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Hemiselluloosa on raaka-aine, jota ei télld hetkelld hyodynnetd laajalti teollisuudessa.
Hemiselluloosaa on saatavilla ldhes alueesta riippumatta, silli puut ja peltokasvit
siséltdvit sitd runsaasti. Sen kdyttomahdollisuuksista ja ominaisuuksista ei vield tilla
hetkelld tiedetd runsaasti. Téssd tydssd keskitytddn tutkimaan hemiselluloosarakenteen

sokereiden ja sokerioligomeerien uuttamista ja analysointia.

Tyon tarkoituksena oli selvittdd mahdollisuuksia saada selville tiettyjen puulajien
hemiselluloosarakenteesta uuttuvien erilaisten sokereiden ja sokerioligomeerien maarét
sekd mahdollisuuksia niiden erottamiseen toisistaan. Valitut puulajit olivat Suomessa
runsaasti esiintyvdt minty, kuusi ja koivu. Tavoitteena ty0ssd oli saada kyseisten
puulajien uutetuista liuoksista selkedt kromatogrammit nestekromatografilla. Néaistd
kromatogrammeista  tarkoituksena oli saada selville puulajien sokeri- ja
sokerioligomeerikoostumukset ja ndhdd, kuinka hyvin komponentit pystytddn

erottamaan toisistaan.

Valittujen puulajien puuainesta uutettiin kuumavesiuutolla kahdessa eri ldmpétilassa.
Kokeissa havaittiin, ettd jokaisen puulajin kohdalla yksittdiset sokerit ovat nikyvissé
kromatogrammeissa selvind toisistaan erottuvina piikkeind uuttaessa puuainesta
pienemmassd lampdtilassa. Lampotilaa nostaessa sokereiden pitoisuudet nousevat ja
piikit eivdt endd erotu toisistaan yhtd hyvin. Pienemmaissd ldmpoétilassa uutettujen
puuainesten ~ kromatogrammeista  huomataan, ettd erikokoiset sokerit ja
sokerioligomeerit on mahdollista tunnistaa ja erottaa toisistaan suhteellisen hyvin.
Tdmédn pohjalta on hyvd ldhted tutkimaan ja kehittdmdin sokereiden ja
sokerioligomeerien erottamista puuaineksesta lisdd, silld se on tdssd ty0ssd todettu

mahdolliseksi.



Asiasanat: nestekromatografia, hemiselluloosa, uutto
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1 JOHDANTO

Puut ja peltokasvit sisdltdvit runsaasti hemiselluloosaa, jota tilla hetkelld ei hyddynneta
laajasti  teollisuudessa. Puun massasta noin kolmasosa on hemiselluloosaa.
Hemiselluloosaa on saatavilla laajalti sekd ldhes alueesta riippumatta. Se on sopiva
tulevaisuuden raaka-aine sen uusiutuvuuden ja ympdristoystivillisyyden vuoksi.
Hemiselluloosalla voi olla hyvi tulevaisuus elintarvike- ja pakkausteollisuudessa sekéa
esimerkiksi  biojalostomoilla.  Hemiselluloosan  kdyttomahdollisuuksia  seka

ominaisuuksia tutkitaan nykypéivané runsaasti.

Tyon tarkoituksena oli selvittdd mahdollisuuksia saada selville kolmen tutkittavan
puulajin hemiselluloosarakenteesta uutettavien erilaisten sokereiden maérdt ja
mahdollisuuksia niiden erottamiseen toisistaan. Tavoitteena tydssd on saada haluttujen
puulajien uutetuista liuoksisista tarpeeksi selkedt kromatogrammit, joista saadaan
tarkasti selville kyseisten puulajien sokeri- ja sokerioligomeerikoostumukset.
Kromatogrammien avulla on tavoitteena néhdé, kuinka hyvin komponentit pystytddn
erottamaan toisistaan. Toiveena on, ettd tutkimuksessa saatua tietoa voidaan kéyttdd ja
soveltaa tulevaisuuden tutkimuksissa sekd mahdollisesti myds tulevaisuuden

teollisuudessa.



2 KIRJALLISUUSKATSAUS

2.1 Nestekromatografian perusteet

Kromatografialla on suuri merkitys kemiallisessa analyysissa. Kromatografia on
erotusmenetelmd, joka koostuu paikallaan pysyviastid faasista ja liikkuvasta faasista.
Niiden kahden faasin vuorovaikutus muodostaa ldhtokohdan kromatografiselle
erotukselle. Kromatografisessa analyysissd keskeistd on siis analysoitavien
komponenttien erottaminen toisistaan. Kromatografiset tekniikat erotellaan liikkuvan
faasin olomuodon mukaan. Néiin ollen nestekromatografia koskee kaikkia niitd
sovellutuksia, joissa liikkuva faasi on nestemuodossa. Erotus perustuu komponenttien
erilaisiin vuorovaikutuksiin paikallaan pysyvén faasin ja litkkuvan faasin vililld, jotka

saavat aikaan sen, ettd komponentit erottuvat toisistaan. (Ramos, 2013, s.1)

Nestekromatografiassa (HPLC) erotus tapahtuu kolonnin sisélla. Kolonni on ratkaiseva
osa HPLC:td, silld kaksifaasisen jérjestelmén rajoittaminen putkeen mahdollistaa
litkkkuvan faasin virtauksen tdydellisen hallinnan, joka on yksi tarvittava perusparametri

HPLC:n kéytossa. (Ramos, 2013, s.2)

2.2 Biomassan koostumus

Biomassa on yleinen termi ei-fossiilisille ja komposiittisille biogeenisille kiinteille
orgaanisille aineille, jotka ovat muodostuneet luonnon tai ihmisen toiminnasta
johtuvissa prosesseissa. (Zhang & Wang, 2013, s.5) Biomassan muodostuminen liittyy
joko suoraan tai epdsuoraan fotosynteesiin, ja se sisdltdd niin eldimet, kasvit, mikrobit
kuin orgaaniset aineet, jotka ovat perdisin ndistd prosesseista. Biomassa muodostuu
pédasiassa kolmesta alkuaineesta, jotka ovat hiili, happi ja vety, mutta sisdltid myos
esimerkiksi rikkid ja typped. Tamén lisdksi biomassa sisdltdd my0s vapaita yhdisteiti,
niin sanottuja uutteita, jotka voidaan uuttaa joko polaarisilla tai poolittomilla

orgaanisilla liuottimilla. (Wang & Luo, 2017, s.1-2)

Lignoselluloosapitoinen biomassa on monimutkainen heterogeeninen seos orgaanista
ainetta, joka sisdltdd erilaisia kiinteitd ja nestemadisid ldheisesti toisiinsa liittyvid faaseja.
Niin sanotun perusbiomassan orgaaniset komponentit siséltdvit kolmea keskeistd

biopolymeerid, jotka muodostavat kasvien soluseinimén. Ndmé kolme komponenttia
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ovat selluloosa, hemiselluloosa ja ligniini. Selluloosa ja hemiselluloosa siséltévit
erilaisia sokerimonomeerejé ja ne ovat tiukasti sidottu yhteen ligniinin avulla. (Zhang &
Wang, 2013, s.9) Selluloosan ja hemiselluloosan tai ligniinin vélilldi on yleensi

vetysidoksia, kun taas hemiselluloosan ja ligniinin vélilld on niiden lisdksi my0s

kovalenttisia sidoksia. (Wang & Luo, 2017, s.2)

Jotta biomassan rakenteen ymmartiisi, on tarkedd tunnistaa kyseisen biomassan tyyppi,
silld rakenteet vaihtelevat erityyppisilld biomassoilla. My06s kasvin ikd biomassan
kerddmisen aikana vaikuttaa sen kemialliseen koostumukseen. Kasvin ikéd korreloi sen
aineenvaihduntaan ja fysiologiaan, kuten kykyyn imed metaboliittejd maaperistd,
ilmasta ja vedestd juurten ja ilmarakojen lépi seké niiden kuljettamiseen ja kerddmiseen
kudoksiinsa. Myds kasvin maantieteellinen sijainti voi vaikuttaa sen metaboliseen
rakenteeseen merkittdvésti, ja aiheuttaa niin ollen vaihteluja biomassan rakenteeseen.

(Zhang & Wang, 2013, 5.10)

2.3 Eri biomassalajien hemiselluloosan sokerikoostumus

2.3.1 Havupuiden hemiselluloosat

Havupuiden tirkeimmidt hemiselluloosat ovat galaktoglukomannaani (kuva 1),
glukomannaani ja arabinoglukuronoksylaani. Muita havupuiden hemiselluloosia ovat
arabinogalaktaani, ksyloglukaani sekd muut glukaanit. Padasialliset hemiselluloosat
havupuissa eli (galakto)glukomannaanit koostuvat lineaarisesta tai hieman
haarautuneesta ketjusta siséltden (1—4)-sidoksin yhteen muodostuneita  B-D-
mannopyranoosiyksikditd ja  B-D-glukopyranoosiyksikditd, sekd  sivuryhmind
mannoosiin (1—6)-sidoksin linkittyneitd galaktoosiyksikoitd. Galaktoglukomannaaneja
on kuitenkin kahdenlaisia: sellaisia, jotka sisdltivit galaktoosiyksikditd ja sellaisia,
jotka eivdt. Noin 10-15% havupuusta koostuu arabinoglukuronoksylaanista, joka
koostuu B-(1—4)-sidoksin yhteen muodostuneista ksylopyranoosiyksikdistd. Kyseisessd
ksylaanissa on keskiméédrin yksi 4-O-metyyliglukuronihapporyhmid noin 5-6
ksyloosiryhméé kohden ja yksi L-arabinoosiyksikké noin 5-12 ksyloosiryhméa kohden.
(Azhar, 2015, s. 3-4; Gelerstedt et al., 2009, s.107-108; Laine, 2005, s.15-16)
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Kuva 1. Galaktoglukomannaanin rakennekaavio. (Mukaillen Negahdar et al., 2016)

Metsékuusi (Picea abies) on Pohjois-Euroopan teollisuuden tédrkein havupuulaji.
Metsdkuusen pédasialliset hemiselluloosat ovat asetyloidut galaktoglukomannaanit ja
arabinoglukuronoksylaanit,  jotka  sisdltivdt pienid  hemiselluloosia  kuten
arabinogalaktaaneja. Metsdkuusen hemiselluloosapitoisuus puun kuivapainosta on noin
25%, ja noin 15% metsdkuusen kuivapainosta on galaktoglukomannaaneja. Kuusen
sekd muiden yleisimpien havupuiden hemiselluloosapitoisuuksia on koottu taulukkoon

1 massaprosentteina. (Leppénen et al., 2011)

Taulukko 1. Havupuiden hemiselluloosapitoisuuksia massaprosentteina. (Mukaillen

Cirio et al., 2010; Otieno & Ahring, 2012)

Puulaji Xylaani Arabinaani Mannaani Galaktaani
Minty 8,8 24 11,7
Montereynménty 5,9 1,6 11,3 2,5
Kuusi 5,3-10,2 1,0-1,2 9,4-15,0 1,9-4,3
Douglaskuusi 6 3 3,7

2.3.2 Lehtipuiden hemiselluloosat

Lehtipuiden pédasiallinen hemiselluloosa on ksylaani, tarkemmin O-asetyyli-4-O-
metyyliglukurono-f-D-ksylaani (kuva 2). Kuten my6s havupuissa, lehtipuut siséltdvat
B-(1—4)-sidoksin yhteen muodostuneita ksylopyranoosiyksikditd. Lehtipuut sisdltdvit

myo0s glukomannaaniketjun, joka siséltdd (1—4)-sidoksin yhteen muodostuneita B-D-
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mannopyranoosiyksikoitd ja f-D-glukopyranoosiyksikoitd. Lehtipuissa glukomannaania
on noin 3-5% puun kuivapainosta. Lehtipuiden O-asetyyli-4-O-metyyliglukurono-f-D-
ksylaaneissa on keskiméédrin yksi glukuronoksylaasin sivuryhmd noin 8-20
ksylopyranoosiyksikkéd kohden. Taulukkoon 2 on koottu yleisimpien lehtipuiden
hemiselluloosapitoisuuksia massaprosentteina. (Laine, 2005, s. 18-19; Gelerstedt et al.,

2009, s.109)

OCH:

mwﬁﬂi sy Ta
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Kuva 2. Asetyyli-4-O-metyyliglukuronoksylaanin rakennekaavio. (Mukaillen Negahdar
et al., 2016)

Taulukko 2. Lehtipuiden hemiselluloosapitoisuuksia massaprosentteina. (Mukaillen

Cirio et al., 2010; Otieno & Ahring, 2012)

Puulaji Xylaani Arabinaani Mannaani Galaktaani
Koivu 18,5-24,9 0,3-0,5 1,8-3,2 0,7-1,3
Haapa 18,0-27,3 0,7-4,0 0,9-2,4 0,6-1,5
Vaahtera 18,1-19,4 0,8-1,0 1,3-3,3 1
Valkotammi 18 2,4 2.9 0,4
Punatammi 18.9 1,9 2,7

Eukalyptus 14,0-19,1 0,6-1,0 1,0-2,0 1,0-1,9

2.3.3 Peltokasvien hemiselluloosat

Olki koostuu yleensd arabinoksylaanista eli ksylaaniketjusta, johon on liittynyt
arabinoosia -(1—4)-sidoksin. Oljen hemiselluloosasta noin 80% on ksylaania. Se voi

sisdltdd ksylaanin ja arabinoosin lisdksi my0s esimerkiksi galaktoosia tai mannoosia
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pienind  maddrind.  Taulukkoon 3 on koottu yleisimpien peltokasvien

hemiselluloosapitoisuuksia massaprosentteina. (Lawther et al., 1996)

Taulukko 3. Peltokasvien hemiselluloosapitoisuuksia massaprosentteina. (Mukaillen

Cirio et al., 2010)

Kasvi Xylaani Arabinaani Mannaani Galaktaani
Vehnin olki 19,2-21,0 2,4-3,8 0-0,8 1,7-2,4
Ohran olki 15 4

Riisin olki 14,8-23,0 2,7-4,5 1,8 0,4
Maissin varret 14,8-25,2 2,0-3,6 0,3-0,4 0,8-2,2

2.4 Hemiselluloosan erottaminen biomassasta uuttamalla

Paineistettu  kuumavesiuutto (PHWE) on nykypdivinid yleisin uuttomenetelma
hemiselluloosan sokereiden erottamiseen puusta. Kyseisessd uuttomenetelméssi
uuttoliuottimena toimii vesi, joka verrattuna muihin teollisesti kdytettyihin liuottimiin
on halpa, helppo késitelld ja myrkyton. Paineistetussa kuumavesiuutossa kéytettdva
nestemdisessd olomuodossa oleva vesi on lampétilaltaan veden kiehumispisteen
ylapuolella (100°C/273 K, 0.1 MPa) ja sen kriittisen pisteen alapuolella (374°C/647 K,
22.1 MPa). Vesi pidetddn nestemiisessdé muodossa paineen avulla.  (Krogell et al.,
2013; Plaza & Turner, 2015) Tarkeimmét parametrit, jotka vaikuttavat kuumavesiuuton
uuttotehokkuuteen ovat ldmpétila, paine, uuttoaika, virtausnopeus sekd lisdaineiden
lasndolo. Lampotila on néisté tirkein tekijd, joka voi vaikuttaa uuton tehokkuuteen seka
selektiivisyyteen. Se voi vaikuttaa veden fysikaalisiin ominaisuuksiin ja aiheuttaa
helposti hajoavien yhdisteiden hajoamisen. Paineen sddtdminen voi puolestaan vaikuttaa
veden olomuotoon ja titen myds uuttotehokkuuteen. Joidenkin orgaanisten tai
epdorgaanisten lisdaineiden lisdédminen voi parantaa yhdisteiden liukoisuutta veteen ja
lisitd kohdeyhdisteiden vuorovaikutusta veden kanssa. Ne voivat myods joissain
tapauksissa muuttaa veden fysikaalis-kemiallisia ~ominaisuuksia  korotetussa

lampdotilassa. (Teo et al., 2010)

Paatarkoituksena hemiselluloosan kuumavesiuutossa on poistaa mahdollisimman paljon

hemiselluloosaa  puuaineksesta. ~ Toimintaperiaate  perustuu  hemiselluloosan
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liukenemiseen ja uuttamiseen puuaineksesta. Tdmé saavutetaan polysakkaridien
hydrolyysilld. Siind polysakkaridit hydrolysoidaan pienemmiksi oligomeereiksi ja
monosakkarideiksi. Joissain tapauksissa kuumavesiuuttoa tehostetaan katalyytilla.

Katalyytin lisidminen voi aikaansaada tehokkaamman hydrolyysin. (Goldmann et al.,

2017)

Tyypillisesti PHWE-uuttolaitteiston osia ovat vedenjakelu, liuottimen kuljettamiseen
tarkoitettu pumppu, livottimen lammittdmiseen tarkoitettu uuni, paineastia, jossa uutto
tapahtuu, paineenhallintajdrjestelmd ja uutteen kerdysastia. Uuttojirjestelmd on
havainnollistettu kuvaan 3. Kokoonpano koostuu ruostumattoman terdksen
esilimmityskelasta, joka varmistaa, ettd vesi on kéyttdldmpdtilassaan ennen
ruostumattomaan uuttokennoon siirtymistd. Pumppu pumppaa nesteen uuttokennoon, ja
uutto  suoritetaan  halutussa  korotetussa  ldmpdtilassa,  jota  ylldpitdd
kaasukromatografiauuni. Uuttamisprosessit toimivat paineissa, jotka ovat 10-60 barin
vililld. Nesteen poistovirtausta sddtelee vastapaineensdddin vastapaineen tuottamiseksi.
Joissain tapauksissa kokoonpanoon lisdtdédn toinen pumppu estdmiin saostumista veden

jadhtyessi. (Teo et al., 2010)

E slammityskela

h 4

Uuttckenno

Uuni

Liuotin Kerdysastia

Kuva 3. Tyypillisen PHWE-uuttolaitteiston kokoonpano. (Mukaillen Teo et al., 2010)
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3 TUTKIMUKSEN SUORITTAMINEN

Tyon tarkoituksena oli selvittdd, onko mahdollista saada selville jonkin tietyn puulajin
hemiselluloosarakenteen erilaisten sokereiden mdiédrdt ja erottaa ne kromatografissa
toisistaan. Ty0 aloitettiin sokerikomponenttien retentioaikojen méiéritykselld, jotta
saataisiin selville, ettd onko kyseiset sokerit ja sokerioligomeerit ylipadtdéin mahdollista
erottaa toisistaan. Sahanpuru-uutoissa saattaa muodostua kahta erilaista happoa riippuen
puulajista, joten seuraavaksi madritettiin ndiden happojen retentioajat selvittidksemme
niiden mahdolliset vaikutukset kromatografiajoihin. Témén jilkeen suoritettiin HPLC-
kalibrointi. Lopuksi haluttujen puulajien sahanpurut uutettiin  paineistettua
kuumavesiuuttoa hyodyntévilld uuttolaitteistolla ja uutosta saadut liuokset ajettiin

nestekromatografilla.

Tyossd kéytettiin - Agilent 1200-sarjan nestekromatografia. Kolonnina kéytettiin
Phenomenex Rezex RSO-Oligosaccharide Ag+ 4%. TyoOssd oli kiytossd myos
esikolonni. Jokaisessa ajossa kolonnin ldmpoétilana kéaytettiin 85 astetta ja
virtausnopeutena 0,3 ml/min. Ty0ssd detektorina oli kdytdssd taitekerroindetektori ja

eluenttina vesi.

3.1 Komponenttien retentioaikojen maaritys

Ensimmadisend ajoimme laitevalmistajan Phenomenex oligosakkaridi-standardin, jotta
ndkisimme, toimiiko kdytetty kolonni meiddn kromatografi-laitteistossa niin kuin sen
kuuluisi. Kyseinen standardi siséltid maissisiirappia. Maissisiirappt  koostuu
tarkkelyksestd, ja ndin ollen siséltdd eri kokoisia glukoosiyksikdistd koostuvia
oligomeerejd. Ajamisen jdlkeen vertasimme sitd laitevalmistajan toimittamaan

mallikromatogrammiin.

3.1.1 Sokereiden retentioajat

Tyo aloitettiin tekemilld useista yleisistd sokereista niiden vesiliuokset noin 10 g/l
pitoisuudella. Niitd sokereita oli arabinoosi, mannoosi, galaktoosi, ksyloosi, glukoosi,
laktoosi, maltoosi, sakkaroosi, sellobioosi ja maltotrioosi. Liuokset tehtiin 10 ml:n
lasiastioihin ja jokaista sokeria mitattiin noin 0,1 g. Taulukossa 4 on listattu jokaisen

sokerin todellinen méédrd 10 ml:ssa. Tamén jélkeen liuoksista pipetoitiin osa pieniin
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viaaleihin kromatografia-ajoa varten. Kyseiset liuokset ajettiin kromatografin ldpi, josta
saatiin ndiden sokereiden kromatogrammit OpenLab Chemstation -jarjestelmién, joista
pystyttiin  lukemaan ndiden retentioajat. Kaikkien tyon liuoksien ajoaika

kromatografissa oli tunti.

Taulukko 4. Ajettujen sokereiden todelliset méérét liuoksissa.

Sokeri Todellinen maaré (g)
Arabinoosi 0,1022
Mannoosi 0,1018
Galaktoosi 0,1004
Ksyloosi 0,1016
Glukoosi 0,1003
Laktoosi 0,1004
Maltoosi 0,1008
Sakkaroosi 0,1015
Sellobioosi 0,1004
Maltotrioosi n. 0,1
Raffinoosi 0,1252

Sokereiden vesiliuosten ajamisen jdlkeen tehtiin kolme yhteisliuosta, jotka ajettiin
kromatografin ldpi. Jokaisen kolmen vesiliuoksen pitoisuudeksi péétettiin noin 10 g/l.
Jokaiseen liuokseen pipetoitiin siis 10 ml deionisoitua vettd. Ensimmaéisesséd liuoksessa
tdmd saavutettaisiin silld, ettd ksyloosia, mannoosia ja galaktoosia olisi kaikkia
liuoksessa noin 0,033 g. Ajettu liuos sisélsi ksyloosia 0,0332 g, mannoosia 0,0335 g ja
galaktoosia 0,0350 g. Toinen liuos sisilsi kaikki ajetut monosakkaridit eli arabinoosia,
mannoosia, galaktoosia, ksyloosia ja glukoosia. Nédiden teoreettiset ja todelliset méérét
ovat taulukoitu taulukkoon 5. Kolmas liuos sisélsi kolme yleistd disakkaridia. Jotta
haluttuun pitoisuuteen péastéisiin, olisi kaikkia kolmea oltava noin 0,33 g liuoksessa.

Ajettu liuos sisélsi laktoosia 0,0335 g, maltoosia 0,0342 g ja sellobioosia 0,0336 g.

Taulukko 5. Toisen yhteisliuoksen sokereiden teoreettiset ja todelliset méaérét.

Sokeri Teoreettinen miira (g) Todellinen méiré (g)
Arabinoosi 0,02 0,0235
Mannoosi 0,12 0,124
Galaktoosi 0,04 0,041

Ksyloosi 0,04 0,04
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Glukoosi 0,04 0,0399

3.1.2 Happojen retentioajat

Seuraavaksi tehtiin muurahaishapon ja etikkahapon laimennetut liuokset. Molempien
happojen pitoisuuksiksi haluttiin noin 1 g/I. Tamin vaiheen tarkoituksena oli selvittia,
vaikuttaako ndiden happojen mahdollinen ldsnéolo laitteistossa muihin tuloksiin, silld
todelliset uutot voivat sisiltdd nditd happoja. Muurahaishappoa pipetoitiin mittapulloon
0,041 ml, jonka jilkeen lisdttiin 50 ml deionisoitua vettd. Seuraavaksi etikkahappoa
pipetoitiin 0,048 ml mittapulloon ja lisdttiin 50 ml deionisoitua vettd. Mittapulloista
kaadettiin osa pienempiin lasiastioihin talteen, jonka jdlkeen molemmista liuoksista

pipetoitiin osa pieniin viaaleihin kromatografia varten ja suoritettiin ajo.

3.2 HPLC-kalibrointi

Seuraavaksi suoritettiin  HPLC-kalibrointi. Tamé suoritettiin tekemélld kaikista
kaytetyistd monosakkarideista eli glukoosista, ksyloosista, mannoosista, galaktoosista ja
arabinoosista kaksi tyoliuosta: standardi tyoliuos ja CVS-tydliuos. Molempiin liuoksiin
pipetoitiin 50 ml deionisoitua vettd. Taulukko 6 sisdltdd sekd standardin ty6liuoksen ettéd

CVS tyodliuoksen sokereiden teoreettiset ja todelliset massat.

Taulukko 6. Tyoliuoksien sokereiden teoreettiset ja todelliset maarit.

Standardi tydliuos CVS tyoliuos
m(teor) (g) m(tod) () m (teor) (g) m(tod) (g)
Arabinoosi 0,15 0,1513 0,13 0,1308
Mannoosi 0,15 0,1508 0,13 0,1299
Galaktoosi 0,15 0,1508 0,13 0,1306
Ksyloosi 0,15 0,1506 0,13 0,1309
Glukoosi 0,15 0,1511 0,13 0,1309

Standardista tydliuoksesta tehtiin yhdeksdn laimennettua liuosta. Tydliuosta pipetoitiin
tietty maard riippuen laimeudesta lasiastioithin ja loput tdydennettiin deioinisoidulla

vedelld niin, ettd liuos oli tilavuudeltaan 10 ml. Taulukosta 7 loytyy jokaisen
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laimennetun liuoksen tyOliuoksen ja deionisoidun veden maiddrd. CVS-tyoliuokselle
tehtiin kaksi laimennusta. CVSI sisélsi 0,20 ml tydliuosta ja 9,80 ml deionisoitua vettd.
CVS2 sisilsi 3,00 ml tydliuosta ja 7,00 ml deionisoitua vettd. CVS3 oli siis 10 ml itse
tyOliuosta. Jokainen niistd pipetoitiin pieneen viaaliin ajoa varten, jonka jdlkeen

suoritettiin ajo kromatografilla.

Taulukko 7. Standardin ty6liuoksen laimennokset.

Vtyo6liuos (ml) Vvesi (ml)

stl 0,1 9,9
st2 0,2 9,8
st3 0,4 9,6
st4 0,8 9,2
stS 1,4 8,6
st6 2,2 7,8
st7 3.4 0,6
st8 4,8 52
st9 7,2 2,8
st10 = tyoliuos 10 0

3.3 Sahanpuru-uutot

Tutkimuksessa kaytettiin kolmen eri puulajin sahanpuruja. Niitd puulajeja oli minty,
kuusi ja koivu. Jokaista puulajia punnittiin tasan 11,3 g kahteen eri uuttokennoon.
Tyossd kaytettiin Dionex ASE 350 Accelerated Solvent Extractor -uuttolaitteistoa.
Uuttolaitteisto ensin pumppasi uuttoliuosta sahanpuruilla tiytettyyn kennoon ja timén
jalkeen ldmmitti kennon haluttuun ldmpdtilaan laitteiston uunissa. Kun mééritelty aika
oli kulunut, puhalsi se nesteen kennosta kerdilypulloon. Ajoajaksi valitsimme 60
minuuttia ja uuttoliuoksena kaytettiin vettd. Jokaisesta puulajista saatiin kaksi uutettua

liuosta, ensimmaéinen ajettiin 160 asteessa ja toinen 170 asteessa.

Ajosta saadut liuokset kaadettiin pienempiin lasiastioihin, jonka jdlkeen liuoksista
suodatettiin osa viaalethin HPLC:a varten. Méannystd ja kuusesta tulleet liuokset
suodattuivat hyvin, mutta koska koivusta tulleet liuokset sisélsivit liian paljon sakkaa,

tdytyi ne kayttdd ensin sentrifugissa. Tadmaén késittelyn jalkeen suodatus onnistui hyvin.
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4 TULOSTEN TARKASTELU

4.1 Komponenttien retentioajat

Ensimmaéisend ajettiin laitevalmistajan Phenomenex oligosakkaroosi-standardi. Tasti
kromatogrammi 10ytyy kuvasta 4. Tétd verrattiin laitevalmistajan toimittamaan
mallikromatogrammiin, joka 10ytyy kuvasta 5. Néitd kahta verrattiin, jotta saataisiin
tietdd, toimiiko kyseinen kolonni meiddn kromatogrammi-laitteistossa kuten sen
kuuluisi. Kuvia verratessa huomataan, ettd kromatogrammit ovat hyvinkin samanlaisia,
josta voidaan paitelld kolonnin toimivan oikealla tavalla. Meiddn ajossa saadun
oligomeeristandardin piikki on hieman hitaampi, joka selittyy silld, ettd kidytossdmme

oli esikolonni, toisin kuin laitevalmistajan oligosakkaroosi-standardissa.

RID1 A, Refractive Index Signa! (Mara2020\Sokenolgo 20200129 08_50 531001-1-Oligomaanstandardi D)
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Kuva 4. Oligomeeristandardi.
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Kuva 5. Kolonnin valmistajan oligosakkaridistandardi
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4.1.1 Sokereiden retentioajat

Yleisimpien sokereiden vesiliuokset pitoisuudella 10 g/l ajettiin laitteiston ldpi. Téstd
saatiin kyseisten sokereiden retentioajat. Retentioaika tarkoittaa sitd aikaa, joka kuluu

yhdisteen kulkeutumiseen kromatografisen systeemin lépi. Nama 16ytyvét taulukosta 8.

Taulukko 8. Testattujen sokereiden saadut retentioajat.

Sokeri Retentioaika
Arabinoosi 46,3
Mannoosi 43,6
Galaktoosi 43,6
Ksyloosi 43,4
Glukoosi 41
Laktoosi 34,3
Maltoosi 33,8
Sakkaroosi 33
Sellobioosi 32,5
Maltotrioosi 29,1
Raffinoosi 28,1

Retentioaikojen tuloksista voidaan huomata, ettd esimerkiksi mannoosilla, galaktoosilla
ja ksyloosilla, jotka kuuluvat monosakkarideihin, on ldhes sama retentioaika. Téstd
syystd nédiden yhteisliuoksen yhteiskuvaajassa kaikki ovat piirtyneet samaan kohtaan,
eikd kuvaajasta ndin ollen voi tunnistaa yksittdistd sokeria. Tdméd nédkyy kuvassa 6.
My®6s monosakkarideihin kuuluvilla glukoosilla ja arabinoosilla sen sijaan on kuitenkin
hieman eri retentioaika, jotka erottuvat néistd kolmesta muusta monosakkaridista myds

yhteisliuoksessa. Tésta kertoo kuva 7.

RID1 A, Refractive Index Signal (Marja20201. 0 2020.02-10 15.06-40\001-1-Mannaosi Ksyloosi Galakioosi 0)

Kuva 6. Mannoosin, ksyloosin ja galaktoosin yhteiskuvaaja.
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Kuva 7. Glukoosin, mannoosin, ksyloosin, galaktoosin ja arabinoosin yhteiskuvaaja.

Laitteiston lépi ajettiin myds yhteisliuos sisdltden kolmea yleistd disakkaridia: laktoosia,
maltoosia ja sellobioosia. Taulukon 1 mukaan néilld kolmella on aika ldheiset
retentioajat, mutta kuvan 8 mukaan sakkaroosi kuitenkin erottuu kahdesta muusta

hieman, piirtyen kuitenkin samaan huippuun muiden kanssa.

Kuva 8. Laktoosin, maltoosin ja sellobioosin yhteiskuvaaja.

4.1.2 Happojen retentioajat

Kromatografin ldpi ajettiin myos kaksi happoa: muurahaishappo ja etikkahappo.
Laitteiston lépi ajettavat happojen laimennetut vesiliuokset olivat pitoisuudeltaan noin 1
g/l. Néiden ajojen tarkoituksena oli selvittdd, vaikuttaako ndiden happojen ldsnéolo
edelld saatuihin tuloksiin. Kuten kuvasta 9 ja 10 huomataan, on ndiden happojen
retentioajat paljon pienemmit kuin késiteltyjen sokereiden. Téstd syystd voidaan
paételld, ettd happojen mahdollisella ldsnéololla ei olisi ollut suurta merkitystd aiempien
kokeiden tuloksiin. Mikéli hapot kuitenkin héiritsevét joitakin kokeita, hdiritsevdt ne
suurimpia oligomeerejd, jotka tulevat kolonnista aivan alussa. Kuitenkin happojen vaste

on hyvin pieni verrattuna sokerioligomeerien vasteeseen
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ID1 A, Refractive Index Signs! (Mera20201S okeriofigo 2

R 020-01-28 10-03-481011-11-Muurshsishappo.0)
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Kuva 9. Muurahaishapon vesiliuoksen retentioaika.
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Kuva 10. Etikkahapon vesiliuoksen retentioaika.

4.2 HPLC-kalibrointi

HPLC-kalibrointi toteutettiin tekemailld kaikista kéytetyistdi monosakkarideista kaksi
tyolivosta: standardi tydliuos ja CVS-tydlivos. Kdytetyt monosakkaridit olivat glukoosi,
ksyloosi, mannoosi, galaktoosi ja arabinoosi. Taulukosta 9 16ytyy jokaisen CVS-
tyoliuoksen monosakkaridien lasketut ja todelliset maarit liuoksessa. Taulukosta 16ytyy
my0s laskettu prosentuaalinen virhe todellisen ja lasketun maidrdn valilla.

Kalibrointipisteet muodostivat hyvin lineaariset suorat koko kalibrointialueella.

Lukuun ottamatta CVSI1-ty6liuoksen arabinoosia, jokaisen sokerin prosentuaalinen
virthe on hyvin pieni (< 2 %), joten kalibrointi on hyvin onnistunut ja kéytettdvissa
uutteiden monomeerimédritykseen. CVS1-tydliuoksessa arabinoosin prosentuaalinen
virhe ylittdd 5 %, joka selittyy silld, ettd kyseessd on hyvin pieni pitoisuus, joten pieni
ero integroinnissa, eli kromatogrammin pohjaviivan paikassa, aiheuttaa suhteessa
suuren virheen. Kuitenkin kun kyseessd on hyvin pieni pitoisuus, kiytinnossd sen

vaikutus tuloksiin on hyvin pieni.
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Taulukko 9. CVS-tydliuoksien sokereiden lasketut ja todelliset madrét liuoksessa seké

laskettu prosentuaalinen virhe.

Laskettu mdiard  Todellinen midrd  Prosentuaalinen virhe (%)

CVSI:

Glukoosi 0,0523 0,0526 0,57
KsyManGalakt 0,1566 0,1541 1,6
Arabinoosi 0,05236 0,05575 6,47
CVS2:

Glukoosi 0,7848 0,7838 0,13
KsyManGalakt 2,348 2,359 0,47
Arabinoosi 0,7854 0,775 1,32
CVS3:

Glukoosi 2,616 2,641 0,96
KsyManGalakt 7,828 7,941 1,44
Arabinoosi 2,618 2,642 0,92

4.3 Sahanpuru-uutot

Kuumavesiuutoissa kiytdssd oli kolme eri puulajia: ménty, kuusi ja koivu. Néistd
jokaisesta puulajista saatiin uutossa kaksi eri liuosta. Ensimmadiset ndytteet uutettiin
lampdatilassa 160 astetta. Ndistd kromatogrammit 19ytyvit kuvista 11, 13 ja 15. Toiset
ndytteet uutettiin ldmpotilassa 170 astetta. Néistd kromatogrammit 16ytyvét kuvista 12,

14 ja 16.

Verrataan kuvia 11 ja 12 toisiinsa. Ndméd ovat minnystd uutettuja liuosndytteitd.
Kuvasta 11 huomataan, ettd yksittdiset sokerit ovat ndkyvissd selvind toisistaan
erottuvina piikkeind, kun puuainesta uutetaan 160 asteessa. Kun lampdtilaa nostetaan
170 asteeseen (kuva 12), sokereiden pitoisuudet nousevat ja piikit eivit endd erotu
toisistaan kunnolla vaan nidkyvit kaikki samassa huipussa. Téstd voisi siis paatelld, ettd
erikokoiset oligomeerit ovat ndhtdvissd selvind piikkeind vain silloin, kun niitd on
madrillisesti vdhdn. Suurempienkin oligomeerimédrien tapauksissa saadaan kuitenkin

suuntaa antavaa tietoa oligomeerien kokojakaumasta.
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Kuva 11. 160 asteessa uutetun ménnyn kromatogrammi.
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Kuva 12. 170 asteessa uutetun miannyn kromatogrammi.

Verrataan kuvia 13 ja 14 toisiinsa. Namé ovat kuusesta uutettuja liuosnéytteitd. Kuten
minnyn tapauksessa, niin my0s kuusesta saaduista kromatogrammeista ndhdéan, etti
yksittéiset sokerit ovat ndkyvissid selvempini toisistaan erottuvina piikkeind uutettuna
160 asteessa verratten 170 asteessa uutettuun liuosndytteeseen. Tédssékin tapauksessa

sokereiden pitoisuudet ovat pienempid pienemmassd lampdtilassa.
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Kuva 13. 160 asteessa uutetun kuusen kromatogrammi.
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RIDY A, Refractive Index Signsl 202002:20 170¢:80 in. D
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Kuva 14. 170 asteessa uutetun kuusen kromatogrammi.

Verrataan kuvia 15 ja 16 toisiinsa. Ndmé ovat koivusta uutettuja liuosnéytteita.
Néidenkin kohdalla huomaa selkedn eron siind, ettd yksittdiset sokerit nékyvit
selvempind piikkeind 160 asteessa uutetuissa liuosndytteissd verraten 170 asteessa

uutettuun ndytteeseen.

RID1 A, Signal (Mari 202002:20 160C 60 min.0)
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Kuva 15. 160 asteessa uutetun koivun kromatogrammi.
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Kuva 16. 170 asteessa uutetun koivun kromatogrammi.
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5S YHTEENVETO

Tyon tarkoituksena oli selvittdd mahdollisuuksia saada selville jonkin tietyn puulajin
hemiselluloosarakenteesta uuttuvien erilaisten sokereiden madardt ja mahdollisuuksia
niiden erottamiseen toisistaan. Ty0 aloitettiin testattavien sokerikomponenttien
retentioaikojen maédritykselld, jotta saatiin selville, onko kyseiset sokerit ja
sokerioligomeerit mahdollista erottaa toisistaan. Yhteensd yhdentoista erilaisen sokerin
ja sokerioligomeerin retentioajat testattiin. Retentioaikojen méarityksestd selvisi, ettd
suurimmalla osalla testatuista sokereista ja sokerioligomeereista on tarpeeksi erilaiset
retentioajat niiden erottamiseen toisistaan. Poikkeuksena kuitenkin monosakkarideihin
kuuluvilla mannoosilla, galaktoosilla ja ksyloosilla oli ldhes sama retentioaika, ja ne
piirtyivit samaan huippuun ndiden kolmen yhteisliuoksen kromatogrammissa. Toisena
poikkeuksena kolmen yleisen disakkarideihin kuuluvilla laktoosilla, maltoosilla ja
sellobioosilla oli my6s hyvin samalaiset retentioajat, ja nekin piirtyivit samaan
huippuun ndiden kolmen sokerin yhteisliuoksen kromatogrammissa. Totesimme
kuitenkin, ettd ndméd poikkeustapaukset huomioiden, on mahdollista erottaa testatut

sokerit ja sokerioligomeerit toisistaan.

Koska uuttaessa tietynlaista sahanpurua, on mahdollisuus, ettd muodostuu joko
muurahaishappoa tai etikkahappoa, oli testattava ndiden happojen retentioajat
saadaksemme selville ndiden mahdollisen vaikutuksen sokereiden kromatogrammeihin.
Kokeesta huomattiin, ettd ndiden happojen retentioajat ovat paljon pienemmét kuin
késiteltyjen sokereiden, joten happojen mahdollisella ldsndololla ei olisi suurta

merkitystd kokeiden tuloksiin.

Tdmidn jéilkeen suoritettiin HPLC-kalibrointi. Kalibrointipisteet muodostivat hyvin
lineaariset suorat koko kalibrointialueella. Jokaisen sokerin laskettu prosentuaalinen
virthe oli hyvin pieni. Tdstd voimme péételld, ettd kalibrointi oli hyvin onnistunut ja

kaytettdvissd uutteiden monomeerimééritykseen.

Kuumavesiuutoissa kiytossd oli kolme erilaista puulajia: ménty, kuusi ja koivu. Ndma
kaikki puulajit uutettiin kahdessa eri lampotilassa: 160 astetta ja 170 astetta. Uutossa
saatujen liuoksien kromatogrammeja verratessa huomataan, ettd jokaisen puulajin
kohdalla yksittiiset sokerit ovat ndkyvissad selvind toisistaan erottuvina piikkeind, kun

puuainesta uutetaan 160 asteessa. Silloin erikokoisten oligomeerien maéadrdt ovat
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pienemmét kuin 170 asteessa uuttacssa. Lampimdmmassd lampdtilassa uutettuna
sokereiden pitoisuudet nousevat ja piikit eivdt endd erotu toisistaan yhtd hyvin ja
ndkyvit kaikki samassa huipussa. Kromatogrammeista kuitenkin huomataan, ettd
erikokoiset sokerit ja sokerioligomeerit on mahdollista tunnistaa ja erottaa toisistaan.
Tamai tosin vaatii lisdd tutkimusta ja sovellutuksia, mutta voidaan todeta sen olevan

kuitenkin mahdollista ja toteutettavissa.
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