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Tamén kandidaatintyon aiheena on entsymaattisten késittelyjen hyddyntdminen
selluloosavalmisteiden muokkaamisessa. Lisdantynyt huoli maapallon tilasta ja pyrkimys
vihentdd kemikaalien kulutusta ovat nopeuttaneet yrityksid kehittdmééin
selluloosavalmisteiden prosessointia ympdristdystavéllisemmaksi. Entsyymejd pidetddn
potentiaalisena ratkaisuna myrkyllisten kemikaalien korvaajina.

Ty6 on toteutettu kirjallisuuskatsauksena. Ty0ssi tarkastellaan eri entsyymien vaikutusta
selluloosavalmisteiden ominaisuuksiin, kuten viskositeettiin ja reaktiivisuuteen. Ty0ssé
kdytetyt entsyymit ovat pddasiassa sellulaaseja ja hemisellulaaseja. Sellulaasit, kuten
endoglukanaasit ja sellobiohydrolaasit, hydrolysoivat selluloosakuidun selluloosaa.
Hemisellulaaseihin kuuluvat ksylanaasit hydrolysoivat hemiselluloosan ksylaania.
Lisdksi tyOssd tarkastellaan lyyttisid polysakkaridimono-oksigenaaseja eli LPMO:ja,
joiden toimintamekanismi perustuu hapetukseen.

Entsymaattisten kasittelyjen tuloksia tarkastellaan useiden eri tutkimustulosten pohjalta.
TyGssd entsymaattiset kasittelyt on jaettu liukosellun ja muiden selluloosapohjaisten
valmisteiden sellulaasi- ja hemisellulaasikasittelyihin. Tydssd muut selluloosapohjaiset
valmisteet késittdd selluloosananomateriaalit ja mikrokiteisen selluloosan. Liukosellun
sellulaasikésittely vaikuttaa molekyylipainon pienenemiseen, josta seuraa muutokset
liukosellun viskositeettiin ja alkaliliukoisuuteen. Hydrolysoinnin seurauksena liukosellun
reaktiivisuus parantuu, kun kuiturakenteen reaktiopinta-ala kasvaa. Sellulaasikisittely
tekee selluloosakuidun rakenteesta huokoisemman, mikd kasvattaa selluloosan
saatavuutta viskoosikuidun tuotantoprosessin ksantaatioreaktiossa. Saatavuuden
parantuminen kasvattaa regeneroituneen selluloosan madrdd kuvaavaa Fock-
reaktiivisuutta. Hemisellulaasikésittely puhdistaa liukosellua, edesauttaen sen sisdltimén
selluloosan saatavuutta ja reaktiivisuutta selluloosajohdannaisten valmistuksessa.
Selluloosananomateriaalien  entsymaattisilla  késittelyilld =~ voidaan  saavuttaa
selluloosananomateriaalilta haluttuja ominaisuuksia tai toiminnallisuuksia. Tyon lopussa
tarkastellaan entsymaattisten kédsittelyjen hyddynnettdvyyttd ja mahdollisuuksia.

Asiasanat: Selluloosa, entsyymit, sellulaasit, liukosellu



ABSTRACT

Enzymes in modification of cellulosic products
Jenna Hahtola

University of Oulu, Process Engineering
Bachelor’s thesis 2021, 33 p.

Supervisors at the university: Juha Ahola, Ville-Hermanni Sotaniemi

The subject of this bachelor’s thesis is utilization of enzymatic treatments within
modifying cellulosic products. Increased concern of earth’s state aswell as aspiration to
reduce consumption of chemicals have hasted companies to advance cellulosic products
processing towards more environment friendly direction. Enzymes are kept as a potential
solution in replacing toxic chemicals.

This thesis is implemented as a literature review. It studies the effects different enzymes
have what comes to properties of cellulosic products as viscosity and reactivity. Cellulase
and hemicellulase are two major enzymes used for this study. Cellulases, as
endoglucanases and cellobiohydrolases, hydrolize the cellulose within cellulose fiber.
Xylanases, which fall under hemicellulases hydrolize the xylan of hemicellulose. The
thesis also studies lytic polysaccharide monooxygenases, LPMO’s whose mechanism of
action is based on oxidation.

Results of enzymatic treatments are reviewed based on results of several different
researches. Enzymatic treatments have been divided into dissolving pulp as well as other
cellulose-based product’s cellulase- and hemicellulase treatments. In this thesis other
cellulose-based products addresses cellulose nanomaterials and microcrystalline
cellulose. Cellulase treatments of dissolving pulp reduces the molecular weight resulting
in changes of viscosity and alkali solubility. As a result of the hydrolysis, the reaction
area of the fiber structure increases, which improves the reactivity of the dissolving pulp.
Cellulase treatments of dissolving pulp also results in a more porous fiber structure which
increases cellulose availability within xanthation reaction of viscose production process.
This increase in availability enhances the Fock-reactivity which represents the amount of
regenerated cellulose. Hemicellulase treatments of dissolving pulp purify dissolving pulp,
improving cellulose availability and reactivity within manufacturing of cellulosic
derivatives. Enzymatic treatments of cellulose nanomaterials also allow for achieving
desired properties or functionalities. The thesis closes by viewing the usability and
possibilities of enzymatic treatments.

Keywords: Cellulose, enzymes, cellulases, dissolving pulp
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1 JOHDANTO

Maailman yleisin luonnossa esiintyvd biopolymeeri on selluloosa, jonka hyviin
ominaisuuksiin kuuluu sen uusiutuvuus ja biohajoavuus. Yhdessd hemiselluloosan ja
ligniinin kanssa selluloosa muodostaa rakenteeltaan monimutkaisen matriisin omaavan
lignoselluloosan. (Wahlstrom 2014, s.19) Maapallon vieston kasvu ja uusiutumattomien
fossiilisten resurssien rajoittuminen ovat kasvattaneet lignoselluloosamateriaaleista
valmistettujen johdannaisten mé&édrdad. Liukosellu, selluloosananomateriaalit ja
mikrokiteinen selluloosa ovat lignoselluloosasta valmistettuja selluloosapohjaisia
valmisteita, joita voidaan hyodyntdd useissa kdyttokohteissa. (Zhao et al. 2017)
Kéyttokohteeseensa sopivalta valmisteelta vaaditaan erityisominaisuuksia, joita voidaan
saavuttaa fysikaalisilla, kemiallisilla ja biologisilla késittelyilld. Biologisiin késittelyihin
kuuluvat entsymaattiset kasittelyt ovat nostaneet merkitystdan
ympéristoystivillisyytensd vuoksi. (Yang et al. 2019) Kemiallisia reaktioita katalysoivia
entsyymejd on hyddynnetty jo vuosikymmenten ajan erilaisissa prosesseissa elintarvike- ,
tekstiili-, paperi- ja selluteollisuudessa. Esimerkiksi paperi- ja selluteollisuudessa,
sellulaasien ja hemisellulaasien kayttd on vakiintunutta sellun valkaisussa ja

vedenpoistossa paperikoneella. (Aittomaki et al. 2002, s. 113)

Selluloosapohjaisten valmisteiden, kuten liukosellun kysyntd on kasvanut viime vuosina
erityisesti viskoosikuidun kulutuksen ansiosta (Knowpulp 2021). Kasvavan kysynnédn
myoOtd tuotantoprosesseissa kiytettyjen kemikaalien kulutus lisdéintyy. Kemikaalien
korvaajiksi on alettu tutkia ymparistoystavallisempid vaihtoehtoja. Entsyymien ndhdiin
olevan potentiaalinen kemikaalien korvaaja ympéristoystiavéllisyyden ja tehokkuutensa
vuoksi. Entsyymeilld ja entsymaattisilla kasittelyilli voidaan vidhentdd kemikaalien
kayttod tuotantoprosesseissa ja siten vihentdd maapallon kemikaalikuormaa. (Yang et al.

2019)

Tassd kandidaatintyOssd tutustutaan entsymaattisten kisittelyjen hyddyntdmiseen
selluloosavalmisteiden =~ muokkauksessa. Tyossd  tarkastellaan  liukosellun,
selluloosananomateriaalien ja mikrokiteisen selluloosan valmistusmenetelmid ja
ominaisuuksia. TyOn varsinaisena tarkastelun kohteena on hydrolaasien, kuten

sellulaasien ja hemisellulaasien hyddyntaminen néissé selluloosapohjaisissa valmisteissa.



Liséksi tyossé tarkastellaan dskettdin 10ydetyn lyyttisen polysakkaridimono-oksigenaasin
(LPMO) hyddyntdmistd selluloosavalmisteiden muokkauksessa. Tydssd halutaan
selvittdd, miten eri entsyymeilld toteutetut entsymaattiset kisittelyt vaikuttavat
selluloosavalmisteen rakenteeseen ja sen ominaisuuksiin. Oletuksena on, ettd entsyymit

vaikuttavat selluloosavalmisteiden seké fyysisiin ettd kemiallisiin ominaisuuksiin.



2 SELLULOOSA

2.1 Selluloosan rakenne

Selluloosa on rakenteeltaan lineaarinen, haaroittumaton polysakkaridi. Se rakentuu
polymeroituneista B-D-glukopyranoosiyksikoistd, jotka on sidottu toisiinsa (1-4) - B-
glykosidisin ~ sidoksin.  Selluloosan polymeroitumisaste (eng. the degree of
polymerization, DB) voi vaihdella 1000 ja 15 000 vélilld biologisesta 1dhteesta riippuen.
(Wiistenberg 2014, s. 96:111) Selluloosan glukoosiyksikot ovat 180° kulmassa toisiinsa
ndhden, jolloin ne muodostavat kierteisen akselin (Wahlstrom 2014, s. 21).
Selluloosaketjun toiminnallisena ryhméané toimivat hydroksyyliryhméit eli OH-ryhmiit,
jotka muodostavat vetysidoksia (Palonen 2004, s. 15). Kuvassa 1 ndhddén

glukoosimolekyyleistd muodostuneen selluloosan rakennekaava.

OH OH

-]

HO R
HO /0

OH 0
Anhydrosellobioosiyksikkd

Kuva 1. Selluloosan rakennekaava (mukaillen Wahlstrom 2014, s. 22).

Selluloosaketjun pienin toistuva rakenneosa on anhydrosellobioosiyksikkd, joka on
muodostunut kahdesta glukoosiyksikostd. Yhteen kerdytyessddn selluloosaketjut
muodostavat selluloosakristalliitteja eli elementaarifibrillejd, jotka sisdltdvit kiteisid eli
jarjestdytyneitd alueita ja amorfisia eli huonommin jérjestyneitd alueita.
Elementaarifibrillit ovat ominaisuuksiltaan erittdin jaykkid, silld selluloosaketjut
muodostavat sekd molekyylien siséisié ettd molekyylien vilisid vetysidoksia. Kiteisid ja
amorfisia alueita sisdltdvit elementaarifibrillit muodostavat mikrofibrillejd. Yhteen

kerddntyneet mikrofibrillikimput muodostavat makrofibrillin. Kasvin soluseinissi



selluloosaa on makrofibrilleistdi muodostuvina kuitumaisina rakenteina yhdessd
hemiselluloosan, ligniinin, pektiinin ja proteiinien kanssa. (Wahlstrom 2014, s. 21-22;

Wiistenberg 2014, s. 103)

Kasvin soluseindssd esiintyvd hemiselluloosa on monimutkainen, useista erilaisista
sakkarideista koostuva heterogeeninen polysakkaridi. Hemiselluloosan tyyppi vaihtelee
eri puulajien vililld. Hemiselluloosan tyyppeja ovat esimerkiksi ksylaani, ksyloglukaani
ja galaktoglukomannaani. (de Souza 2013, s. 215) Puumatriisista hemiselluloosa saadaan
eristettyd uuttamalla (Palonen 2004, s. 16). Ligniini on monimutkainen aromaattinen
yhdiste, joka koostuu fenyylipropanoidi monomeereista. Ligniinin
fenyylipropaaniyksikdt ovat liitettyind toisiinsa eetteri- ja hiili-hiili -sidoksilla
muodostaen laajan verkon kasvin soluseindmén sisélld. Ligniinin ominaisuudet antavat
kasville jdykkyyden ja suojan mekaaniselta rasitukselta. Pektiinit ovat suuria
molekyylejd, jotka esiintyvidt kasveissa heteropolysakkarideina. Pektiinit muodostuvat
1,4-sitoutuneiden a-D-galakturonihappoyksikoistd, jotka sisdltdvit niin sanottuja sileiti

ja karvaisia alueita. (de Souza 2013, s. 208-210)

2.2 Selluloosan lihteet

Lignoselluloosalla tarkoitetaan kasvien biomassaa, joka koostuu selluloosasta,
hemiselluloosasta ja ligniinistd. Lignoselluloosabiomassaa siséltidvid materiaaleja ovat
maatalouden jadnnokset, kuten vehndn oljet sekd metsdnhoidossa muodostuvat
jaannokset, kuten sahanpuru ja harvennushakkuun téhteet. Lignoselluloosan

komponenteista selluloosa on kasvien soluseinén paddkomponentti. (Palonen 2004, s. 11)

Selluloosalla on useita eri ldhteitd, joista tdrkeimpiné lahteind ovat kasvit, kuten erilaiset
puulajit. Puulajista riippuen selluloosaa on noin 40-50 % puun koostumuksesta.
Kasveissa selluloosan kanssa esiintyvid aineosia ligniinin ja hemiselluloosan lisdksi ovat
uuteaineet ja erilaiset orgaaniset yhdisteet. Teollisuudessa selluloosan raaka-aineldhteend
kédytetddn yleisimmin erilaisia lehti- ja havupuita, kuten kuusta, méntya, koivua, pyokkid
ja haapaa. Selluloosaa on myds puuvilloissa, viherlevissd, sienten kalvoilla,

niinikasveissa, lehtikuiduissa, viljoissa ja bambuissa. Lisdksi erddt bakteerit voivat tuottaa



selluloosaa. (Kréssig et al. 2004, s. 294) Taulukossa 1 ndhddin eri kasvien kemialliset

koostumukset.

Taulukko 1. Selluloosaa sisdltivien materiaalien kemialliset koostumukset (mukaillen

Hon 1996).

Lihde Kemiallinen koostumus (%)

Selluloosa Hemiselluloosa Ligniini Uuteaineet
Lehtipuut 43-47 25-35 16-24 2-8
Havupuut 40-44 25-29 25-31 1-5
Puuvilla 95 2 0,9 0,4
Vehnén olki 30 50 15 5
Hamppu 70,2 22,4 5,7 1,7
Bagassi ! 40 30 20 10

! Sokeriruo’on puristusjite
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3 ENTSYYMIT

Entsyymit ovat molekyylejd, yleensd proteiineja, jotka koostuvat kiertyneistd
aminohappoketjuista. Prosesseissa entsyymit toimivat katalyytteind kiihdyttden
kemiallisten reaktioiden reaktionopeutta pienentdmélld reaktion kdynnistymiseen
tarvittavaa aktivointienergiaa. Entsyymien katalysoinnin ansiosta kemialliset reaktiot
tapahtuvat suuremmalla reaktionopeudella samassa lampdtilassa, kuin ilman entsyymeja.
Entsyymit eivdt kulu tai muutu katalysoimissaan reaktioissa. (Hellner 2011, s.11)
Entsyymit ovat substraattispesifisid katalyyttejd, miké tarkoittaa sité, ettd ne vaikuttavat
padasiassa vain tietyn tyyppisen substraatin toimintaan (Vehvildinen 2015, s. 9).
Entsyymit jaetaan katalysoimiensa reaktioiden perusteella kuuteen pédluokkaan.
Péddluokassa on alaluokkia, jotka kertovat entsyymien kéayttdmit substraatit ja
katalysoimansa reaktiot. Niin jokaisella entsyymilld on oma méiérittelevd EC-numeronsa.
Teollisuuden kdyttoon entsyymejd saadaan joko mikrobien tuottamista entsyymeisté tai
eristdmailld entsyymejé tuottavia soluja kasveista ja eldinmateriaaleista. (Aittoméki et al.

2002, s. 55:112)

3.1 Sellulaasit

Sellulaasit ovat merkittdvid entsyymeja teollisuudessa. Niitd hyddynnetddn muun muassa
tekstiili-, 1ddke-, sellu- ja elintarviketeollisuudessa erilaisissa reaktioissa. Sellulaasit ovat
entsyymejd, jotka kykenevdt hydrolysoimaan selluloosaa hajottamalla niiden
glukoosiyksikdiden vélilld olevia B-1,4-sidoksia (Vehvildinen 2015, s. 9). Sellulaasit
jaetaan EC-luokituksen mukaan kolmeen ryhmiédn: endoglukanaasit (EC 3.2.1.4),
sellobiohydrolaasit (EC 3.2.1.91) ja B-glukosidaasit (EC 3.2.1.21). Eri sellulaaseilla on
erilaiset toimintamekanismit: endoglukanaasit (eng. endoglucanases, EG) hydrolysoivat
satunnaisesti selluloosaketjun amorfisia alueita, jolloin syntyy lyhyempié ketjuja ja uusia
ketjun péditd. Sellobiohydrolaasit (eng. cellobiohydrolases, CBH) hydrolysoivat
selluloosaketjun péitd vapauttaen sellobioosiyksikoitd, kun taas B-glukosidaasit (eng.
- glucosidases, BG) hydrolysoivat sellobioosiyksikoitd glukooseiksi. (Viikari et al.
2010, s.388)
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Useimmat selluloosaa hajottavat sellulaasit, kuten endoglukanaasit, muodostuvat
kahdesta domeenirakenteesta. Domeenirakenne koostuu katalyyttisestd domeenista (eng.
catalytic domein, CD) ja selluloosaa sitovasta domeenista (eng. cellulose-binding
domein, CBD), jotka ovat kytkettynd toisiinsa ns. linkkerialueella. Ndiden kahden
domeenin linkitykselld ja niiden véliselld vuorovaikutuksella on iso rooli entsyymien

toimintaan. (Linder et al. 1996)

Kuvassa 2 ndhdéddn erdiden sellulaasien toimintaperiaate. Selluloosan entsymaattisen
hydrolysoinnin aloittavat endoglukanaasit, jotka hydrolysoivat eli pilkkovat
sattumanvaraisesti selluloosaketjun amorfisen alueen B-1,4-sidoksia glukoosiyksikdiden
vililtd. Hydrolysoinnin ansiosta syntyy lyhyempid ketjuja ja uusia ketjun péita.
Sellobiohydrolaasit (CBH) hydrolysoivat selluloosaketjun pelkistivid ja ei-pelkistiavid
pditd sellobiooseiksi. Trichoderma reesei -sienen sellobiohydrolaasit tunnetaan nimilla
CBH I ja CBH II. Lopuksi B-glukosidaasit pilkkovat sellobioosit glukoosiyksikdiksi.
(Kamppuri et al. 2016; Yang et al. 2019)

B-glukosidaasi

.. .
9 j\ Sellobichydrolaasi (CBH 1)
Sellobiohydrolaasi (CBH 11}

o o9
}\-. Endoglukanaasi q\r.._ -
— — Ol

I )| T
Kiteinen alue Amorfinen alue Kiteinen alue

{

- 0 0O O 0O D
— 8 9 9 0

® Glukoosi =® Pelkistdva pas
o=® Sellobioosi o= Ei-pelkistdvd pda

Kuva 2. Sellulaasien toimintaperiaate (mukaillen Wahlstrém 2014, s.25).

Luonnossa sienet ja bakteerit kéyttdvdt entsyymejd, sellulaaseja, selluloosan
hajottamiseen ravinnokseen. Niin ollen sellulaaseja voidaan tuottaa eri sieni- ja
bakteerilajien avulla. Teollisuuteen valmistettavat entsyymit valmistetaan useimmiten

rthmamaisten Trichoderma- ja Aspergillus- suvun sienten avulla, silli niiden avulla
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selluloosaa saadaan kustannustehokkaimmin. 7richoderma reesei — sieni on tehokkain
selluloosaa hajottava sieni ja siksi se onkin yksi tirkeimmistd sellulolyyttisistd sienista.
Trichoderma reesei — sieni tuottaa ainakin kuusi geneettisesti erilaista sellulaasia ja kaksi
B-glukosidaasia. Aspergillus Niger -sieni tuottaa laajan valikoiman hemiselluloosaa

hajottavia entsyymeja. (de Souza 2013, s. 211; Vehvildinen 2015, s. 10)

3.2 Hemisellulaasit

Hemiselluloosa on heterogeeninen polysakkaridi, jonka tyyppi vaihtelee eri puulajin
mukaan. Lehtipuissa ja erdissd kasveissa hemiselluloosa esiintyy péddosin ksylaanina.
Havupuiden hemiselluloosa koostuu pddosin galaktoglukomannaanista sekd osaksi
ksylaanista. Muun muassa hemiselluloosan heterogeenisen rakenteen vuoksi
hemiselluloosan  hajotukseen tarvitaan useita entsyymejd, joita kutsutaan
hemisellulaaseiksi. Hemisellulaasit kuuluvat hydrolaaseihin (EC 3.2.1.x). (Palonen 2004,
s. 16:22)

Ksylaanin hajotukseen tarvitaan endoksylanaaseja, jotka ovat hydrolyyttisid entsyymeji
(EC 3.2.1.8). Endoksylanaasit katalysoivat ksylaanissa -D-1,4-ksylosidisten sidosten
hydrolyysid. Hydrolyysissad substraattina toimii ksylaanin hiilihydraatit, jolloin reaktiossa
muodostuu ksylobiooseja, ksylotriooseja tai substituoituja oligomeereja. (Suurnikki et al.

1997, s. 267)

Galaktoglukomannaanin hajotuksessa tarvitaan endomannanaaseja, jotka ovat
hydrolyyttisid entsyymeja (EC 3.2.1.78). Endomannanaasit katalysoivat [B-D-1,4-
mannopyranosyylisidosten hydrolyysid glukomannaanissa. Hydrolyysissd tuotteena
muodostuu mannobiooseja, mannotriooseja tai erilaisia oligosakkarideja. (Suurnékki et

al. 1997, s. 269)

3.3 Lyyttiset polysakkaridimono-oksigenaasit

LPMO:t eli lyyttiset polysakkaridimono-oksigenaasit ovat vuosikymmenen alussa
16ydetty entsyymiryhmid. LPMO:t ovat osoittautuneet merkittdviksi entsyymeiksi

selluloosavalmisteiden kisittelyprosesseissa, silld ne ovat voimakkaita oksidatiivisia eli
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hapettavia entsyymejd, jotka hajottavat polysakkarideja. Hapettavina entsyymeina
LPMO:t voivat edistdd sellulaasien entsymaattisen hydrolyysin tehokkuutta

selluloosassa. (Villares et al. 2017)

Lapimurto LPMO:ista tehtiin vuonna 2010, kun havaittiin kitiinid sitovan Serratia
marcescens -proteiinin olevan entsyymi, joka katalysoi hapettumisreaktiota sidosten
vililld (Kont et al. 2019). Koska LPMO:ja on tutkittu vasta yksi vuosikymmen, on niiden
toimintatapa vield osittain selvittimattd. On kuitenkin tutkittu, etti LPMO:ien
toimintatapa perustuu selluloosamolekyylin glukosidisidosten hapettumisreaktioiden
katalysointiin. Lisdksi on tutkittu, ettd LPMO:ien aktiivisuus kasvaa merkittivisti
vetyperoksidin (H20») ldsnd ollessa. LPMO:t ovat kuparista riippuvaisia entsyymeja,
joiden litted pinta mahdollistaa kiteisen substraatin tarttumisen entsyymien pinnalle. Talla
hetkelld tiedetdén, ettd LPMO:ja tuottavat bakteerit, sienet ja virukset. (Johansen 2016;
Kont et al. 2019)
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4 LIUKOSELLU

Liukosellu on yksi pitkddn suosiossa ollut raaka-aine, jota voidaan kdyttdd erilaisten
selluloosapohjaisten  tuotteiden valmistuksessa tekstiili-, lddke-, muovi- ja
elintarviketeollisuudessa. Liukosellua  kidytetddn  kemiallisesti ~ johdettujen
selluloosapohjaisten tuotteiden valmistukseen, joista suurimpana kdyttokohteena on
viskoosikuidun valmistus tekstiiliteollisuudelle. (Knowpulp 2021) Yang et al. (2019)
mukaan, vuonna 2019 noin 70 % liukosellun tuotannosta kiytettiin viskoosikuidun
tuotantoon. Viskoosikuitua valmistetaan monivaiheisella viskoosiprosessilla rikkihiilen
(CS2) ja natriumhydroksidin (NaOH) avulla. Viskoosiprosessissa liukosellumassa
kyllastetddn natriumhydroksidiliuoksella, mikd saa selluloosakuidut turpoamaan ja
talldin muodostuu alkaliselluloosaa. Ksantaatiossa alkaliselluloosa ja rikkihiili reagoivat
keskenddn muodostaen selluloosaksantaattia. Selluloosaksantaatti liuotetaan uudelleen
natriumhydroksidilla, jonka seurauksena muodostuu siirappimainen viskoosiliuos.
Lopullinen viskoosikuitu saadaan, kun siirappinen viskoosiliuos Kkypsytetdén,
suodatetaan ja kehritddn. (Wilkes 2001, s. 37) Viskoosikuidun valmistusprosessissa
ongelmana on ympéristolle ja terveydelle vaarallinen rikkihiili, jota kiytettidessa vapautuu
myrkyllisid yhdisteitd, kuten rikkivetyd (H>S) (Krdssig et al. 2004, s. 311-312).
Viskoosikuidun liséksi liukosellusta voidaan valmistaa muita johdannaisia, kuten
selluloosa-asetaattia, selluloosapohjaisia esterijohdannaisia ja Lyocell-muuntokuitua.
Johdannaisten valmistus on merkittivaa, silld niilld voidaan korvata 6ljynjalostuksella

valmistettuja tuotteita, kuten polyesterid. (Knowpulp 2021)

4.1 Liukosellun valmistusmenetelmat

Liukosellu on kemiallisesti valkaistua massaa, joka sisdltdd korkealaatuista, puhdasta o-
selluloosaa. Tyypillisesti liukosellun selluloosapitoisuus on yli 90 %. Liukosellua voidaan
valmistaa esihydrolyysi-sulfaattiprosessilla (eng. Pre-hydrolysis Kraft, PHK) ja
happosulfiittiprosessilla (eng. Acid sulfite, AS). Esihydrolyysi-sulfaattiprosessissa
varsinaista sulfaattikeitto-vaihetta edeltdd esihydrolyysivaihe. Esihydrolyysivaiheessa
raaka-aineena kiytetty puuhake kisitellddn hoyrylld tai laimealla rikkihapolla (H2SO4)

hemiselluloosan liuottamiseksi puuhakkeesta. Késittely vapauttaa puuhakkeen sisdltdmia
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orgaanisia happoja, jotka hydrolysoivat hemiselluloosaa vesiliukoisiksi hiilihydraateiksi.
(Sixta 2006a) Esihydrolyysivaihetta seuraa sulfaattikeitto-vaihe, jossa liuotetaan
puuhakkeen siséltdma ligniini (Knowpulp 2021). Toinen liukosellun valmistusmenetelméa
perustuu happamaan sulfiittimenetelméin, jossa keittokemikaaleina voivat toimia
bisulfaatti-ionit (H2SO3) ja rikkidioksidi (SO.). Sulfiittimenetelméin keittoliuoksessa
suosituin kéytetty emds eli alkali on magnesium. Muita vaihtoehtoisia eméiksid ovat
kalsium, natrium tai ammonium kationi. (Sixta 2006b, s. 392-393)
Happosulfiittiprosessilla valmistetun liukosellun selluloosapitoisuus on 90-92 %, kun
taas esihydrolyysisulfaattiprosessilla valmistetun liukosellun selluloosapitoisuus on 94—

96 % (Sixta 2006a).

Keittomenetelmistd riippumatta, liukosellumassa valkaistaan keiton jilkeen
happidelignifioinnin sekd joko TCF- tai EFC-valkaisun avulla halutun liukosellun
vaaleuden ja puhtauden saamiseksi. Valkaisun tavoitteena on parantaa liukosellumassan
laatua poistamalla jaannosligniini. Happidelignifioinnissa liukosellumassasta poistetaan
jaannosligniinid hapen ja alkalin avulla. Happikemikaalivalkaisussa (eng. Totally
Chlorine Free, TCF) valkaisu suoritetaan tdysin ilman kloorikemikaaleja.
Klooridioksidivalkaisussa (eng. Elementary Chlorine Free, ECF) kéytetddn
klooridioksidia, mutta ei kaasuklooria. Erds valkaisussa kaytettavd valkaisukemikaali on

hypokloriitti (H). (Knowpulp 2021)

4.2 Liukosellun ominaisuudet

Liukosellulta vaaditaan erityisominaisuuksia siitd valmistettavia johdannaisia varten.
Liukosellun tirkein ominaisuus on sen korkea a-selluloosapitoisuus, jota edistetddn
liukosellun tuotantoprosessissa keitto- ja valkaisuvaiheiden avulla. Muita liukosellun
erityisominaisuuksia ovat sen korkea reaktiivisuus, mahdollisimman alhaiset
hemiselluloosa-, ligniini-, ja uuteainepitoisuudet, kdyttokohteeseen sopiva viskositeetti

sekd tasainen molekyylipainojakauma. (Yang et al. 2019)

Liukosellun prosessoitavuutta kuvataan sen reaktiivisuudella kemikaaleihin ja
livottimiin. Reaktiivisuus yksinkertaisuudessaan kuvaa sitd, kuinka helposti liukosellu ja

kemikaalit tai liuottimet reagoivat keskenédén. Reaktiivisuudella on yhteys saatavuuteen,
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silld reaktiivisuus kertoo sen, kuinka kemikaalit saavuttavat selluloosaketjussa olevat
vapaat hydroksyyliryhmit ja muodostavat sidoksia niiden kanssa. (Sixta 2006c, s.1023)
Yleisesti liukosellun hiilihydraattien reaktiivisuus riippuu sen rakenteellisista
ominaisuuksista, kuten morfologiasta, kiteisyydestd tai polymeroitumisasteesta.
Esimerkiksi liukosellun sisdltdma selluloosa on vastustuskykyisempi alkalisille aineille

ja hajoamiselle kuin hemiselluloosa. (Sixta et al. 2006, s.174)

Reaktiivisuuden parannuttua liukosellun kemiallinen muokattavuus helpottuu, mika
edesauttaa liukosellun prosessoitavuutta selluloosajohdannaisten valmistuksessa.
Esimerkiksi viskoosikuidun valmistuksessa liukosellun selluloosa reagoi kdytettdvien
kemikaalien kanssa sitd helpommin, mitd korkeampi on liukosellun reaktiivisuus. (Yang
et al. 2019) Reaktiivisuuden suuruudella on siis merkittdvd vaikutus prosesseissa
tarvittavien kemikaalien mééraan. Erds tapa arvioida liukosellun reaktiivisuutta on Fock-
reaktiivisuuskoe. Se  on  mikroskaalainen = mallinnusmenetelmd  teollisesta
viskoosiprosessista. Fock-reaktiivisuus ilmaistaan regeneroidun selluloosan maéralla.
(Miao et al. 2015) Kaytinnossd Fock-reaktiivisuuskoe toteutetaan sekoittamalla
liukosellun massandyte natriumhydroksidiin (NaOH) ja lisddmalld joukkoon rikkihiiltd
(CS2) yliméérin selluloosaksantaattiliuoksen muodostamiseksi. Selluloosan reagoidessa
rikkihiilen kanssa selluloosa regeneroituu. Lopullinen prosentteina ilmaistu liukosellun
massandytteen Fock-reaktiivisuus saadaan maédritettyd regeneroituneen selluloosan

miérin perusteella. (Fock 1959, Tian 2013 mukaan)

Liukosellun tuotantoprosessissa tirkeimmaét laatuun vaikuttavat sddtoparametrit ovat
ligniinipitoisuutta indikoiva kappaluku, keskimidirdinen polymeroitumisaste (DP) ja
molekyylipaino. Keskiméérdinen polymeroitumisaste ja molekyylipaino voidaan kuvata
liukosellun viskositeetin avulla. (Sixta et al. 2006, s. 188:193) Tuotantovaiheessa
liukosellun viskositeettiin vaikuttavat keitto- ja valkaisuvaiheiden olosuhteet, joissa
hyodynnetddn kemikaaleja. Mitd enemmin tuotantovaiheessa liukosellumassan
sisdltdimid hiilihydraatteja pilkkoutuu, sitd alhaisempi on massan viskositeetti.
Esimerkiksi liukosellun tyypillinen haluttu viskositeetti viskoosikuidun valmistusta

varten on 400—600 ml/g. (Yang et al. 2019)
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5 MUUT SELLULOOSAPOHJAISET VALMISTEET

Liukosellun lisdksi selluloosananomateriaalit ja mikrokiteinen selluloosa ovat erditi
selluloosapohjaisia valmisteita. Ominaisuuksiltaan ne ovat hydrofiilisid ja kemiallisesti
helposti muokattavia valmisteita. Ne ovat kooltaan pienii ja niilld on suuri ominaispinta-
ala, minkd ansiosta ne ovat hyvin reaktiivisia ja hyvdn sitoutumiskyvyn omaavia
valmisteita. Naitd selluloosapohjaisia valmisteita voidaan hyodyntdd monissa
sovelluskohteissa, kuten lddke-, paperi-, maali- ja elintarviketeollisuudessa. (Kangas

2014, s. 7-8)

5.1 Nanoselluloosa

Nanoselluloosa on selluloosaa, joka koostuu ainakin yhdestid nanokokoluokan eli 1-100
nanometrin dimensiosta (Sain & Oksman 2006). Nanoselluloosa voidaan jakaa kolmeen
padluokkaan, jotka eroavat toisistaan valmistusmenetelménsd, kokonsa ja
ominaisuuksiensa perusteella. Pddluokat ovat selluloosananofibrillit (eng. cellulose
nanofibrils, CNF), selluloosananokiteet (eng. cellulose nanocrystals, CNC) ja
bakteeriselluloosa (eng. bacterial cellulose, BC). Selluloosananomateriaalien yleisin
ldhde on puu. Puun kéyttdd kuitenkin rajoittaa kuitujen eristdmiseen tarvittava energian
midrd ja monivaiheinen prosessointi. Muita suosittuja raaka-aineldhteitd ovat
ligniinikdyhét puumassat, yksivuotiset kasvit, pellava, hamppu, puuvilla, vehnénkorsi ja
sokeriruoko. Lisdksi nanomittakaavan selluloosaa saadaan erdiden bakteerien
valmistamana seki eldinperdisend sitd voidaan eristid meressd eldvien vaippaeldimien

kuoresta. (Kangas 2014, s. 8-9)

Selluloosananofibrillien (CNF) keskeisin valmistusmenetelméd on mekaaninen késittely,
Mekaanisessa késittelyssé selluloosakuituja voidaan fibrilloida eli sédikeistdd jauhamalla
jauhimessa. Jauhatus perustuu koneellisesti suoritettavaan mekaaniseen rasitukseen, joka
johtaa kuidun kuituseindmien kuoriutumiseen. Kuituseindmien kuoriutumisesta aitheutuu
sisempien  kerrosten  paljastuminen ja  kuitujen rakenteen  I0yhtymisen.
Selluloosananofibrillejd voidaan valmistaa mekaanisesti myds homogenoinnilla ja

mikrofluidisoinnilla. Homogenointi on perinteinen valmistusmenetelmé, jossa
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fibrilloituminen suuttimen ldpi saadaan aikaan korkean paineen ja suurten paine-erojen
yhteisvaikutuksen ansiosta. Tuloksena saadaan geeliméistd selluloosananofibrillid.
Homogenoinnissa voidaan kiyttdd mikrofluidisaattoria, jonka lépi kuitu-vesisuspensio
ajetaan useita kertoja kuitujen fibrillaatioasteen kasvattamiseksi. (Kangas 2014, s.17)
Mekaanisen rasituksen yhteydessd voidaan kayttdd entsymaattisia tai kemiallisia
kasittelyjd, joiden avulla kuitujen fibrilloituminen helpottuu. Mekaanisella rasituksella
valmistetut selluloosananofibrillit koostuvat eri kokoisista kuiduista,
nanokuitukimpuista, mikro- ja nanoskaalan kuiduista. Selluloosananofibrillien leveys
vaihtelee 2040 nanometrin vélilld ja niiden pituus on yleensd useita mikrometreja.

(Kangas 2014, s. 9-10)

Selluloosananokiteiden = (CNC)  valmistukseen  kdytetddn  happohydrolyysia.
Happohydrolyysikésittelyn vaikutuksesta selluloosakuitujen mikrofibrillit katkeavat
amorfisen alueen kohdalta, jolloin saadaan kiteisid alueita sisdltdvdd selluloosaa.
Kasittelyn jdlkeen selluloosa hajotetaan mekaanisesti, jonka tuloksena saadaan
selluloosananokiteitd. Selluloosananokiteiden leveys on yleensd 2-20 nanometrid ja
pituus voi vaihdella 100600 nanometrin vililtd jopa yli 1 mikrometrin pituuteen raaka-
aineldhteestd riippuen. Selluloosananofibrilleihin (CNF) verrattuna selluloosananokiteet
(CNC) omaavat korkeamman kiteisyyden, 62-90 %, valmistustavastaan johtuen. (Kangas

2014, s. 11-12)

Bakteeriselluloosa (BC) eroaa selluloosananokiteistd ja -fibrilleistd valmistustapansa
mukaan, silld sitd voidaan syntetisoida bakteerien, esimerkiksi Acetobacter xylinum —
bakteerin avulla. Biosynteesissd bakteeri valmistaa glukoosista selluloosaa ja erittdd sen
soluseindnsd ldpi solun ulkopuolelle geelimdisend massana. Massa muodostuu
verkottoituneesta rakenteesta, joka koostuu suuremmista 20-100 nanometrin ja
pienemmistd 2—4 nanometrin leveyden omaavista nanofibrilleistd. Tuotettu
bakteeriselluloosa omaa korkean kiteisyyden (60-80 %) ja se on hyvin puhdasta
selluloosaa. (Kangas 2014, s. 13)
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5.2 Mikrokiteinen selluloosa

Mikrokiteinen selluloosa (eng. microcrystalline cellulose, MCC) on puhdistettua, osittain
depolymeroitunutta selluloosaa, joka koostuu 70 % Kkiteisestd ja 30 % amorfisesta
alueesta. Mikrokiteinen selluloosa on veteen liukenematon aine. (Wiistenberg 2014, s.
117) Mikrokiteistd selluloosaa esiintyy luonnostaan (Kangas 2014, s.12), mutta sitd
voidaan lisdksi valmistaa liukosellusta johtamalla (Sixta 2006a). Yleisin mikrokiteisen
selluloosan valmistustapa on hydrolyysi. Kaupallisesti tunnetun MCC:n hydrolyysi
toteutetaan kemiallisesti happojen avulla. Mikrokiteistd selluloosaa muodostuu lisdksi
silloin, kun nanokiteisen selluloosan kiteet aggregoituvat eli yhdistyvdt kuivattaessa.

(Kangas 2014, s.12)

Mikrokiteisen selluloosan fysikaaliset ominaisuudet riippuvat sen kayttokohteesta.
Tyypillinen mikrokiteisen selluloosan partikkelikoko on 20-250 mikrometrin vélilla.
Nanokiteisen selluloosan kiteiden aggregoituessa syntyvian mikrokiteisen selluloosan
koko voi olla jopa 1000-1400 mikrometrid. (Vanhatalo 2017, s. 15) Mikrokiteinen
selluloosa voitaisiin luokitella nanoluokkaan nanokiteisyytensd vuoksi, mutta
varsinaisesti sitd ei luokitella nanoselluloosaksi, silld sen ulkoiset mitat, leveys ja pituus,
ovat suurempia kuin 1 mikrometrin. Mikrokiteinen selluloosa on kaupallisesti merkittdva
tuote, jota kdytetddn apu- ja sideaineena erityisesti ladke- ja elintarvikesovelluksissa.

(Kangas 2014, s. 12—-13)
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6 ENTSYYMIT LIUKOSELLUN JA MUIDEN
SELLULOOSAPOHJAISTEN VALMISTEIDEN
MUOKKAUKSESSA

Entsyymejd hyOddynnetddn wuseilla teollisuuden aloilla korkean spesifisyytensé,
tehokkuutensa ja ympéristoystavillisyytensd johdosta. Entsyymien toiminta, kuten
hydrolysointi tai hapettaminen muuntavat kohteena olevan kuitumassan ominaisuuksia
tehden siitd sopivamman kéyttokohdettansa varten. Entsymaattisella kisittelylla voidaan
muokata liukosellulta haluttuja ominaisuuksia. Sellulaasikésittelylld voidaan vaikuttaa
liukosellun sisdltdiméén selluloosaan ja siten kontrolloida liukosellun molekyylipainoa ja
viskositeettia. Hemiselluloosaa hajottavalla hemisellulaasikésittelylld voidaan parantaa
liukosellun kirkkautta ja tasalaatuisuutta. (Yang et al. 2019) Muissa selluloosapohjaisissa
valmisteissa entsyymejd voidaan hyodyntdd muuntamaan selluloosakuidun rakennetta ja

pintaominaisuuksia kuituuntumisen helpottamiseksi (Kangas 2014, s.21).

6.1 Liukosellun entsymaattiset Kisittelyt

Kayttokohteesta riippuen liukosellulta vaaditaan tiettyjd erityisominaisuuksia, joita
voidaan saavuttaa erilaisilla menetelmilld. Liukosellulta haluttuja erityisominaisuuksia,
kuten korkea reaktiivisuus ja matala viskositeetti voidaan saavuttaa kemiallisilla ja
fysikaalisilla menetelmilld (Miao et al. 2015; Tian et al. 2014) sekd biologisilla
menetelmilld, kuten entsymaattisilla kasittelyilld (Miao et al. 2014; Zhao et al. 2017,
Duan et al. 2016). Entsymaattisen késittelyn tavoitteena on katkaista selluloosaketjun
sidoksia entsymaattisella hydrolyysilld ja avata liukosellumassan kuiturakenne.
Sellulaasien hydrolysointi pilkkoo selluloosaketjua alentaen ketjun
polymeroitumisastetta. Hydrolysointi johtaa molekyylipainon pienenemiseen ja siten
liukosellun viskositeetin  pienenemiseen. Sellulaasien toiminnan vaikutuksesta
selluloosan kuiturakenteen seindméi turpoaa. Toimintojen seurauksena selluloosan
kuiturakenteen huokosten madrd lisddntyy, huokoisuus kasvaa ja ominaispinta-ala
laajenee. Nami tekijat parantavat liukosellun reaktiivisuutta, kun kuiturakenteen
amorfisten alueiden rakenne saadaan avattua ja sen seurauksena reaktiopinta-ala kasvaa.

(Miao et al. 2015; Yang et al. 2019) Liukosellun kemiallinen muokattavuus helpottuu,
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kun reaktiivisuus kasvaa. Esimerkiksi valmistettaessa liukosellusta viskoosikuitua
viskoosiprosessilla, tarvittavien kemikaalien miérd on sitd vahdisempi, mitd korkeampi

on liukosellun reaktiivisuus. (Yang et al. 2019)

6.1.1 Liukosellun sellulaasikisittely

Rahkamo et al. (1996) ovat tutkineet sellulaasien entsymaattista tehokkuutta liukosellun
ominaisuuksien muokkaamisessa. Tutkimuksessa lehtipuupohjainen liukosellu kasiteltiin
puhdistetuilla 77richoderma reesei — sienen endoglukanaaseilla (EG I ja EGII) ja
sellobiohydrolaaseilla (CBH I ja CBH II). Tutkimustulosten perusteella Rahkamo et al.
(1996) havaitsivat, ettd samalla entsyymiannostuksella endoglukanaasit olivat
tehokkaampia liukosellun hiilihydraattien hydrolysoinnissa kuin sellobiohydrolaasit.
Viskositeetin tehokkain lasku saatiin kdyttdmalld endoglukanaasi Il:sta. Mitd enemmén
sellulaasit pilkkoivat selluloosakuidun hiilihydraatteja, sitd alhaisempi oli massan
viskositeetti. Tutkimuksessa todettiin, ettd eri sellulaasien tyypilld oli merkitys sen
kykyyn alentaa massan viskositeettid. Tutkimuksessa todettiin sellobiohydrolaasien
vaikuttavan vdhemmin merkittdvisti selluloosan viskositeettiin ja liukoisuuteen.

(Rahkamo et al. 1996)

Sellulaaseja voidaan hyodyntdd muuntamaan liukosellu alkaliliukoisempaan muotoon.
Sellulaasien entsymaattisen hydrolyysin seurauksena selluloosaketjun molekyylipaino
alenee, jolloin liukosellun viskositeetti pienenee. Tdmén seurauksena liukosellun
alkaliliukoisuus lisddntyy. (Rahkamo et al. 1996) Tutkimuksessaan Rahkamo et al. (1996)
totesivat endoglukanaasien vaikuttavan tehokkaimmin selluloosan alkaliliukoisuuden
lisddntymiseen. Entsyymiannostuksen ollessa 2,5 mg/g, selluloosan alkaliliukoisuus
kasvoi alkuperdisestd 40 %:sta liukoisuudesta 66 %:iin. Myos Kamppuri et al. (2016)
totesivat tutkimuksessaan Trichoderma reesei — sienen erilaisten endoglukanaasi- ja
sellobiohydrolaasiyhdistelmien alentaneen liukosellumassan viskositeettia ja siten

parantaneen massan alkaliliukoisuutta.

Entsymaattisen késittelyn vaikutuksia liukosellun ominaisuuksiin ovat tutkineet myds
Miao et al. (2014), jotka kiyttivét tutkimuksessaan lehtipuupohjaisesta sulfaattisellusta

valmistettua liukosellua. Tutkimuksen tavoitteena oli selvittdd entsymaattisen kasittelyn
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vaikutuksia erityisesti liukosellun selluloosan kuiturakenteen saatavuuteen ja Fock-
reaktiivisuuteen. Entsymaattisessa kisittelyssd kdytettiin endoglukanaasia (Novozyme
Fibercare U), jonka sellulolyyttinen aktiivisuus oli 219 uwmL. Tutkimuksessa
entsymaattiset kasittelyt suoritettiin eri sellulaasiannostuksilla. Taulukossa 2 on esitetty
liukosellun ominaisuuksien muutokset ennen entsymaattista késittelyd ja jdlkeen
entsymaattisen késittelyn. Tutkimuksessa sellulaasikdsittely suoritettiin 55 °C

lampdtilassa 120 minuutin ajan liukosellumassan ollessa 4 % sakeudessa.

Taulukko 2. Entsymaattisen kisittelyn vaikutukset liukosellun ominaisuuksiin (Miao et

al. 2014).

Fock-reaktiivisuus
Huokostilavuus Viskositeetti (%)
(x107 cm?/g) (ml/g)

Kasittelematon liukosellu,

entsyymiannostus (0 u/g) 4,79 634,8 47,67

Kasitelty liukosellu,

entsyymiannostus (0,5 u/g) 6,74 490.,8 66,02

Kasitelty liukosellu,

entsyymiannostus (5,0 u/g) - - 87,87

Kuten taulukosta 2 ndhdddn, entsymaattinen késittely kasvatti liukosellun
huokostilavuutta noin 40 % sellulaasiannostuksen ollessa 0,5 u/g. Miao et al. (2014)
mukaan entsymaattisen késittelyn seurauksena selluloosan kuiturakenteesta tulee
huokoisempi, = mikd  kasvattaa  selluloosan  saatavuutta  viskoosiprosessin
ksantaatioreaktiossa. Tédméd johtaa liukosellun Fock-reaktiivisuuden kasvuun.
Liukosellun  keskiméérdisen molekyylipainon lasku sai aikaan viskositeetin
pienenemisen. Samalla sellulaasiannostuksella (0,5 u/g) liukosellun Fock-reaktiivisuus
kasvoi noin 18 prosenttiyksikkod. Suuremmalla sellulaasiannostuksella (5,0 u/g), Fock-
reaktiivisuus kasvoi alkuperdisestd arvosta jopa 40 prosenttiyksikon verran. Miao et al.
(2014) tutkimuksen perusteella voidaan todeta, ettd sellulaasikédsittelyt parantavat

liukosellun Fock-reaktiivisuutta merkittavasti.

Duan et al. (2016) tutkivat tutkimuksessaan entsymaattisen késittelyn vaikutusta

valkaisemattoman  PHK-liukosellun  viskositeettiin ~ ja  Fock-reaktiivisuuteen.
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Tutkimuksessa sellumassan valkaisuun kéytetty hypokloriittivaihe  korvattiin
entsymaattisella késittelylld endoglukanaaseja hyddyntéden. Liukosellun alkuperdinen
viskositeetti ennen hypokloriittivaihetta tai entsymaattista késittelyd oli 944 mlL/g.
Tutkimuksen mukaan hypokloriittivaiheen jilkeen liukosellun viskositeetti laski arvoon
560 mL/g, kun taas entsymaattisen késittelyn jdlkeen viskositeetti oli 557 mL/g.
Entsymaattinen késittely kasvatti liukosellun Fock-reaktiivisuuden noin 72 %:iin, kun
hypokloriittivaiheen jdlkeen Fock-reaktiivisuus oli vain 46,7 %. Entsymaattinen késittely
vaikutti liukosellun viskositeettiin yhtd tehokkaasti kuin kemialliseen kisittelyyn
perustuva hypokloriittivaihe. Tutkimus osoitti sen, ettd entsymaattista kisittelyd voidaan
pitdd hyvinad vaihtoehtona korvaamaan myrkylliset, kemikaaleja vaativat liukosellun

kisittelyvaiheet.

6.1.2 Liukosellun hemisellulaasikasittely

Jotta liukosellusta saataisiin mahdollisimman kirkasta ja tasalaatuista, on sen sisaltiman
hemiselluloosapitoisuuden  oltava  mahdollisimman  alhainen. Liukosellun
valmistusvaiheessa hemiselluloosa saadaan eristettyd puuhakkeesta liuottamalla.
Kisittelyssd puuhakkeesta vapautuvat orgaaniset hapot hydrolysoivat hemiselluloosaa
vesiliukoisiksi hiilihydraateiksi. (Sixta 2006a) Hemiselluloosa halutaan poistaa
mahdollisimman tehokkaasti, silld jdljelle jidnyt hemiselluloosa heikentdd selluloosan
saatavuutta ja reaktiivisuutta jatkoprosesseissa, kuten selluloosajohdannaisten
valmistuksessa. Mahdollisimman matala hemiselluloosapitoisuus on tirkedd, jotta
saadaan tuotettua mahdollisimman korkean reaktiivisuuden omaavaa selluloosaa.
Esimerkiksi viskoosikuitua valmistettaessa liukosellun sisdltdman hemiselluloosan poisto
on vilttdimatonta, silla NaOH-liuokseen liuetessaan hemiselluloosa heikentéa selluloosan
reagointia, selluloosaksantaatin muodostumista ja vihentdd selluloosan reaktiivisuutta.
Hemiselluloosan  poistamiseen  voidaan  kdyttdd  entsymaattista  késittelya.
Hemisellulaasikisittelyissd entsyymeind voivat toimia endoksylanaasit, jotka
hydrolysoivat hemiselluloosan sisdltiméa ksylaania. (Yang et al. 2019) Hemiselluloosan
poistamiseen voidaan kayttdd menetelmdd, jossa esikisittelynd hyddynnetddn

ksylanaasikasittelyd ja jilkikasittelynd alkalista késittelyd (Gehmayr et al. 2011).
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6.1.3 Liukosellun mekaaninen esikisittely

Entsymaattisen késittelyn vaikutuksia voidaan parantaa yhdistimilld késittely
mekaaniseen jauhatukseen, alkalikésittelyyn tai lisdaineiden kdyttoon. Ennen varsinaista
entsymaattista késittelyd suoritettu mekaaninen késittely edistdd kuitujen fibrilloitumista
ja laajentaa selluloosan ominaispinta-alaa, mink4 seurauksena reaktiopinta-ala kasvaa ja

entsymaattinen kasittely tehostuu entisestién. (Yang et al. 2019)

Miao et al. (2015) yhdistivdt tutkimuksessaan mekaanisen késittelyn ja
sellulaasikasittelyn kasvattaakseen liukosellun Fock-reaktiivisuutta. Lehtipuupohjaisesta
sulfaattisellusta valmistettu liukosellu esikdsiteltiin mekaanisesti PFI-jauhatuksella.
Jauhatuksen jélkeen liukosellu kasiteltiin endoglukanaasilla (Novozyme Fibercare D),
jonka sellulolyyttinen aktiivisuus oli 658 u/ml. Kisiteltdessd liukosellua ainoastaan
sellulaasikasittelylld, Fock-reaktiivisuus kasvoi 49,6 %:sta 75,8 %:iin. Yhdistimall
mekaaninen jauhatus ja sellulaasikésittely, liukosellun Fock- reaktiivisuus kasvoi 49,6
%:sta 81,7 %:iin. Mekaaninen PFI-jauhatus edisti selluloosakuitujen fibrilloitumista,
jonka seurauksena selluloosan mikrokuitujen méard kasvoi. Sellulaasien hydrolysoinnin
seurauksena kuiturakenteen pinta muuttui ominaisuuksiltaan huokoiseksi ja karkeaksi.
Yhdistimélld mekaaninen jauhatus ja sellulaasikésittely, kuiturakenteen pinta-ala laajeni
sekd huokosten méiédrd ja koko kasvoivat. Ominaisuuksien muuttumisen ansiosta
liukosellun  siséltimédn  selluloosan saatavuus ja  reaktiivisuus parantuivat

ksantaationreaktion edistdmiseksi viskoosiprosessissa.

Zhao et al. (2017) tutkivat mekaanisen jauhatuksen ja ksylanaasilla toteutetun
hemisellulaasikésittelyn yhteisvaikutusta hemiselluloosan poistamiseksi liukosellusta,
joka oli valmistettu bambupohjaisesta sulfaattisellusta. Tutkimustulosten mukaan PFI-
jauhatus vaikutti kuidun fysikaalisiin ominaisuuksiin lyhentdmélld kuitujen
keskimadriistd pituutta sekd lisdidmalla hienoaine- ja a-selluloosapitoisuutta. Jauhatuksen
todettiin  edistdvdn kuitujen fibrilloitumista, lisddvdan kuidun pinta-alaa ja
huokostilavuutta. Jauhatuksen seurauksena kuiturakenteen sisdltimédn ksylaanin
saatavuus kasvoi, mikd kasvatti ksylanaasin hydrolysoinnin tehokkuutta. Samanlaisia

mekaanisen kisittelyn hyotyjéd havaittiin myos Miao et al. (2014) tutkimuksessa.
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6.2 Muiden selluloosapohjaisten valmisteiden entsymaattiset Kisittelyt

Selluloosananomateriaaleilla on suuri ominaispinta-ala, minkd johdosta ne ovat
ominaisuuksiltaan hyvin reaktiivisia. Reaktiivisuuden ansiosta niiden pinta on helposti
muokattavissa  erilaisilla  késittelyilld, kuten  entsymaattisilla  késittelyilla.
Selluloosananofibrillien (CNF) valmistuksessa entsymaattista késittelyd voidaan kayttaa
haluttujen ~ ominaisuuksien  ja  toiminnallisuuksien  saavuttamiseksi  sekd
energiankulutuksen pienentdmiseksi. Entsymaattinen kisittely muuntaa selluloosakuidun
rakennetta siten, ettd kuituuntuminen helpottuu, jolloin selluloosamateriaalin
prosessointiin vaadittu energiankulutus pienenee. (Kangas 2014, s.15:21-23) Paakko et
al. (2007) kayttivit tutkimuksessaan entsymaattista késittelyéd esikésittelynd mekaanisen
késittelyn tehostamiseksi selluloosananofibrillien valmistuksessa. Ennen varsinaista
entsymaattista  késittelyd  sellumassa  jauhettiin  selluloosan  kuiturakenteen
paljastamiseksi. Varsinaisessa entsymaattisessa késittelyssa kéytettiin
endoglukanaasiyhdistettd (Novozym 476, Novozym A/S). Entsymaattisen késittelyn
jilkeen sellumassa jauhettiin uudelleen ja korkeapainehomogenisoitiin. Tutkimuksessa
kaytetylli menetelmilld saatiin  tuotettua  halkaisijaltaan 5-6 nanometrin

selluloosananofibrillejd ja 1020 nanometrin fibrilliaggregaatteja.

Mikrokiteisen selluloosan valmistuksessa entsymaattista késittelyd voidaan hyodyntida
korvaamaan perinteinen happohydrolyysi. Tutkimuksessaan Stupinska et al. (2007)
valmistivat  onnistuneesti mikrokiteistd selluloosaa valkaistusta liukosellusta
kaksivaiheisella siteily-entsyymiprosessilla. Agblevor et al. (2007) hyddynsivit
entsymaattista késittelyd valmistaessaan mikrokiteistd selluloosaa maissintédhkéstd ja
puuvillan siemenjétteestd. Tutkimuksessaan he huomasivat, ettd entsymaattinen kisittely
vaikutti mikrokiteisen selluloosan pintaominaisuuksiin muuttamalla partikkelien reunat

teravimmiksi.

Lyyttisten polysakkaridimono-oksigenaasien (LPMO) kéyttod selluloosakuitujen
entsymaattisissa késittelyissd on alettu tutkia enemman. LPMO:ien toimintamekanismi
perustuu  hapetukseen. Hapettavina entsyymeind LPMO:t voivat olla apuna
selluloosakuitujen hydrolyysissd. Esimerkiksi Villares et al. (2017) tutkivat LPMO:ien

vaikutuksia selluloosakuitujen rakenteeseen ja ominaisuuksiin. Tutkimuksessa
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havupuupohjaista valkaistua sulfaattisellua késiteltiin erdédlli AA9-entsyymiperheeseen
kuuluvalla LPMO:lla. Tutkimuksessa LPMO-kisittelyn todettiin  heikentdvén
selluloosakuidun rakennetta, kun LPMO:t loivat rakenteeseen erddnlaisia lovikohtia.
Kasittelyn jélkeen selluloosakuitujen todettiin olevan alttiimpia mekaaniselle késittelylle
ja kuitujen fibrilloituvan voimakkaasti. LPMO:ien hapettavan toimintamekanismin
ansiosta selluloosakuiduista saadaan alttiimpia tavanomaisten sellulaasien, kuten
endoglukanaasien entsymaattiselle hydrolyysille. (Villares et al. 2017) Myo6s Hu et al.
(2018) hyddynsivat LPMO-kisittelyd yhdessd endoglukanaasin ja ksylanaasin kanssa

sulfaattisellun muokkaamisessa.

6.3 Entsymaattisten Kisittelyjen hyodynnettivyys

Entsymaattiset késittelyt ndhddin lupaavina ja ympdristoystivillisind menetelmind,
vaikka niiden hyOdynnettivyyteen tosin liittyy vield ongelmia. Ongelmat liittyvit
entsyymien teollisen kdyton lisddmiseen ja kdyton kannattavuuteen. Yang et al. (2019)
mukaan entsyymien hyddyntdmistd rajoittavat niiden vaativat toimintaolosuhteet ja
korkeat kéyttokustannukset. Entsymaattinen késittely vaatii toimiakseen optimaaliset
toimintaolosuhteet esimerkiksi pH-arvon ja lampdtilan suhteen. Toimintaolosuhteiden
lisdksi entsymaattisen kisittelyn tehokkuuteen vaikuttavat prosessointiaika ja
entsyymiannostus. Toimintaolosuhteiden on oltava entsyymille suotuisat, jotta
entsymaattisessa késittelyssd kuitumateriaalin morfologia ja ominaisuudet eivdat muutu
litkaa. Vaardnlainen késittely voi johtaa merkittdvien ominaisuuksien, kuten
lujuusominaisuuksien heikkenemiseen. (Kangas 2014, s. 23) Entsyymien ollessa
tehottomia, prosessin prosessointiajat ovat pitkid ja siten energiaintensiivisid (Zhao et al.
2017). Liséksi entsyymien kierrdttiminen uudelleen kdytdon mahdollistamiseksi on
huonoa. Pitkien prosessointiaikojen ja huonon entsyymien kierrdtettivyyden vuoksi
erdissd prosesseissa entsymaattisia késittelyjd ei suosita ollenkaan, vaan kaisittely
yhdistetddn kemiallisen késittelyn kanssa. (Vanhatalo 2017, s.23) Parantamalla
entsyymien tehokkuutta sekd talteenottoa ja kierrétettdvyyttd, voitaisiin vaikuttaa
merkittdvisti entsymaattisen kasittelyn kokonaiskdyttokustannuksiin ja sen myota

entsyymien teollisen kdyton kannattavuuteen (Yang et al. 2019).
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Vakiintuneiden kédyttokohteiden, kuten sellun valkaisun liséksi entsymaattisia kisittelyja
voitaisiin hyddyntdd laajemmin uusissa sovelluskohteissa. Tutkimus- ja kehitystyolld
voidaan 10ytdd ratkaisuja ongelmiin, jotta entsymaattiset kisittelyt olisivat kannattavia ja
entsyymien kaytto yleistyisi teollisissa kdyttokohteissa. Viskoosikuidun tuotantoprosessi
voitaisiin saada ympdristoystiavéllisemmaiksi, kun myrkyllisen rikkihiilen kayttd
korvattaisiin osittain tai kokonaan entsymaattisella késittelylld. Esimerkiksi Gehmayr et
al. (2010) hyodynsivét entsymaattisia kisittelyjd esikésittelyn tavoin viskoosikuidun
valmistuksessa. Tutkimustulokset osoittivat sen, ettd entsymaattisilla késittelyilld voidaan
vihentdd valkaisu- ja puhdistusvaiheita sekd laskea niissd kdytettdvien kemikaalien
kulutusta. Entsymaattisia kasittelyjd voitaisiin hyddyntdd laajemmin muissakin
tekstiilisovelluksissa. Talla hetkelld entsymaattisia kisittelyja hyodynnetddn Biocelsol-
kuidun valmistuksessa, jossa kuitua valmistetaan entsyymikasitellystd sellusta ilman

myrkyllisen rikkihiilen kdytt6d (Maki 2018).
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7 YHTEENVETO

Tyossd  kisiteltiin -~ entsymaattisia  késittelyjd  ja  késittelyn  vaikutuksia
selluloosavalmisteiden muokkaamisessa. Liukosellun sellulaasikésittelyt toteutettiin
padasiassa endoglukanaaseilla (EG) ja sellobiohydrolaaseilla (CBH). Endoglukanaasien
ja sellobiohydrolaasien hydrolysoinnin seurauksena selluloosaketjun polymeroitumisaste
alenee ja molekyylipaino pienenee, jolloin liukosellun viskositeetti laskee. Viskositeetin
laskun seurauksena liukosellun alkaliliukoisuus paranee, jolloin liukosellusta tulee
alttiimpi alkalisille késittelyille. Entsymaattisten késittelyjen seurauksena liukosellun
selluloosakuidusta tulee huokoisempi, mikd kasvattaa selluloosan saatavuutta ja
reaktiopinta-alaa ~ kemiallisten  reaktioiden  edistdmiseksi  viskoosiprosessin
ksantaatioreaktiossa. Entsymaattisten kisittelyjen todettiin vaikuttavan merkittdvésti
regeneroituneen selluloosan mairdd kuvaavan Fock-reaktiivisuuden kasvuun. Suurilla
sellulaasiannostuksilla Fock-reaktiivisuutta saatiin kasvatettua jopa 40 prosenttiyksikon
verran. Reaktiivisuuden parannuttua liukosellun kemiallinen muokattavuus helpottuu,
mikd edesauttaa liukosellun prosessoitavuutta johdannaisten valmistuksessa.
Reaktiivisuuden  parannuttua  kemikaalitarve  prosesseissa  on  vidhdisempi.
Hemisellulaasikésittelyt pilkkovat kuidun pinnalta hemiselluloosaa tehden liukosellusta
tasalaatuisempaa. Hemiselluloosapitoisuuden alennuttua liukosellun reaktiivisuus
kasvaa, mikd edistdd liukosellun alkaliselluloosan reagointia rikkihiilen kanssa

selluloosaksantaatin muodostamiseksi viskoosiprosessissa.

Entsyymien hydrolysoinnin seurauksena selluloosananomateriaalien kuiturakenne
saadaan ndkyviin ja kuituuntuminen helpottuu. Tdmid vidhentdd prosessien
energiankulutusta. Mikrokiteisen selluloosan valmistuksessa entsymaattisella kasittelylla
voidaan korvata myrkyllinen happohydrolyysi valmistusmenetelmi. Hapettavina
entsyymeind LPMO:t voivat edistdd selluloosakuitujen hydrolyysid. Hapetuksen
seurauksena selluloosakuidun rakenne muuttuu alttiimmaksi perinteisten sellulaasien,

kuten endoglukanaasien entsymaattiselle hydrolyysille.

Tutkimusartikkelien tutkimustulosten perusteella voidaan todeta entsymaattisten
kidsittelyjen  olevan  ymparistoystavillinen  vaihtoehto  selluloosavalmisteiden

erityisominaisuuksien saavuttamiseen vahemmalld kemikaalikulutuksella.
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Entsymaattisilla  késittelyilld poistetaan kuiturakenteesta epdpuhtauksia, jolloin
seuraavien prosessointivaiheiden kemikaalit voivat reagoida helpommin. Néin eri
prosessointivaiheissa kiytettyjen kemikaalien kulutus laskee. On odotettavissa, ettd
entsymaattiset késittelyt ymparistoystdvillisind ja kestdvind menetelmind tulevat

nousemaan merkittdviksi menetelmiksi teollisessa mittakaavassa.
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