödyntää ligniinien liuottimen valinnassa. Kaavassa 1. verrat-

taan liuottimen ja liuotettavan aineen HSP- arvoja.  
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𝑅𝑎2 = 4(𝛿𝐷1 − 𝛿𝐷2)2 + (𝛿𝑃1 − 𝛿𝑃2)2 + (𝛿𝐻1 − 𝛿𝐻2)2 (1.) 

jossa  𝑅𝑎 on polymeerin ja liuottimen välinen etäisyys,  

𝛿𝐷 on dispersiovuorovaikutus  

𝛿𝑃 on dipooliset vuorovaikutukset  

𝛿𝐻 on vetysidosten vuorovaikutukset 

 

Kaavalla 2. määritetään liuottimen ja liuotettavan aineen yhteensopivuus. R0 edustaa rajata-

pauksena tilannetta, jossa aineet vielä voivat liueta toisiinsa ilman uusien faasien muodostu-

mista seokseen.  

 

𝑅𝑎

𝑅0
< 1                   (2.)

  

jossa  𝑅0 on liukenemisalueen raja. 

 

Kuvassa 6. on esitettynä Hansenin avaruus. Polymeerin liukoisuusalue määräytyy R0 arvon 

pohjalta. R0 on polymeerikohtainen ominaisuus, joka muodostaa rajat hyvälle ja huonolle 

liuottimelle. R0 määritetään polymeereille suorittamalla liukoisuuskokeita. Kuvasta 6. näh-

dään, että kun Ra on suurempi kuin R0, niin kyseinen liuotin ei ole soveltuva polymeerin 

liuottamiselle. 
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Kuva 6. Yksinkertaistettu hahmotelma Hansenin avaruudesta, jossa sininen pallo on 

polymeerin liukoisuusalue, punainen piste huono liuotin ja vihreä piste hyvä liuotin (Lee et 

al., 2021) 

Hansenin avaruuteen sovitettavat pisteet täytyy määrittää kokeellisesti. Tässä työssä HSP-

arvot ovat otettu aikaisemmin toteutetuista tutkimuksista. Useille orgaanisille liuottimille 

HSP-arvot ovat määritetty jo kokeellisesti ja niitä voidaan hyödyntää liukoisuuden 

tutkimisessa. Polymeereillekin HSP-arvoja on määritetty runsaasti, mutta ligniineiden 

liukoisuutta tällä tyylillä on tutkittu vielä kohtalaisen vähän. Se voi johtua ligniinin 

vaihtelevasta rakenteesta, jonka vuoksi absoluuttisia HSP-arvoja ligniinille on mahdotonta 

määrittää. 

 

3  Ligniinin moolimassamääritykseen liittyviä haasteita 

Tässä kappaleessa hahmotellaan tämän kandidaatintyön keskeiset tutkimusongelmat. Uutta 

analyysimenetelmää kehittäessä on syytä selvittää kyseisen analytiikan keskeisimmät ongel-

mat, joihin eluentin valinnalla pystytään vaikuttamaan. HPLC-SEC mittausten suurin 
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epävarmuus ligniiniä analysoitaessa, johtuu määritykseen vaikuttavista vuorovaikutuksista 

ja mittausolosuhteista. Ei-toivotut vuorovaikutukset voivat vääristää tuloksia, minkä vuoksi 

niiden huomioiminen analyysissä on tärkeää. 

3.1  Liukoisuus 

Yleinen sääntö liukoisuudessa on, että samanlainen liuottaa samanlaista. Tällä tarkoitetaan, 

että aineet liukenevat helpoiten niiden omaa poolisuutta ja kemiallista rakennetta muistutta-

viin liuottimiin. Orgaanisella liuottimella viitataan laajaan joukkoon kemiallisia yhdisteitä, 

joiden rakenteessa on vähintään 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 emästä.  

Ligniinin liukoisuus vaihtelee runsaasti ligniinityypin, moolimassan, esikäsittelyn ja hyd-

roksyyliryhmien lukumäärän vaikutuksesta. (Goldmann et al., 2019; Sameni, Krigstin & 

Sain, 2017.) Ligniineillä on alhainen liukoisuus useisiin liuottimiin (Andrianova et al., 

2018). Yleisiä ligniiniliuottimia, joita tutkimuksissa on käytetty ovat DMSO, DMF ja 2-

metoksietanoli (Ruwoldt, Tanase-Opedal & Syverud, 2022). Hydroksyyliryhmät ovat poo-

lisia, jonka vuoksi niiden läsnäolo lisää yhdisteen liukoisuutta poolisiin yhdisteisiin, kuten 

veteen. Ligniinin alhainen moolimassa puolestaan edistää sen liukoisuutta orgaanisiin liuot-

timiin. 

Heksaani, dietyylieetteri, dikloorimetaani ja dioksaani ovat teollisuudessa vältettyjä liuotti-

mia niiden turvallisuus-, ympäristö-, ja sääntelynäkökulmien vuoksi (Duval et al., 2016). 

Analyyttisiin tarkoituksiin kiinnostavimmat orgaaniset eluentit ovat DMF, DMAc ja DMSO 

(Duval et al., 2016). Näiden eluenttien tutkimuskäytöstä ei kuitenkaan ole runsaasti rapor-

toitu vielä, minkä vuoksi niiden soveltuvuutta täytyy tutkia lisää yhteisen eluentin löytä-

miseksi näille neljälle ligniinille. 
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3.2  Toissijaiset vuorovaikutukset 

Ligniinin erottelua häiritsee ei-toivotut toissijaiset vuorovaikutukset. Vuorovaikutuksia ai-

heutuu ligniinien heteropolymeeriluonteesta ja niiden sisältämistä erilaisista funktionaali-

sista ryhmistä. Menetelmä ei tapahdu siis pelkästään kokoerottelun pohjalta, vaikka se olisi-

kin optimaalisin tilanne. Ligniinin moolimassamäärityksen epävarmuuden minimoimiseksi 

Andrianova et al., (2018) ehdottaa toissijaisten vuorovaikutusten luonteen tutkimista, jonka 

avulla voitaisiin valita stationäärifaasi ja analyysin kalibrointistandardit. (Andrianova et al., 

2018.) 

Toissijaisia vuorovaikutuksia HPLC-SEC:llä ligniinille ei ole vielä juurikaan tutkittu, mutta 

samaa menetelmää on hyödynnetty proteiinien moolimassamäärityksiin (Andrianova et al., 

2018).  Lambrecht et al., (2015) tuovat artikkelissaan esille, että proteiineilla ja kolonnin 

sisältämien hartsien välillä on mahdollista esiintyä vety- ja ionisidoksia, sekä hydrofobisia 

ja kovalenttisia vuorovaikutuksia, jotka häiritsevät kokoekskluusioerotusta. Tiedettävästi 

teknisillä ligniineillä on ligniinityypistä riippuen vaihtelevissa määrin toissijaisille vuorovai-

kutuksille alttiita rakenteita.  

3.3  Kolonnista ja laitteistosta johtuvat rajoitteet 

Kolonnin hiukkaskoolla, pituudella ja halkaisijalla on merkittävä vaikutus menetelmän toi-

mivuuteen (Dickie, 2024). Kolonnin sisältämien partikkeleiden pieni koko luo analyyttisille 

vuorovaikutuksille suuremman pinta-alan, joka johtaa parempiin mittaustuloksiin. Ongel-

mana kuitenkin usein on, että pieni hiukkaskoko lisää kolonnin virtausvastusta, mikä puo-

lestaan nostaa järjestelmäpainetta (Dickie, 2024). Liian korkea paine voi vahingoittaa näy-

tettä ja kolonnia. Liikkuvan faasin korkea viskositeetti edellyttää korkeamman järjestelmä-

paineen käyttöä (Dickie, 2024).  

Vaikka tietty liuotin liuottaisi ligniinin hyvin, se ei välttämättä ole automaattisesti paras rat-

kaisu moolimassamäärityksiin. HPLC-SEC on laitteisto, jonka kestävyys vahvojen kemi-

kaalien kanssa pitää ottaa huomioon. Osa liuottimista ovat vahvasti korroosiota aiheuttavia, 

mikä tarkoittaisi, että kolonnit eivät kestäisi kemikaalia laisinkaan tai niitä jouduttaisiin uu-

simaan jatkuvasti. Myös laitteiston muut osat, kuten pumput, venttiilit ja liitokset kuluisivat 

nopeasti, mikä edelleen lisäisi huoltokuluja ja mittausepävarmuutta. 
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Standardien määrittäminen HPLC-SEC laitteistolle ohjaa laitteen antamia tuloksia. Laittee-

seen analysoidaan standardit, joita käytetään vertailuarvoina näytteiden antamille tuloksille. 

Ligniineille ei ole vielä kyetty määrittämään yhtä selkeää standardisarjaa, johtuen ligniinien 

erittäin heteropolymeerisestä luonteesta (Andrianova et al., 2018). Standardien puuttuminen 

hankaloittaa tulosten tulkittavuutta ja voi aiheuttaa systemaattista virhettä eri ligniinien vä-

lillä.  
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4  Kohti parempia ligniinin moolimassamäärityksiä 

Tässä kappaleessa ehdotetaan mahdollisia ratkaisuja tutkimusongelmiin, joita on edellisen 

kappaleen aikana nostettu esille. 

4.1  Ligniinin liukoisuuden optimoiminen eluentin valinnalla 

Ligniinin liukoisuuden optimoimiseksi liuottimen täytyy 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, siitä että organosolv-

ligniinin liukoisuus on kaikissa liuottimissa korkeampi verrattuna kraft-ligniiniin. Taulu-

kosta I. puolestaan näkyi, että organosolv-ligniini on puhtaampaa ja tasalaatuisempaa kuin 

kraft-ligniini. Organosolv-ligniini on myös kooltaan huomattavasti pienempää kuin kraft-

ligniini. Tämä saattaa selittää organosolv-ligniinin paremman liukoisuuden verrattuna kraft-

ligniiniin. DMSO:n vahvan poolisuuden ja orgaanisuuden vuoksi se mahdollisesti voisi liu-

ottaa kraftin ja organosolvin lisäksi myös 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 

esitettynä eluenttivaihtoehtojen ja saatavilla olleiden ligniinien HSP-arvot, sekä liukoisuus-

alueiden säteitä. Taulukossa II. on vertailun vuoksi HSP-arvot vedelle. Vesi on erittäin 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 (𝛿𝐷 on dispersiovuorovaikutus, 𝛿𝑃 on 

dipooliset vuorovaikutukset, 𝛿𝐻 on vetysidosten vuorovaikutukset) ja ligniinien liukoisuus-

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

Liuotin/ligniini D 𝑀𝑃𝑎½ P 𝑀𝑃𝑎½ H 𝑀𝑃𝑎½ 𝑅0 

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 42.3 - 

Organosolv 21.83 21.26 11.93 19.9 

Mineraalihap-

posaostettu havu-

puun kraft 

19.72 18.42 16.23 13.50 
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Lignosulfonaatti 12.17 20.80 30.16 14.60 

 

Teknillisille ligniineille on määritetty tietokonesimuloinnin ja kokeellisen osuuden avulla 

HSP-arvoja ja ligniineille soveltuvia liuottimia (Ajao, Benali & El Mehdi, 2021). Arvot kui-

tenkin ovat erittäin ligniinikohtaisia, eikä niitä voida pitää yleispätevinä kaikille ligniineille.  

Taulukon II. arvojen perusteella on piirretty Hansenin avaruus lignosulfonaatille, sekä or-

ganosolv- ja kraft-ligniineille. Kaikkien kolmen ligniinityypin Hansenin avaruudet on esi-

tetty kuvassa 8, jossa näkyy myös yleisimmät liuottimet. 

 

Kuva 8. Organosolv-ligniini (OL), kraft-ligniini (KL) ja lignosulfonaatti (LS) esitettynä 

Hansenin avaruudessa liuottimien laskennallisen soveltuvuuden havainnollistamiseksi. Vih-

reä väri kuvaa hyvää liuotinta ja punainen väri huonoa liuotinta 
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Kuvasta 8. nähdään, että kraft- ja organosolv-ligniineille DMSO ja DMF ovat huomattavasti 

muita vertailtavia liuottimia parempi. Samaan tulokseen Dastpak et al., (2020) olivat pääty-

neet tutkimuksessaan. Andrianovan et al., (2018) mittausten mukaan kraft-ligniinin liuotta-

minen THF:ään oli käyttökelpoinen vaihtoehto. THF ei kuitenkaan HSP-arvoiltaan asetu 

kraft-ligniinin liukoisuusalueen sisään, mikä viittaisi siihen, ettei se liuota kraft-ligniiniä. 

Hansenin liukoisuusparametrien antamat tulokset ovat kuitenkin suuntaa antavia ja ligniini-

kohtaisia, minkä vuoksi Andrianovan tulosta THF:n käyttämisestä ei voida kokonaan ku-

mota.  

Sang et al., (2023) tutki EHL:n liukoisuutta liuottimen poolisuuden suhteen hyödyntämällä 

Hansenin vetysidosten liukoisuusparametriä. Tutkimuksessa tutkittiin alhaisen poolisuuden 

omaavia liuottimia kuten sykloheksaania ja vertailuna korkeamman poolisuuden liuottimia 

kuten metanolia ja etyleeniglykolia. EHL liukeni lähes täydellisesti etyleeniglykoliin, mutta 

vain 47,9-prosenttisesti metanoliin, jonka poolisuus on lähes sama kuin etyleeniglykolilla. 

Ero liukoisuudessa johtuu todennäköisesti etyleeniglykolin ja metanolin kemiallisten raken-

teiden poikkeavuudesta. Etyleeniglykoli sisältää kaksi hydroksyyliryhmää, kun metanoli 

vain yhden. Kuvassa 9. on esitettynä EHL liukoisuus eri vetysidosten liukoisuusparametrin 

omaaviin liuottimiin.  

 

 

Kuva 9. Liuenneen EHL:n määrä verrattuna liuottimen vetysidosten liukoisuusparametriin 

(Sang et al., 2023) 
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Lignosulfonaatti ei Hansenin avaruuden mukaan liukene DMSO:hon, DMF:ään, eikä 

THF:ään. Se kuitenkin liukenee etyleeniglykoliin ja veteen hyvin. Etyleeniglykoli liuottaa 

hyvin myös EHL:ää Sangin et al., (2023) tutkimuksen mukaan. Entsymaattisesti hydrolysoi-

dusta ligniinistä ei samankaltaisia HSP-arvoja ole toistaiseksi saatavilla. Arvojen puuttumi-

nen johtuu todennäköisesti siitä, että kyseistä ligniiniä ei ole tutkittu yhtä runsaasti kuin 

muita teknisiä ligniinejä. Hansenin avaruuden antamat tulokset vahvistavat ajatusta, että 

DMSO on hyvä liuotin kraft- ja organosolv-ligniineille, sekä etyleeniglykoli voisi toimia 

lignosulfonaatin, ja entsymaattisesti hydrolysoidun ligniinin liuottimena. 

 

4.1.3  Ligniinin asetyloiminen liukoisuuden parantamiseksi 

Derivatisoimalla ligniiniä saadaan muokattua sen rakennetta haluttuun suuntaan. Moolimas-

samäärityksissä halutaan mahdollisimman muokkaamaton muoto ligniinistä. Taulukosta I. 

nähtiin, että organosolv-ligniini on kaikista tässä työssä tutkittavista ligniineistä puhtainta, 

se omaa pienimmän moolimassan ja on tyypillisesti pienikokoisinta. Alla olevassa kuvassa 

10. on esitettynä neljän erilaisen ligniinin liukoisuutta orgaanisiin liuottimiin. Kuvasta 10. 

nähdään selkeästi, että asetylointi edistää kaikkien kyseisen tutkimusten ligniinien liukoi-

suutta merkittävissä määrin. Kuvasta 10. kuitenkin nähdään, että molemmat kraft-ligniinit 

liukenevat hyvin myös asetyloimattomana DMSO:hon ja pyridiiniin. 
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Kuva 10. Muokkaamattoman ligniin ja asetyloidun ligniinin liukoisuus eri liuottimiin esitet-

tynä pylväskaavioina. L1 on bioetanolin jäämistä eristettyä ligniiniä, L2 on kraft-ligniiniä 

eristettynä lehtipuun mustalipeästä, L3 on kaupallista havupuun kraft-ligniiniä, L4 on kau-

pallista soodaligniiniä, ACL-muodot näistä ligniineistä ovat asetyloituja versioita. (Sameni, 

Krigstin & Sain, 2017) 

 

Rakenteeltaan muokattu ligniini liukenee helpommin erilaisiin orgaanisiin liuottimiin, mutta 

se sisältää moolimassatutkimusten kannalta ongelman. Tavoitteena on tutkia erityyppisten 

ligniinien moolimassaa ja sen jakautumista mahdollisimman tarkasti, minkä vuoksi asetyloi-

malla liukoisuuden parantaminen ei sovellu tutkimustarkoitukseen. Kokoekskluusiokroma-

tografian antamat tulokset eivät olisi todenmukaisia, eikä niitä voisi verrata suoraan tuotan-

nosta saataviin ligniineihin. Andrianovan et al., (2018) mukaan asetylointi monimutkaistaa 

ligniinin analysointia ja mahdollisesti, jopa vääristää tuloksia.  

Andrianovan et al., (2018) tutkimuksessa oli huomattu, että asetyloidun ligniinin tulokset 

osoittivat epärealistisia moolimassoja, johtuen asetyyliryhmien liittymisestä ligniinin kemi-

alliseen rakenteeseen. Esakkimuthun et al., (2022) tutkimuksessa asetyloidun ligniinin huo-

mattiin aggregoituvan SEC-kolonnin sisällä, kun liuottimena oli poolinen aproottinen liu-

otin, kuten DMSO. Aggregoitumista yritettiin ehkäistä lisäämällä liuottimeen suolaa, kuten 

LiBr:ää, mutta aggregoitumista ilmeni siitä huolimatta merkittävissä määrin. Aggregoitumi-

sella kolonnin sisällä viitataan yhdisteiden kerääntymiseen suuremmiksi kokonaisuuksiksi, 

joka voi esiintyä analyysissä moolimassan kasvuna. Asetyloinnin vaikutuksen suuruutta 

moolimassan kasvuun ei pystytä 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. Niitä on käytetty ligniinien moolimassatutkimuksissa aikaisem-

minkin, mutta niiden käyttöön liittyy analyysiä hankaloittavia ongelmia. DMSO:n on todettu 

liuottavan organosolv- ja kraft-ligniini lähdes täydellisesti, 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 lämpötilassa 16,1 cP (PubChem, n.d) kun taas 

DMSO:n viskositeetti samassa lämpötilassa on 1,991 cP (Gaylord Chemical Company, n.d). 

Korkean viskoottisuutensa vuoksi etyleeniglykoli ei todennäköisesti sovellu HPLC-SEC tut-

kimuksiin. Se mahdollisesti tukkii laitteiston tai sen korkean viskositeetin vuoksi eluentin 

virtausnopeuden tulisi olla erittäin matala, jotta paine pysyisi analyysissä riittävän matalana. 

Etyleeniglykolin kiehumispiste on noin 197 °C (PubChem, n.d). Korkea kiehumispiste mah-

dollistaisi viskositeetin laskemisen lämpötilaa nostamalla, minkä seurauksena sen käyttämi-

nen eluenttina voisi tuottaa parempia tuloksia. Etyleeniglykolin viskositeetti 100 °C lämpö-

tilassa on 1,975 cP (PubChem, n.d) eli lähes sama kuin DMSO:lla huoneenlämmössä. 

Etyleeniglykoli on vesiliukoista (PubChem, n.d). Viskositeetin pienentämiseksi etyleenigly-

koli voitaisiin liuottaa veteen tai toiseen orgaaniseen liuottimeen ja käyttää liuottimena esi-

merkiksi vesi-etyleeniglykoli-liuosta. Veden läsnäolo lisää kuitenkin mahdollisia toissijaisia 

vuorovaikutuksia kolonnin sisältämien materiaalien kanssa. Vaihtoehtoisesti eluentiksi voisi 

valmistaa etyleeniglykolin ja DMSO:n sekoituksen. DMSO ja etyleeniglykoli ovat ominai-

suuksiltaan hyvin samankaltaisia, jonka vuoksi ne myös liukenisivat toisiinsa. Huoneenläm-

mössä seoksen viskositeetti olisi oletettavasti liian korkea HPLC-SEC analyysiin. Nosta-

malla lämpötilaa eluentin viskositeetti voitaisiin mahdollisesti saada kuitenkin riittävän al-

haiseksi. 



34 

 

Kuva 11. DMSO:n ja EG:n viskositeetit lämpötilan funktiona (PubChem, n.d; Gaylord Che-

mical Company, n.d) 

 

4.2  Toissijaisten vuorovaikutusten minimointi eluentin ja stationäärifaasin valinnalla 

Ligniineille on oletettavissa erityisesti vety- ja ionisidokset kolonnin stationäärifaasin 

kanssa. Sidokset aiheuttavat häiriötä analyysiin, mikä voi ilmetä kromatogrammien hanka-

loituneena tulkittavuutena piikkien heikon erottuvuuden vuoksi tai virheellisenä moolimas-

sana.  

Wangin et al., (2023) ja Yokoyaman et al., (1998) tutkimusten ajatuksena oli pyrkiä estä-

mään ei-haluttuja vuorovaikutuksia lisäämällä suolaa. Wang et al., (2023) tutkimuksessa 

DMSO:n sekaan lisättiin litiumkloridia (LiCl). Lisäyksen takana oli ajatus siitä, että lisää-

minen voisi parantaa analyysin laatua vähentämällä toissijaisia vuorovaikutuksia analyysin 

aikana, sekä mahdollisesti parantaa näytteiden liukoisuutta. Yokoyama et al., (1998) tutki-

muksessa DMSO:n sekaan lisättiin litiumbromidi (LiBr) suolaa, ehkäisemään toissijaisten 

vuorovaikutusten syntymistä. Bromidi- sekä kloridi-ioni ovat varauksen -1 omaavia ioneja, 

minkä vuoksi niiden käyttäytyminen DMSO:n seassa on oletettavasti hyvin samankaltaista.  

Lignosulfonaatti on luonteeltaan erittäin negatiivisesti varautunutta, jonka vuoksi ionivuo-

rovaikutukset kolonnin sisällä ovat oletettavissa. Negatiiviseen varaukseen voitaisiin vaikut-

taa esimerkiksi lisäämällä DMSO:hon litiumkloridia. Voidaan olettaa, että suolan 
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lisääminen vaimentaa negatiivisten ionien muodostamia sähkökenttiä, mikä puolestaan hei-

kentää sekä sulfonaattiryhmien että kolonnimateriaalin sähkökenttiä. Tämä vähentää toissi-

jaisten, ei-toivottujen vuorovaikutusten mahdollisuutta näytteen ja kolonnin välillä. 

Andrianova et al., (2018) osoitti tutkimuksessaan toissijaisten vuorovaikutuksen voimak-

kaan vaikutuksen molekyylien kokoerotukseen kolonnissa. Vuorovaikutusten olemassaolo 

todistettiin kolmella erilaisella kolonnilla, joiden sisällä olivat erilaiset stationäärifaasit: 

HPMA, GDVB ja PS-DVB. HPMA on poolinen voimakkaasti hydroksyloitu kiinteäfaasi, 

GDVB divinyylibentseeniyhdiste, johon on sitoutunut glukoosirenkaita, ja PS-DVB on po-

lystyreenidivinyylibentseenipolymeeri. Näiden kolmen stationäärifaasin kemialliset raken-

teet ovat esitettynä kuvassa 12. 

 

 

Kuva 12. Tutkittujen stationäärifaasien materiaalit ovat HPMA, GDVB, PS-DVB (Andri-

anova et al., 2018) 

 

Eluutiotilavuudella tarkoitetaan eluentin tilavuutta, joka kulkee kolonnin läpi 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 selkeimmän tren-

din näistä kolmesta: suurimmat molekyylit eluoituvat pienimmillä tilavuuksilla, kuten ana-

lyysissä on oletettukin. HPMA:n ja GDVB:n kuvaajista nähdään, että kolonnin sisällä vai-

kuttaa merkittävissä määrin muitakin vuorovaikutuksia, kuin pelkästään kokoerottelua. Suu-

ria molekyylejä eluoituu suurilla eluoitumistilavuuksilla, eikä selkeää korrelaatiota 
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moolimassan ja eluutiotilavuuden välillä ole havaittavissa. GDVB-kuvaajassa datapisteitä 

on vähiten. Näytteen aggregoituminen kolonnin stationäärifaasiin on todennäköinen selitys 

vähäisen näytemäärän eluoitumiselle.  

 

 

Kuva 13. Andrianovan tutkimuksessa toissijaisten vuorovaikutusten todistukseen käytetty-

jen kolonnimateriaalien eluutiotilavuus ligniinin moolimassan suhteen (Andrianova et al., 

2018) 

 

Andrianovan et al., (2018) tutkimuksessa epäiltiin, että havaittujen toissijaisten vuorovaiku-

tusten taustalla olivat vetysidokset stationäärifaasin materiaalin kanssa. Andrianova et al., 

(2018) suosittelee ligniinianalyyseissä käyttämään poolittomia stationäärifaaseja, jotka eivät 

ole alttiita vetysidoksille. Kuvasta 11. nähdään, että 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 vähäisempiä verrattuna muihin tutkimuksessa käytettyihin materiaaleihin.  

PS-DVB vaikuttaa lupaavalta materiaalilta toissijaisten vuorovaikutusten vähäisyyden kan-

nalta. Wilson et al. (1998) mukaan PS-DVB on styreenin ja divinyylibentseenin kopoly-

meeri. Se sisältää poolittomia funktionaalisia ryhmiä (Cao et al., 2018), ja divinyylibentseeni 
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toimii silloitusaineena, mikä johtaa polymeeriketjujen verkostoitumiseen. Tämä verkosto te-

kee rakenteesta erittäin huokoisen. PS-DVB-hartsit ovat hydrofobisia, kestävät korkeita läm-

pötiloja, ovat mekaanisesti lujia ja kemiallisesti stabiileja. Näiden ominaisuuksien ansiosta 

PS-DVB:tä on käytetty kokoekskluusiokromatografiassa stationäärifaasina. (Wilson et al., 

1998.) 

4.3  Kolonnin ongelmien ratkaiseminen 

Kolonnin valinnassa täytyy huomioida kolonnin stationäärifaasin materiaali, huokoskoot, 

pH-alue ja soveltuvuus tutkittaville näytteille, sekä käytettävän liuottimen vaikutus kolon-

niin ja käytettävät kalibrointi standardit. 

4.3.1  Stationäärifaasin materiaalin ja kolonnin valinta 

Ligniinin ollessa orgaaninen polymeeri, jolla on erittäin heterogeeninen rakenne, on sen poo-

lisuus epätasaisesti jakautunutta. Ligniinin molekyylipaino riippuu täysin ligniinin tyypistä 

ja valmistusmenetelmästä, minkä vuoksi kolonnin moolimassa-alueen täytyy olla tutkimus-

ten alkupuolella laaja, koska tieto näytteiden moolimassajakaumasta on vielä vähäistä. Lig-

niinit sisältävät hydrofobisia, sekä hydrofiilisiä osia riippuen ligniinin tyypistä. Lähtökoh-

taisesti käsitellään ligniiniä semi-poolisena rakenteena.  

 

Taulukko III Kolmen analyysiin mahdolisesti soveltuvan kolonnin käyttötiedot (Agilent 

Technologies, 2017; Tosoh Bioscience, n.d; Waters, n.d a) 

Kolonni Agilent PLgel Waters XBridge 

Premier 

TSKgel SW-

kolonnit 

Stationäärifaasi 

 

PS-DVB BEH Silika 

Käyttölämpötila °C 
max. 220 max. 80 20-60 

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

Esimerkkejä yhteensopivista 

liuottimista 

 

THF, DMSO, DMF Useat orgaaniset 

ja epäorgaaniset, 

esim: THF, 

DMAc, DMF 

Vesipohjaiset ja 

orgaaniset li-

uottimet 
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DMSO-yhteensopivuus Useat mallit soveltuvat Ei varmuutta Soveltuu 

 

Taulukosta III. nähdään Agilent PLgel-kolonnin olevan näistä vaihtoehdoista ominaisuuk-

siltaan erittäin hyvä vaihtoehto. Se kestää korkeitakin lämpötiloja, sillä on laajin pH-alue ja 

se soveltuu vahvoille orgaanisille liuottimille. XBridge Premier-kolonnin DMSO kestävyy-

destä ei ole varmaa tietoa. Samasta kolonnista aiemmin kehitetty XBridge-muoto kestää 

DMSO:ta, joten oletettavissa on Premium muodonkin kestävän. TSKgel kolonnin SW-sarja 

soveltuisi DMSO:n käyttöön, mutta kyseiset kolonnit soveltuvat parhaiten vesiliukoisille ja 

poolisille biomolekyyleille.  

Andrianova et al., (2018) tutkimuksessa käytettiin Agilentin PLgel-kolonnia, jonka stati-

onäärifaasina on PS-DVB. Kyseiset kolonnit soveltuvat orgaanisiin SEC-polymeerianalyy-

seihin. Analysoitavien yhdisteiden retentioaika on suoraan verrannollinen molekyylipainoon 

ja kolonnin ominaisuudet, kuten huokoskoon ja partikkelikoon pystyvät 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 kestävät pai-

netta 1034 baariin asti ja ne ovat osoittaneet stabiilisuutta useille liuottimille (Vancoillie, 

Vergaelen & Hoogenboom, 2016).  

HPLC-SEC laitteistoissa korkeiden lämpötilojen pitäminen on usein hankalaa. Vaikka lait-

teistot sisältävät kolonniuunin, ei uunin lämpötilaa voida asettaa liian korkealle, koska muu-

ten tutkittavan ligniinin rakenne voi reagoida lämmön kanssa. Watersin Xbridge Premier 

kolonnin maksimi käyttölämpötila on 80 ℃, joka on suoraan este etyleeniglykolin käyttä-

miselle, mikäli se halutaan lämmittää 100℃. Agilentin PLgel kolonni kestää lämpöä 220℃ 

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, että käyttämällä stationäärifaasina PS-

DVB:tä ja standardeina polymeeristandardeja saatiin aikaan oikeanlaista moolimassapoh-

jaista erottelua. Luotettava SEC-kalibrointi saavutettiin, kun käytettiin kahta rakenteellisesti 

erilaista yhdistettä, jotka johtavat samaan kalibrointikäyrään. Samat kalibrointikäyrät saa-

tiin, kun käytettiin polystyreeniä (PS) ja polymetyyliakrylaattia (PMMA). Kuvassa 14. on 

esitetty Jordi Gel GBR- ja Agilent PLgel-kolonnin kalibrointisuorat. 

 

 

Kuva 14. Jordi Gel GBR ja Agilent PLgel-kolonnin kalibrointisuorat käyttäen PS:ää ja 

PMMA:ta. (Andrianova et al., 2018) 

Kuvassa 14. esitetään kahden eri kolonnin, joilla on eri stationäärifaasit, muodostamat ka-

librointisuorat kahdella eri polymeerillä. Tulokset osoittavat, että PS-DVB:llä saadut kalib-

rointisuorat menevät päällekkäin muodostaen yhden selkeän kalbrointisuoran. Kolonni, 

jonka stationäärifaasina on GDVB, muodostaa kaksi erillistä kalibrointisuoraa, kun taas PS-

DVB-materiaalilla varustettu kolonni tuottaa yhden yhtenäisen suoran. 



40 

Esakkimuthun et al. (2022) tutkimuksessa PS ja PMMA toimivat osana universaalin kalib-

rointikäyrän määrittämistä. Tutkimuksen mukaan universaalikalibrointi on tarkempi vaihto-

ehto verrattuna perinteiseen standardikalibrointiin. Tämä parannus johtuu universaalikalib-

roinnissa käytettävästä viskositeettidetektorista, jonka toiminta perustuu hydrodynaamiseen 

moolitilavuuteen. 

Ringena et al. (2006) havaitsivat, että perinteinen standardikalibrointi aliarvioi ligniinin to-

dellisen massan, mikä johtaa systemaattisiin virheisiin erityisesti ligniinin moolimassan kas-

vaessa. Polystyreenisarjoja käytetään THF-pohjaisten analyysien kalibrointiin, kun taas 

DMSO-pohjaisissa analyyseissä käytetään pullulaani-standardeja (Lange, Rulli & Crestini, 

2016). Andrianova et al., (2018) tutkimuksessa liuottimena käytettiin THF:ää, mikä johti 

kalibroinnin suorittamiseen polystyreenillä. 

DMSO:n kanssa kalibrointi on suositeltavaa tehdä pullulaani-standardeilla, koska pullulaani 

liukenee hyvin DMSO:hon. Vaikka pullulaani on yhteensopiva järjestelmän kanssa, se ei ole 

ihanteellinen ligniinin analysointiin. Kuten ligniinin, myös pullulaanin hydrodynaamiset sä-

teet vaihtelevat, mikä lisää epävarmuutta analyysiin (Ahlbom et al., 2021). Tällä hetkellä ei 

ole saatavilla parempia kalibrointivaihtoehtoja ligniineille, minkä vuoksi universaalikalib-

rointi, joka käyttää polystyreeniä, polymetyylimetakrylaatilla tai pullulaania, on edelleen 

käyttökelpoinen vaihtoehto liuottimen valinnan mukaan. 
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5  Johtopäätökset 

Kirjallisuustutkimuksen perusteella orgaanisen eluentin käyttäminen ligniinin moolimassan 

tutkimuksessa HPLC-SEC-menetelmällä 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, sillä se liuottaa kaikkia lig-

niinityyppejä ja vähentää toissijaisia vuorovaikutuksia.  

Agilentin PLgel-kolonni, jossa on PS-DVB-materiaali ja pullulaanistandardi, vaikuttaa kir-

jallisuusselvityksen perusteella soveltuvan ligniinianalyysiin, sillä se minimoi toissijaisia 

vuorovaikutuksia ja varmistaa luotettavat tulokset. On kuitenkin huomattava, että etyleeni-

glykolia ei ole aiemmin tiedettävästi käytetty HPLC-SEC-analyysissä, minkä vuoksi sen so-

veltuvuus tähän menetelmään vaatii lisätutkimuksia. 

Ligniinin moolimassan määrityksen tarkkuutta voidaan edelleen parantaa käyttämällä 21-

kulmaista MALS-detektoria. Perinteisesti ligniinin moolimassa on määritetty suhteellisesti 

standardeihin verraten, mutta MALS mahdollistaa absoluuttisen moolimassan määrityksen 

ilman standardien tarvetta. MALS tarjoaa tarkemman kuvan ligniinimolekyylien koosta ja 

muodoista sekä mahdollistaa toissijaisten vuorovaikutusten vaikutusten arvioinnin. Kun 

MALS yhdistetään taitekerroin- tai UV-detektoriin, voidaan myös ligniinin konsentraatio 

määrittää tarkasti, mikä edelleen parantaa moolimassan laskentaa. 

Tulevaisuudessa tutkimuksen tulisi keskittyä Hansenin liukoisuusparametrien tarkempaan 

määrittämiseen eri ligniinityypeille, toissijaisten vuorovaikutusten minimointiin sekä uusien 

liuottimien ja kalibrointimenetelmien kehittämiseen. Lisäksi MALS-teknologian laajempi 

käyttöönotto ligniinitutkimuksessa voisi merkittävästi parantaa analyysien tarkkuutta ja luo-

tettavuutta. Tämä mahdollistaisi entistä paremman ymmärryksen ligniinin rakenteesta ja 

moolimassajakaumasta, mikä olisi arvokasta sekä tutkimuksen että teollisuuden tarpeisiin. 
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