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1 JOHDANTO

Puun sisaltamat hemiselluloosat ovat erilaisista sokereista koostuvia
polysakkarideja. Hemiselluloosat ovat monikayttoisia raaka-aineita, mutta niiden
hyddyntdminen on talld hetkelld vahaista. Hemiselluloosien hajoamistuotteita
voidaan kayttdd muun muassa ruuan lisdaineiden, furaaniyhdisteiden ja
biopolttoaineiden valmistuksessa. Hemiselluloosien erotuksen ja talteenoton voisi
lisatd  nykyisiin ~ sellun  valmistuslinjoihin  erottamalla  hemiselluloosat
puuhakkeesta ennen varsinaista sellun valmistusprosessia. Télla hetkella sellun
keitossa erottuneet hemiselluloosat kéytetadn lammontuotantoon polttamalla ne
ligniinin mukana. Hemiselluloosien talteenotto jatkojalostusta varten olisi tuottava

vaihtoehto selluteollisuudelle. (Testova et al. 2009)

Hemiselluloosat voidaan erottaa puusta kuumavesiuutolla. Menetelméssé
puuhaketta keitetddn 160-220-asteisessa vedessd, joka pidetd&n paineen avulla
nestemaisena. Talloin hemiselluloosa hajoaa lyhyempiketjuisiksi
hemiselluloosapolymeereiksi ja sokereiksi ja liukenee veteen. Myos jonkin verran
muita aineita, lahinnd ligniinid ja uuteaineita, liukenee puuhakkeesta veteen.
(Garrote et al. 2007) Kaésitelty puuhake voidaan jatkojalostaa esimerkiksi selluksi
ja hemiselluloosaa sisaltdvd hydrolysaatti halutulla tavalla, esimerkiksi
bioetanoliksi. (Metla 2010)

Hemiselluloosat on erotettava muista hydrolysaattiin liuenneista aineista, ennen
kuin ne voidaan jalostaa tuotteiksi. Hydrolysaatti on myo6s laimeaa, joten sen
konsentrointi on tarpeen ennen jarkevéa kayttod. (Koivula et al. 2011)
Hemiselluloosien erotus ja konsentrointi on mahdollista suorittaa kalvo-
suodatuksella. Ultrasuodatuksen kayttd eri sovelluksissa on kasvussa, silla siinéd
energiankulutus on véhdistd, selektiivisyys on suuri, eikd kemikaaleja tarvita.
(Manasrah et al. 2012) Ultrasuodatusprosessissa esiintyy kuitenkin viela
ongelmia. Suurin ongelma on Kkalvojen foulaantuminen, silld se véhent&a

huomattavasti konsentrointiprosessien tehoa. (Koivula et al. 2011)

Tassd kandidaatintydssa tutkitaan, voidaanko hydrolysaatin esikasittelylla
vahentd4 sen suodatusprosessien aikana esiintyvéaa kalvojen foulaantumista ja néin

ollen parantaa prosessien tehoa. Kokeellinen tutkimus rajataan koskemaan



hydrolysaatin kasittelya lakkaasientsyymilld, flokkulanteilla, kitosaanilla sek&
adsorbentin ja lakkaasientsyymin yhdistelmalla. Kasittelyjen teho testataan

suodattamalla eri tavoin kasiteltyd hydrolysaattia laboratoriokokeissa.

Kandidaatintyd koostuu teoriaosasta ja kokeellisesta osasta. Alussa kdydaan lapi
teoriaa hydrolysaatista ja sen sisdltdmistd yhdisteistd sekd ultrasuodatuksesta ja
foulaantumisesta. Kokeellisessa osassa kasitellddn kaytetyt menetelmét eli
hydrolysaatille tehdyt esikésittelyt sek& laboratoriokokeissa tehdyt suodatukset.
Myos naytteiden analysointimenetelmat kaydaan lapi. Lopuksi kootaan yhteen

tyon keskeisimmat tulokset ja johtopaatokset.



2 TEOREETTINEN OSA

Tassa osassa kasitelladn teoria, johon tutkielman kokeellinen osa pohjautuu.
Aluksi késitellddn hydrolysaattia, sen alkuperdd ja sisaltod. Sitten esitellddn
ultrasuodatuksen perusperiaate. Viimeiseksi kasitelladn, mitd on foulaantuminen

ja miten sité voidaan véahentaa.

2.1 Hydrolysaatti

Puuhydrolysaatiksi kutsutaan liuosta, jota saadaan puuta hydrolysoimalla.
Kuumavesiuutossa veteen liukenee ainoastaan hemiselluloosaa ja ligniinid, seké

pienid maaria muita aineita. Puun siséltdma selluloosa pysyy muuttumattomana.

2.1.1 Lignoselluloosa

Lignoselluloosaksi kutsutaan kuituista, biomassasta saatavaa materiaalia, joka
koostuu kolmesta padosasta: selluloosasta, hemiselluloosasta ja ligniinistd. Noin
40-50 % biomassan painosta on selluloosaa, jota kdytetdan paljon mm. sellun ja
paperin valmistukseen. Loput biomassasta koostuu hemiselluloosasta, ligniinista

sekd muista aineista. (Lange 2007)

2.1.2 Hemiselluloosa

Hemiselluloosa on puussa se ainesosa, joka sitoo selluloosakimppuja toisiinsa.
Hemiselluloosa koostuu selluloosamolekyyleja lyhyemmistd, haaroittuneista
polymeeriketjuista, joissa on lahinna pentooseja ja heksooseja. Hemiselluloosan
pentoosit ovat ksyloosia ja arabinoosia, heksoosit glukoosia, mannoosia ja
galaktoosia. Toisin kuin selluloosa, hemiselluloosa ei muodosta vetysidoksia
itseensd. Taméa johtuu hemiselluloosamolekyylin haaraisesta rakenteesta. Sen
sijaan hemiselluloosan rakenne on omiaan muodostamaan satunnaisia sidoksia
muiden molekyylien, kuten selluloosan kanssa. Hemiselluloosamolekyyli koostuu
noin 200 sokeriyksikosté ja sen molekyylimassa on noin 30 kDA. (Lange 2007)

Hemiselluloosan rakennetta on esitetty kuvassa 1.
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Kuval. Galaktoosista ja mannoosista koostuvan hemiselluloosan
rakenne. (Lange 2007)

2.1.3 Ligniini

Ligniini on kolmiulotteinen polymeeri, joka koostuu propyyli-fenoliyksikdista.
Ligniini sitoutuu vahvasti hemiselluloosaan ja antaa puulle sen jaykkyyden.
Ligniinin fenoliryhmilld on myds antibakteerinen vaikutus, joka puolustaa
lignoselluloosaa mikro-organismeja vastaan. Ligniini koostuu noin 120 propyyli-
fenoliyksikosta ja sen molekyylimassa on noin 20 kDa. (Lange 2007) Ligniinin
koostumus vaihtelee kasvista riippuen eika silla ole tiettya selkedéd rakennetta.

(Koivula et al. 2011) Ligniinin rakennetta on esitetty kuvassa 2.
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Kuva 2.  Ligniinin rakenne. (Lange 2007)



2.1.4 Muut aineet

Lignoselluloosa sisaltdd véhaisessa maarin  my0s muita yhdisteitd, kuten
proteiineja sek& joitain epdorgaanisia aineita. Nama yhdisteet voivat vaikuttaa
moniin prosesseihin. (Lange 2007) Lisaksi hydrolysaattiin liukenee uuteaineita,
kuten rasva- ja hartsihappoja, jotka nekin voivat vaikuttaa hydrolysaatin

jatkoprosessointiin (Koivula et al. 2011).

2.1.5 Autohydrolyysi

Hemiselluloosien erottaminen selluloosasta voidaan tehdd hydrolysoimalla
hemiselluloosat kuumavesiuutolla. Kuumavesiuutossa ainoat lahtdaineet ovat vesi
ja lignoselluloosa. Lignoselluloosa-aines, esimerkiksi haketettu puu, keitetdén
160-220-asteisessa vedessd, joka pidetdaan nestemadisend paineen avulla. (Parajo et
al. 2004) Reaktiossa hemiselluloosa hydrolysoituu ja hajoaa lyhemmiksi
sokeriketjuiksi, oligomeereiksi. Selluloosa pysyy péédosin muuttumattomana
polymeerina, mutta ligniini hajoaa osittain pienemmiksi komponenteiksi. (Garrote
et al. 2007) Reaktio voidaan suorittaa isotermisesti eli pitdmalla lampotila
vakiona, tai kohottamalla lampdétilaa reaktioajan kuluessa. (Leschinsky et al.
2009; Garrote & Parajé 2002) Reaktion aikana syntyy heikkoja happoja
happamien komponenttien liuetessa ja hemiselluloosan esteriryhmien, kuten
asetyyliryhmien, hajotessa. Syntyvét hapot ovat péddasiassa muurahaishappoa,
etikkahappoa ja glukuronihappoa. Nama hapot katalysoivat hemiselluloosien
hydrolyysid, jolloin reaktiota kutsutaan autohydrolyysiksi. Hapot eivét kuitenkaan
ole tarpeeksi vahvoja hajottaakseen selluloosaa. (Yoon 1998) Hemiselluloosa
hajoaa lyhyemmiksi hemiselluloosapolymeereiksi ja osittain myds sokereiksi,
jotka liukenevat veteen (Garrote & Parajé 2002). Jonkin verran myds muita
aineita, l&hinna ligniinia ja uuteaineita, liukenee puuhakkeesta veteen (Koivula et
al. 2011).

2.2 Ultrasuodatus

Ultrasuodatus on paine-eroon perustuva kalvosuodatusmenetelma. Ultra-

suodatuksessa erotetaan liuoksesta liuenneita yhdisteitd tai partikkeleita. Erotus



perustuu siihen, ettd erotettavat yhdisteet ovat kooltaan suurempia kuin kalvon
huokoset, jolloin vain huokosia pienemmét yhdisteet ja liuotin paésevéat kalvon
lapi. Paine-ero kalvon eri puolilla saa huokosia pienemmat yhdisteet lapéisemaan
kalvon. Ultrasuodatusta kaytetddn usein makromolekyylien ja kolloidien
erotukseen liuoksesta. Erotettavien molekyylien moolimassa on yleensa
muutaman tuhannen Daltonin suuruusluokkaa. (Mulder 1996)

Ultrasuodatuksessa kaytettavien kalvojen huokoskoko on valilla 1 nm — 0,05 pum,
ja huokoskoon perusteella se sijoittuukin nanosuodatuksen ja mikrosuodatuksen
valiin. Mikrosuodatus ja ultrasuodatus ovat periaatteeltaan samanlaisia. Niiden
suurin ero onkin suodatuksessa kaytettavissa kalvoissa. Ultrasuodatuksessa
kaytettdvat kalvot ovat huokoisia ja ne ovat rakenteeltaan asymmetrisia.
Asymmetrinen kalvo koostuu kahdesta kerroksesta, jossa pinta on hyvin tiheé ja
pinnan huokoset ovat pienempid kuin muualla kalvossa. Pintakerroksen paksuus
on yleensd alle 1 pum. Ultrasuodatuksessa kalvoina kaytetddn usein orgaanisia
materiaaleja, kuten polysulfonia, polyeetterisulfonia, polyvinyylideenifluoridia tai
polyimidia. My0s epéorgaanisia materiaaleja kaytetdan, joista yleisimpid ovat
keraamiset materiaalit, kuten alumiinioksidi (Al,O3) ja zirkoniumdioksidi (ZrO,).
(Mulder 1996)

Ultrasuodatusta  kdytetddn  paljon eri  teollisuudenaloilla.  Yleisimpi&
ultrasuodatuksen sovellukset ovat elintarviketeollisuudessa, jossa sita kaytetaan
padasiassa meijeriteollisuudessa, virvoitusjuomateollisuudessa seka kala- ja
siipikarjateollisuudessa. (Mohammad et al. 2012) Meijeriteollisuudessa
ultrasuodatuksella on monenlaisia tehtavia ja sitd kdytetddn muun muassa heran
konsentrointiin ja talteenottoon. (Muthukumaran et al. 2004) Virvoitusjuoma-
teollisuudessa ultrasuodatusta kdytetddn muun muassa mehujen konsentrointiin ja
selkeytykseen (Mohammad et al. 2012). Muita k&yttokohteita on laaketeol-
lisuudessa, tekstiiliteollisuudessa, kemianteollisuudessa ja paperiteollisuudessa.
(Mulder 1996)

Ultrasuodatuksen tehokkuutta voidaan kuvata kalvon l&pi suotautuvan liuoksen
vuolla. Vuo kalvon Iapi on suoraan verrannollinen paine-eroon kalvon yli, yhtélon
(1) mukaan. (Mulder 1996)
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Ultrasuodatus on hyvd menetelmd hydrolysaatin  konsentrointiin  ja
hemiselluloosien talteenottoon, mutta prosessissa on vield ongelmia.
Foulaantuminen on niistd suurin, ja sitd kasitelladn seuraavaksi. (Persson &
Jonsson 2009)

2.3 Foulaantuminen

Foulaantuminen on ilmid, jossa kalvon pinnalle tai sisdan kertyy erotettavia
yhdisteitd, kolloideja, emulsiota, makromolekyyleja, suoloja tai muita yhdisteitéa
(Mulder 1996). Paamekanismit foulaantumisen syntymiselle ovat syottéliuoksen
yhdisteiden adsorptio kalvoon, kalvon huokosten tukkeutuminen, kemialliset
vuorovaikutukset liuenneiden aineiden ja kalvon vdlilla sekd geelinmuodostus
(Goosen et al. 2004). Foulaantumisen seurauksena vuo kalvon lépi pienenee ajan
myota ja vahentdad erotustehokkuutta prosessissa (Muthukumaran et al. 2004).
Foulaantuminen on ongelmana erityisesti mikro- ja ultrasuodatuksessa, joissa
kaytettdvat huokoiset kalvot ovat herkkid foulaantumaan (Mulder 1996).
Erityisesti hydrofobiset ~ kalvot  foulaantuvat  herkasti happamien

puuhydrolysaattien suodatuksessa (Koivula et al. 2011).

Foulaantuminen on hyvin monimutkainen ilmi¢ ja sitd on vaikea ennustaa
(Mulder 1996). Foulaantumisen mé&aré on riippuvainen kalvon ja syottoliuoksen
ominaisuuksista, kuten kalvon huokoskoosta ja varauksesta, seké syottéliuoksen
pH:sta, ionivahvuudesta ja konsentraatiosta (Costa et al. 2006). Myds mole-
kyylien valiset vuorovaikutukset, kuten vetysidokset ja dipoli-dipolisidokset
vaikuttavat foulaantumiseen (Mulder 1996). Kalvojen foulaantuminen pienent&a

suodatuskapasiteettia, lisaa tarvittavia kalvon puhdistuksia ja lyhent&dd kalvon



kayttoikaa, joten foulaantuminen suurentaa suodatusprosessin kustannuksia.
(Koivula et al. 2011)

2.3.1 Hydrolysaatin sisaltamat foulantit

Aromaattiset yhdisteet, joihin ligniini ja uuteaineet kuuluvat, on aiemmin
tunnistettu foulanteiksi sellu- ja paperiteollisuuden jatevesid kalvosuodatettaessa
(Persson & Jonsson 2009). Hydrolyysissa ligniini voi myos osittain hajota, jolloin
syntyy hyvin reaktiivisia, veteen liukenemattomia yhdisteitd, jotka voivat
aiheuttaa kalvon foulaantumista (Leschinsky et al. 2009). Myds muilla hydro-
lyysissa liuenneilla aineilla voi olla vaikutusta foulaantumiseen. Uuteaineisiin
kuuluvien rasva- ja hartsihappojen on todettu aiheuttavan foulaantumista. (Puro et
al. 2002) Tarkkaa tietoa foulaantumisen aiheuttajasta on kuitenkin vaikea saada,
silla hydrolysaatin koostumus on monimutkainen ja vaihtelee riippuen siitd, mista

puulajista hydrolysaatti on saatu. (Koivula et al. 2011)
2.3.2 Puupohjaisten liuosten esikéasittelymenetelmat

Aiemmissa tutkimuksissa puupohjaisten liuosten esikasittelyn tavoitteena on ollut
ligniinin ja ligniinistd peréisin olevien fenoliyhdisteiden poisto tai uuteaineiden

poisto.

Ligniiniyhdisteiden adsorptiota hiileen ovat tutkineet muun muassa Parajo et al.
(1996) seka Miyafuji et al. (2003). Parajo et al. (1996) tutkivat happo-
hydrolysoidun puuhydrolysaatin  sisaltamien ligniiniyhdisteiden adsorptiota
aktiivihiileen erilaisilla prosessiolosuhteilla. Tutkimuksessa todettiin, ettd 75 %
ligniiniyhdisteista saatiin poistettua hydrolysaatista. Miyafuji et al. (2003) tutkivat
furaani- ja fenoliyhdisteiden adsorptiota happohydrolysoidusta puuhydrolysaatista
puuhiileen. Tutkimuksessa todettiin, ettd adsorptio puuhiileen véhentaa
fenoliyhdisteiden méaaraa kasitellyssa hydrolysaatissa. Fenoliyhdisteita saatiin
poistettua niin paljon, ettd kasiteltyjen hydrolysaattien analyysissd niitd ei enda

Voitu havaita.

Cruz et al. (1999) tutkivat happohydrolysoidun puuhydrolysaatin uuttoa
orgaanisilla liuottimilla fenoliyhdisteiden poistamiseksi. Liuottimina kaytettiin

etyyliasetaattia ja dietyylieetterid. Parhaaksi osoittautui uutto etyyliasetaatilla,



10

jolloin jopa 84 % ligniiniyhdisteista saatiin poistettua hydrolysaatista. Vasquez et
al. (2005) totesivat, ettd my0s uuteaineita voidaan poistaa puuhydrolysaatista

uuttamalla etyyliasetaatilla.

Koivula et al. (2011) tutkivat autohydrolysoidun puuhydrolysaatin esikasittelya
useilla tavoilla ligniinin ja uuteaineiden poistamiseksi tai hajottamiseksi. My0ds
kasittelyjen vaikutus hydrolysaatin ultrasuodatukseen tutkittiin. Parhaimmaksi
esikasittelyksi tutkituista osoittautui PCD-kasittely (Pulsed Corona Discharge),
jossa ligniinid hajotettiin  hapettamalla se sahkopurkauksessa syntyvilla
radikaaleilla. PCD-kaésittely paransi suodattuvuutta sek& véhensi hydrolysaatin
sameutta ja ligniinin madrdd Kkasitellyssa hydrolysaatissa. PCD-késitelty
hydrolysaatti suodatettiin polysulfonikalvolla. Regeneroidulla selluloosakalvolla

suodatuksessa parhaimmaksi esikasittelyksi osoittautui aktiivihiiliadsorptio.

Muita tutkittuja tapoja ligniini- ja fenoliyhdisteiden poistoon on muun muassa
ligniiniyhdisteiden uutto etanoli-vesiseoksen ja superkriittisen hiilidioksidin
yhdistelmélla (Pasquini et al. 2005), ligniinin saostus hapolla (Mussatto et al.
2007) ja ligniiniyhdisteiden poisto hydrolysaatin ioninvaihtokasittelylla (Villarreal
et al. 2006).

My®0s uuteaineiden poistoa puuperdisista liuoksista on tutkittu. Leiviskd & Ramo
(2008) totesivat, ettd uuteaineita voidaan poistaa sellusuodoksesta koaguloimalla
kationisilla polyelektrolyyteilld. Jopa 92 % uuteaineista saatiin poistettua

kayttdmalla akryyliamidin ja metakrylaatin kopolymeeria.

Koska puuhydrolysaatin koostumus on hyvin vaihteleva, esikasittelymenetelma
tulee optimoida tietylle puuhydrolysaatille. Esikasittelyjen teho on ndin ollen

riippuvainen hydrolysaatin koostumuksesta. (Koivula et al. 2011)
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3 MATERIAALIT JA MENETELMAT

Kokeissa kaytetty hydrolysaatti oli koivu-uutetta. Autohydrolyysi tehtiin koivun
sahanpurusta 20 barin paineella niin, ettd uuton aikana korkein lampétila oli
173 °C. Uuttoaika oli 70 minuuttia laskettuna siitd hetkestd, kun koivu-uutetta
alkoi tulla uuttokammiosta ulos. Kaytetty kuiva sahanpuru sisélsi 17,7 %

hemiselluloosaa.

3.1 Esikasittelyt

Esikasittelyind kaytettiin neljad eri menetelmdd. Hydrolysaatti esikasiteltiin
lakkaasientsyymillg, flokkulantilla, kitosaanilla sekd lakkaasientsyymin ja
adsorbentin yhdistelmélla. Kasittelyiden tavoitteena oli hajottaa ja/tai poistaa

ligniinid, jotta kalvon foulaantuminen véhentyisi.

Kaikkien késittelyiden aikana hydrolysaatista otettiin  ndytteitda UV-
absorbanssianalyysié varten. Naytteet olivat tilavuudeltaan noin 5 ml ja ne otettiin
suoraan seoksesta mikropipetilla, ellei toisin ole mainittu. Naytteet sentrifugoitiin
10 minuutin ajan nopeudella 3400 rpm ja erottunut neste suodatettiin PALL
ACRODISC LC -ruiskusuodattimella, jonka huokoskoko on 0,45 pm. Tédman
jalkeen ndytteet laimennettiin suhteessa 1:200. Laimennettujen naytteiden UV-
absorbanssit  mitattiin - JASCO V-670 UV Vis -spektrofotometrilla.
Aallonpituuksina kaytettiin 203 ja 205 nm, jolloin absorbanssiarvo kertoo
ligniinin maarasta (TAPPI UM 250). Naytteenottohetket on kerrottu jokaisen
esikasittelyn yhteydessa.

3.1.1 Entsyymikasittely

Entsyymikasittelyssa hydrolysaatti kasiteltiin  Novozym-lakkaasientsyymilla. 4
grammaa lakkaasientsyymia lisattiin 400 grammaan hydrolysaattia. Seoksen
annettiin reagoida 24 tuntia huoneenldmmossa. Seosta sekoitettiin  koko

reagointiajan magneettisekoittimella nopeudella 500 rpm.
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UV-absorbanssianalyysié varten reagointiajan alussa otettiin néytteitd, kun aikaa
oli kulunut 0, 30, 60 ja 120 minuuttia. Viimeinen ndyte otettiin, kun sekoitus

lopetettiin eli 24 tunnin kohdalla.

Entsyymikasittely tehtiin samalla tavalla kahdelle néytteelle, jotka molemmat

suodatettiin. Naista kaytetdan nimia entsyymi I ja entsyymi I1.

3.1.2 Flokkulanttikasittelyt

Flokkulanttiké&sittelyissa hydrolysaattiin liséttiin 20 m-%:sta
polydiallyylidimetyyli-ammoniumkloridiliuosta (p-DADMAC). Kaytetyn p-
DADMAC -liuoksen moolimassa oli 100000-300000 g/mol. Flokkulanttikasittely

tehtiin kahdella eri flokkulantin maaralla.

Toiseen naytteeseen lisattiin 0,4 grammaa flokkulanttia 400 grammaan
hydrolysaattia ja toiseen 4 grammaa flokkulanttia 400 grammaan hydrolysaattia.
Lisdyksen jalkeen seoksia sekoitettiin magneettisekoittimella 10 minuutin ajan
nopeudella 500 rpm, jonka jalkeen flokkulanttien annettiin laskeutua 24 tuntia.
Koko kasittely suoritettiin huoneenldmmassa.

Laskeutusajan jalkeen molemmista kasitellyistd seoksista otettiin koeputkiin
naytteet UV-absorbanssianalyysid varten. Flokkulantit erotettiin liuoksesta
imusuodatuksella. Imusuodatuksessa kaytettiin Rundfilter 604 -suodatinpaperia.
Imusuodatetut naytteet laimennettiin UV-absorbanssianalyysia varten.

Flokkulanttikésitellyista naytteista kaytetaan nimié flokkulantti | ja flokkulantti I1,
jossa flokkulantti I on nayte, johon liséttiin 0,4 grammaa flokkulanttia ja

flokkulantti I1 se, johon lis&ttiin 4 grammaa flokkulanttia.

3.1.3 Kitosaanikasittely

Kitosaanikasittelyssd  lisattiin - 2 grammaa kitosaania 400 grammaan
hydrolysaattia. Késittely tehtiin 60 °C lampétilassa magneettisekoittimella
sekoittaen nopeudella 500 rpm. Seoksesta otettiin naytteitd 30, 60 ja 120 minuutin

kohdalla UV-absorbanssianalyysia varten.
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Kokonaisvaikutusaika oli kaksi tuntia, jonka jalkeen muodostunut geelimdinen
osuus poistettiin liuoksesta sentrifugoimalla seosta 15 minuutin ajan nopeudella
22000 rpm.

3.1.4 Entsyymi-adsorbenttikéasittely

Entsyymin ja adsorbentin yhdistelmékasittelyssd hydrolysaatti kasiteltiin seké
Novozym-lakkaasientsyymilla etta Amberlite XAD7HP-adsorbentilla.
Adsorbentti esikésiteltiin huuhtelemalla sitd puhtaalla vedelld imusuodatuksessa.
Kéytetyn veden maard oli 20-kertainen adsorbentin méaardan verrattuna.
Hydrolysaatin esikésittely tehtiin 60 °C lampdtilassa koko reagointiajan
magneettisekoittimella  sekoittaen  nopeudella 500 rpm. 4 grammaa
lakkaasientsyymiliuosta lisattiin 400 grammaan hydrolysaattia. Seoksen annettiin
reagoida tunnin ajan, jonka jalkeen esikasiteltyd adsorbenttia lisattiin
hydrolysaattiin 40 grammaa. Seoksen annettiin reagoida vield tunnin ajan.
Vaikutusajan jalkeen adsorbentti erotettiin imusuodatuksella kéyttden Rundfilter
604 -suodatinpaperia.

Seoksesta  otettiin  naytteitda =~ UV-absorbanssianalyysia  varten  ennen
entsyymiliuoksen lisaamista (O min), ennen adsorbentin lisdéamista (60 min) seka

koko reagointiajan lopussa (120 min).

3.2 Suodatukset

Suodatukset tehtiin Amicon-suodattimella. Suodatin on panostyyppinen, jossa
sekoitus on toteutettu magneettisauvalla ja paine tuotetaan typpikaasulla. Kalvon
pinta-ala suodattimessa on 0,004 m? Kalvona kaytettiin Alfa Laval UFX5 -
polysulfonikalvoa. Kalvon katkaisukoko on 5 kDa. Kalvo Kkasiteltiin ennen
suodatuksia liottamalla sitd 15 minuuttia 0,1 % natriumhydroksidiliuoksessa.

Kalvo huuhdeltiin puhtaalla vedelld ennen suodatusten aloittamista.

Vesivuo mitattiin suodattamalla puhdasta vettd 30 minuutin ajan sek& ennen
hydrolysaatin suodatusta ettd hydrolysaatin suodatuksen jalkeen. Vesivuon
mittauksissa kaytettiin 3 barin ja hydrolysaatin suodatuksessa 5,5 barin painetta.
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Lampaotilana sekd vesivuomittauksissa ettd hydrolysaatin suodatuksissa kaytettiin
60 °C.

Kalvon  foulaantumista  tarkkailtiin  sekda  hydrolysaatin  suodatuksen
permeaattivuon  ettd puhdasvesivuon muutosten avulla. Hydrolysaatin
suodatuksissa pyrittiin  suodattamaan niin kauan, ettd VRF-arvo (Volume
Reduction Factor) on kolme. Kaikissa suodatuksissa tdmé ei vuon tyrehtymisen
vuoksi ollut jarkevaa, jolloin suodatus lopetettiin jo aiemmin. VRF-arvon

laskemiseen kaytettiin sy6ton ja permeaatin massoja, kayttéden yhtaloa (2).

Msystto 2

Mgysets — Mpermeaatti

VRF =

Msystto syOton massa, g

Mpermeaatti permeaatin massa, g

Vuot mééritettiin kirjaamalla permeaattivuon massan arvot ylés ensimmaisen 10
minuutin ajan 1 minuutin vélein ja loppusuodatuksen ajan 5 minuutin valein.

Vuon laskemiseen kaytettiin yhtaloa 3.

(mn - mn—l) (3)

] N A(tn - tn—l)

(™ permeaatin massa ajan hetkella t,, kg
Mm,1  permeaatin massa ajan hetkella t,.;, kg
A suodatuspinta-ala, m?

t suodatusaika, h

Suodatus tehtiin késiteltyjen néytteiden lisdksi myods kasittelemattomalle
hydrolysaattindytteelle. Kasittelemattomasta hydrolysaatista kéytetddn nimeé

nollanéyte.
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3.3 Analysointi

Suodatusten jalkeen hydrolysaattindytteiden konsentraatista, permeaatista ja
syottoliuoksesta mitattiin  johtokyky, pH, TOC (Total Organic Carbon) eli
orgaanisen hiilen kokonaismaara ja UV-absorbanssi. Johtokyky ja pH mitattiin,
jotta nahtaisiin, tapahtuuko niissd suuria muutoksia. Ne mitattiin laimen-
tamattomista naytteistd. TOC-madritysta varten ndytteistd laimennettiin pieni
mééra suhteessa 1:200. TOC-maéaritys tehtiin Shimadzu TOC-5050A Total
Carbon Analyzer:lla.. UV-absorbanssi mitattiin UV Vis -spektrofotometrilla
aallonpituuksilla 203 ja 205 nm. UV-absorbanssianalyysid varten naytteista
laimennettiin pieni m&aré suhteessa 1:200. Kaikkien naytteiden UV-absorbanssi-
ja TOC-arvot on esitetty liitteessa I1.

Parhaiten onnistuneiden suodatusten konsentraatista, syotOstd ja permeaatista
tilattiin -~ my6s  kokonaishiilihydraattianalyysi hemiselluloosapitoisuuden
selvittamiseksi. Analyysi tehtiin nollandytteelle, entsyymi Il -néytteelle,
flokkulantti Il -naytteelle, kitosaanindytteelle ja entsyymi-adsorbenttindytteelle.
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4 TULOKSET

Suodatuskapasiteettia ja foulaantumisen maadraa suodatuksessa voidaan péaatella
naytteen suodatuksen keskiarvovuosta. Esikasittelyn tehoa voidaan péatella UV-
absorbanssin perusteella, joka kertoo ligniinin mé&érastd, sekd TOC- ja
hemiselluloosapitoisuuksista. Hemiselluloosapitoisuuksista voidaan myods paatelld
konsentroinnin onnistumista. Nama arvot on esitetty taulukossa I. Keskiarvovuot

on laskettu koko suodatuksen keskiarvona.

Taulukko I.  Naytteiden UV-absorbanssit, TOC-arvot, keskiarvovuot ja sokereiden
kokonaispitoisuus
UV-absorbanssi TOC Keskiarvovuo Hemiselluloosapitoisuus

Kasittely Nayte (205 nm) ppm L/m*h mg/L
Permeaatti 1,49 3975 3692
Nollanayte  Syo6tto 3,30 14893 6 18574
Konsentraatti 3,93 24877 22899
Permeaatti 0,52 6310 6082
Entsyymi Il Sy6ttod 2,05 14740 18 18609
Konsentraatti 7,02 39167 45795
Permeaatti 0,44 1179 -
Flokkulantti I Sy6tto 3,06 13803 3 -
Konsentraatti 3,21 14801 -
Permeaatti 0,43 1248 507
Flokkulantti 11 Syotto 3,15 14926 6 17363
Konsentraatti 3,09 17475 19325
Permeaatti 0,90 2628 2594
Kitosaani Syottd 2,35 9282 17 16511*
Konsentraatti - - -
Entsyymi- Perm?aani 0,16 5550 6209
adsorbent Syotto _ 1,01 10418 50 14268
Konsentraatti 0,49 22104 29622

* Kitosaanikasitellyn syottondytteen hemiselluloosan maaré on suuntaa antava, silla
hyytelémainen ndyte laimennettiin punnitsemalla eikd se liuennut taysin.

Taulukosta | nédhdaan, ettd kaikkein suurin keskiarvovuo on entsyymi-
adsorbenttikasitellylla naytteelld. Entsyymi-adsorbenttikasitellyn hydrolysaatin
syottondytteen UV-absorbanssiarvo on pienempi kuin nollandytteelld, joten
ligniinid on hajonnut tai poistunut esikasittelyssd. Syotossa on kuitenkin myds
pienempi hemiselluloosapitoisuus kuin nollandytteessd, eli esikasittelyn aikana
osa hemiselluloosista on hajonnut tai poistunut. Entsyymi-adsorbenttikasitellyn
naytteen konsentraatin TOC-arvo on l&hell& nollandytteen konsentraatin arvoa.

Konsentraatin hemiselluloosapitoisuus on suurempi kuin nollanéytteelld, joten
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hemiselluloosien konsentrointi onnistui talla esikasittelylld paremmin kuin

kasittelemattdméassa nollandytteessa.

Entsyymi Il -néytteelld wvuon keskiarvo on kolminkertainen verrattuna
nollandytteen keskiarvovuohon. Sy6ton TOC- ja hemiselluloosapitoisuudet ovat
ldhes sama kuin nollanéytteelld, eli hemiselluloosahaviota ei tassé kasittelyssa ole
tapahtunut. Sy6ton UV-absorbanssiarvo on pienempi kuin nollanaytteelld, joten
0sa ligniinista on poistunut kéasittelyssa. Konsentraatin
hemiselluloosapitoisuudesta ndhdaan, ettd hemiselluloosien konsentrointi onnistui

tassa esikasittelyssa hyvin.

Kitosaanikasitellyn hydrolysaatin keskiarvovuo on lahelld entsyymi Il -ndytteen
keskiarvovuota. Syoton TOC-arvo on pienempi kuin nollandytteelld, ja suuntaa-
antava hemiselluloosapitoisuuskin hieman pienempi. Esikésittelyssa tapahtui siis
jonkin verran hemiselluloosahdviota. Sy6ton UV-absorbanssiarvo on kuitenkin
pienempi kuin nollanaytteelld, joten myos ligniinia poistui. Kitosaanikésitellyn
naytteen konsentraatista ei saatu analyysituloksia, silld sen koostumus muuttui
suodatuksen lopulla tahmeaksi ja vaahtomaiseksi. Tam& vaahtomainen
konsentraatti oli veteen huonosti liukenevaa, joten sitd ei voinut laimentaa eika
nain ollen myoskdadn analysoida. Kaytdnnossa tallaisen  konsentraatin

jatkojalostaminen voi olla hankalaa.

Molemmissa flokkulanttikésittelyissd vuon keskiarvo jaivat pieniksi, mutta
kesken&dn niiden vélilla huomataan kasvua. Voidaan siis arvioida, ettd
flokkulantin pitoisuutta kasvattamalla my6s keskiarvovuo kasvaa. Témaén
toteaminen kuitenkin vaatisi lisdkokeita. TOC-arvot molempien néytteiden
syotossa ovat lahelld nollandytteen arvoa. Flokkulantti Il -ndytteen syoton
hemiselluloosapitoisuus on hieman pienempi kuin nollanaytteella. Esikésittelyssé
hemiselluloosia siis poistui jonkin verran, mutta muutos on melko pieni.
Molempien naytteiden sy6ton UV-absorbansseista nahdéaén, etta esikasittely poisti
vain véhan ligniinid. Flokkulantti 1l -ndytteen konsentraatin hemisellu-
loosapitoisuus on pienempi kuin nollandytteen konsentraatilla. Hemiselluloosien

konsentrointi onnistui siis huonommin kuin nollandytteell&.

Esikasiteltyjen naytteiden vuon keskiarvojen perusteella suodatuskapasiteetti
kasvoi eniten entsyymi-adsorbenttikésitellyn nédytteen suodatuksessa. Myos
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entsyymi Il -ndytteen ja kitosaanikasitellyn néaytteen keskiarvovuot ovat
suurempia kuin nollandytteelld, joten naissakin tapauksissa suodatuskapasiteetti
kasvoi. Vuokeskiarvojen perusteella molemmissa flokkulanttikasitellyisséa

naytteissa suodatuskapasiteetti pysyi samana kuin nollanaytteella.

Foulaantumisen madrdd voidaan paatelld puhdasvesivuon muutoksista.
Taulukossa Il on esitetty puhtaan veden keskiarvovuot ennen naytteen suodatusta
ja naytteen suodattamisen jalkeen sek& vesivuon prosentuaalinen muutos. Mitd
suurempi ero vesivuon arvolla ennen ndytteen suodatusta ja naytteen suodatuksen
jalkeen, sitd suurempaa on ollut  foulaantuminen  suodatuksessa.
Entsyymikasitellyistd naytteistd on taulukkoon siséllytetty vain se, joissa
hydrolysaattisuodatuksen keskiarvovuo on ollut suurempi. Veden keskiarvovuot
on laskettu veden suodatuksen lopusta kolmen viimeisen mittauspisteen
perusteella. Koska vesivuot ennen ndytteen suodatusta vaihtelevat suuresti,
voidaan todeta kaytettyjen kalvopalojen olleen epétasalaatuisia. Tamé vaikeuttaa
prosentuaalisten muutosten vertailua eri hydrolysaattinaytteiden valilla. Vesivuon
muutoksista yhdessa hydrolysaattisuodatuksessa voidaan kuitenkin paatell&

foulaantumisen maaraa.

Taulukko 11. Vesivuot ennen hydrolysaattindytteen suodatusta ja naytteen
suodatuksen jalkeen seké vesivuon muutos.

Néyte Ennen kg/m*h  Jilkeen kg/m’*h  Muutos

Nollanéyte 266 16 94 %

Entsyyminayte 11 161 16 90 %

Kitosaaninayte 382 49 87 %
Entsyymi-adsorbenttindyte 310 47 85 %
Flokkulanttinayte | 281 5 98 %
Flokkulanttindyte I1 238 14 94 %

Taulukosta 11 nahdaén, ettd suurin vesivuon lasku tapahtui flokkulanttikésiteltyjen
hydrolysaattien suodatuksessa, joissa vesivuon prosentuaalinen muutos on jopa
hieman suurempi kuin nollandytteen suodatuksessa. Foulaantumista tapahtui siis
hydrolysaattindytteiden  suodatuksissa ~ enemmdn  kuin  nollandytteen
suodatuksessa. Vahiten foulaantumista tapahtui entsyymi-adsorbenttikasitellyn
néytteen  suodatuksessa.  Kitosaanikésitellyn — néytteen ja  entsyymi-
adsorbenttikasitellyn ndytteen suodatuksissa vesivuo laski l&hes yhta paljon, mutta

nollandytteen vesivuon laskuun verrattuna niissé kuitenkin tapahtui véhemman
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foulaantumista. Entsyymi Il -naytteen vesivuo laski melko paljon, mutta kuitenkin

hieman vahemman kuin nollandytteen suodatuksessa.

Kaikissa késiteltyjen ndytteiden suodatuksissa voidaan olettaa, foulaantumista
tapahtui melko paljon. Vesivuon lasku oli jokaisessa suodatuksessa yli 80 %.

Vesivuot on esitetty pylvasdiagrammina liitteessé I.

VRF-arvo kertoo suodatuskapasiteetista. Kuvassa 1 vuo on esitetty VRF-arvon
funktiona suodatuksen aikana. Tavoitteena suodatuksissa oli mahdollisimman
suuri vuo, mutta hydrolysaatin konsentroinnin kannalta tavoiteltavaa on myos

suuri VRF-arvo.
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Kuva 3. VRF-arvot vuon funktiona kasiteltyjen hydrolysaattien suodatuksissa
AlfaLaval UFX5-kalvolla 5,5 barin paineella 60 °C lampdtilassa.
Kuvasta 3 ndhd&an, ettd VRF-arvon ja vuon suhteen paras kasittely oli entsyymi-
adsorbenttikasittely. Entsyymi-adsorbenttikésitellyssa naytteessa oli
huomattavasti suurempi vuo koko suodatuksen ajan kuin muissa naytteissa. Myos
entsyymi 1l -ndyte ja kitosaanikasitelty nayte olivat kuvan 1 perusteella melko
hyvid. Kitosaanikasitellyssa ndytteessa VRF-arvo jai pieneksi, mutta vuo oli
melko samaa tasoa entsyymi Il -ndytteen kanssa. Flokkulantti Il -ndytteen
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nahdaan kuvan 1 perusteella olevan jopa huonompi VRF-arvon ja vuon suhteen,

kuin nollan&ytteen.

Entsyymi-, kitosaani- ja entsyymi-adsorbenttik&siteltyjen hydrolysaattien
esikasittelyn aikana otettujen naytteiden UV-absorbanssit on esitetty liitteessa I1.

Myaos hydrolyysinaytteistd mitatut johtokyky- ja pH-arvot on esitetty liitteessa I1.



21

5 YHTEENVETO

Esikasittelyjen tavoitteena oli vahentdd hydrolysaatin ultrasuodatuksen aikana
tapahtuvaa foulaantumista suodatuksen tehostamiseksi. Suodatusten tavoitteena
oli konsentroida syottoliuos, eli saada mahdollisimman suuri maara

hemiselluloosia konsentraattiin.

VRF-arvon ja vuon suhteen késittelyista paras oli entsyymi-adsorbenttikasittely.
Sen wvuo oli huomattavasti suurempi kuin muiden naytteiden, eli
suodatuskapasiteetti oli parempi. Jonkin verran hemiselluloosia kuitenkin hajosi
tai poistui esikasittelyn aikana. Hemiselluloosapitoisuus konsentraatissa oli
suurempi kuin nollanaytteelld, joten konsentrointi oli onnistunut hyvin. Sy6ton ja
konsentraatin  UV-absorbanssiarvojen  perusteella ligniinia oli  poistunut
kasittelyssa, eikd konsentraattiin  jaanyt paljon ligniinia.  Entsyymi-
adsorbenttikasittely osoittautui tehdyista kasittelyista parhaaksi. Vaikka vesivuon
muutoksen perusteella foulaantumista tapahtui tassakin kasittelyssé melko paljon,

oli vesivuon muutos kasittelyista pienin.

Entsyymi Il -ndytteen VRF-arvon ja vuon suhde oli toiseksi paras. Kitosaani-
kasitelty nayte oli suodatuksen alussa melko samalla tasolla, mutta sen vuo
pieneni suodatuksen loppua kohden enemmaéan kuin entsyymi Il -ndytteen
suodatuksessa. Entsyymi Il -ndyte siis foulasi kalvoa vahemman.
Entsyymikasittelyssa ei tapahtunut hemiselluloosahdvitta. Entsyymi Il -ndytteen
hemiselluloosapitoisuus konsentraatissa on kaikista kasittelyista suurin. Entsyymi
Il -ndytteen konsentraatti siséltda kuitenkin UV-absorbanssiarvon perusteella vield
paljon ligniinid, vaikka sitd syotossa olikin vdhemman kuin nollandytteessa.

Vesivuo laski myos paljon, joten foulaantumista tapahtui.

Kitosaanikasitellyn n&ytteen VRF-arvon ja vuon suhde oli melko hyva. Vuo
kuitenkin pieneni suodatuksen loppua kohden, eli kalvo foulaantui suodatuksen
edetessd. UV-absorbanssiarvon perusteella syétossa on vdhemman ligniinid kuin
nollandytteessd, mutta ligniinid on kuitenkin vield melko paljon. Siitd voi johtua
kalvon foulaantuminen. Konsentraatin hemiselluloosapitoisuutta ei saatu
analysoitua, joten kitosaanikasittelyn tehokkuutta konsentroinnin kannalta on

vaikea arvioida. Myo6s hemiselluloosahdviota tapahtui  melko paljon
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esikasittelyssd. Kaytannossé kitosaanikasittely ei ole kovin jarkeva. Seka syoton
geelimdinen ettd konsentraatin vaahtomainen rakenne on jatkojalostuksen ja
analysoinnin kannalta hankala. Molemmat olivat huonosti veteen liukenevia, joka

vaikeuttaa analysointia ja jatkokéyttoa.

Molemmissa flokkulanttikasittelyissa vuo ja VRF-arvo jaivat pieniksi.
Foulaantuminen pienensi vuon hyvin nopeasti alle jarkevan tason. Flokkulantti 11
-ndytteen konsentraatin hemiselluloosapitoisuus jai melko pieneksi, joten
konsentroinnin kannaltakaan flokkulanttikasittely ei ole jarkev&. Ligniinia oli
kuitenkin poistunut kasittelyssa ja kasittelyiden valilla huomattiin vuon olevan
suurempi flokkulantti 11 -nédytteessa, johon flokkulanttia lisattiin enemman.
Suurempi flokkulanttipitoisuus siis saattaisi vahentdd foulaantumista, jolloin
hemiselluloosapitoisuus voisi olla konsentraatissa suurempi, kun suodatusta
voitaisiin  jatkaa pidempaan. Jotta tam& voitaisiin  todeta,  tulisi

flokkulanttikasittelya kuitenkin tutkia viela lisaa.

Jatkossa  entsyymi-adsorbenttikasittelyd  voisi  tutkia lisdd  mahdollisten
foulaantumista aiheuttavien uuteaineiden poistamiseksi, jotta sen tehokkuus
paranisi. Entsyymikasittelyd voisi yhdistdd johonkin toiseen kasittelyyn, jolla
ligniinia saataisiin poistettua vield enemméan ja néin ollen foulaantumista
vahennettyd enemmaén. Myds flokkulanttikasittelya voisi tutkia suuremmilla
flokkulanttipitoisuuksilla, silla kokeissa huomattiin keskiarvovuon olevan

suurempi sen naytteen suodatuksessa, jossa oli suurempi flokkulanttipitoisuus.
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LIITE | Puhdasvesivuot

Kuva 1. Puhdasvesivuot jokaiselle ndytteelle ennen ndytteen suodatusta ja ndytteen
suodatuksen jalkeen.
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LIITE Il Naytteiden analyysitulokset

Taulukko I. Kaikkien naytteiden UV-absorbanssit ja TOC-arvot.

UV-absorbanssi TOC

Késittely 205nm 203nm ppm
Permeaatti 1,493 1,516 3975
Nollanayte Sy6ttd 3,305 3,327 14893
Konsentraatti 3,926 3,881 24877
Permeaatti - - 4925
Entsyymi | Syo6ttd - - 15520
Konsentraatti - - 18790
Permeaatti 0,522 0,537 6310
Entsyymi 1l Syottd 2,050 2,047 14740
Konsentraatti 7,016 7,015 39167
Permeaatti 0,429 0,437 1179
Flokkulantti | Syottd 3,154 3,184 13803
Konsentraatti 3,094 3,128 14801
Permeaatti 0,441 0,448 1248
Flokkulantti Il Syo6tto 3,056 3,091 14926
Konsentraatti 3,213 3,243 17475
Permeaatti 0,903 0,917 2628
Kitosaani Syotto 2,352 2,394 9282
Konsentraatti - - -
) Permeaatti 0,164 0,169 5550
Egstz}%'gr‘l'm Syotts 1012 1,021 10418
Konsentraatti 0,489 0,496 22104




Taulukko Il. Naytteiden johtokyvyt ja pH:t.

Johtokyky
uS/cm pH

Permeaatti 443,8 3,47

Nollandyte Sy6ttd 610,1 3,26
Konsentraatti 651,5 3,21

Permeaatti 601,3 3,57

Entsyymi Il Syo6tto 746,5 3,47
Konsentraatti 945,8 3,29

Permeaatti 3974 3,04

Flokkulantti I Sy6tto 732,6 3,18
Konsentraatti 7440 3,21

Permeaatti 764,2 0,85

Flokkulantti Il Sy6tto 1269,0 3,11
Konsentraatti 1367,0 3,12

Permeaatti 291,6 4,20

Kitosaani Syotto 795,5 5,00
Konsentraatti - -

) Permeaatti 557,0 3,69
fgggﬁg?]'m Syotto 667.8 3,58
Konsentraatti 853,1 3,50
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UV-absorbanssi
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Kuva 1. Entsyymi | -ndytteen UV-absorbanssit ndytteenottohetken funktiona. Viimeista

pistettd (24 h) ei ole sisallytetty kuvaan.
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Kuva 2. Entsyymi Il -ndytteen UV-absorbanssit ndytteenottohetken funktiona.
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Kitosaani
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Kuva 3. Kitosaanikasitellyn naytteen UV-absorbanssit ndytteenottohetken funktiona.
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Kuva 4. Entsyymi-adsorbenttikésitellyn ndytteen UV-absorbanssit ndytteenottohetken

funktiona.




