TECH

LOODUSTEADUSKOND

Aurlohkamise temperatuuri moju ligniini ekstraheerimise
efektiivsusele

Bakalaureusetoo

Ulidpilane: Karl Romek Staskevit3

Ulidpilaskood: 213044LAAB

Juhendaja: Maria Kulp, Keemia ja biotehnoloogia instituut, vanemteadur
Oppekava: Rakenduskeemia ja geenitehnoloogia

Tallinn 2024



The effect of steam explosion on the extraction efficiency of lignin

Bachelor’s thesis

Student: Karl Romek Staskevits$

Student code: 213044LAAB

Supervisor: Maria Kulp, department of Chemistry and Biotechnology, Senior Researcher
Study program: Applied Chemistry and Gene Technology

Tallinn 2024



Autorideklaratsioon

Kinnitan, et olen koostanud antud 16putd0 iseseisvalt ning seda ei ole kellegi teise poolt varem
kaitsmisele esitatud. Koik t66 koostamisel kasutatud teiste autorite t66d, olulised seisukohad,
kirjandusallikatest ja mujalt parinevad andmed on t60s viidatud.

Autor: Karl Romek Staskevits
[allkiri ja kuupdev]

To60 vastab bakalaureusetoole esitatavatele nduetele.
Juhendaja: Maria Kulp
[allkiri ja kuupdev]



Sisukord

LUNENAILE TOBLEIU ...eeeie ettt et sttt st e st e e sabe e s bt e e sareesbeeesareens 5
Y Y=Y [0 o T L {0 USSRt 6
1. KirjanduSE GIEVAATE ...ttt et e e et e e et e e e e et e e e s e abaeeeeabaeeeenabaeeeennreeas 7
1.1 Taimne biomass NING lIGNTIN.....cccuiiiiiiiie e e e e e e e s e e e e snareeas 7
1.2 Biomassi eeltOOtIuSMEetodid .......c.c.eeiiiiiiiiecieee e 8
1.2.1 AUMIBRKAMING ..ttt st e b et e b e e nanes 8
1.2.2 OrganosolV MEETOMU. .......ccccuuiiiieiiiee ettt e et e e e st e e e et ee e e e abaeeeeabaeeeesraeeeenaseeas 8

1.3 Biomassi anallilsimeetodid ........coeeieiriiriierieiee ettt s 9
1.3.1 KIQSONi MEETOM. ... eeeiiiiieiiee ettt st sttt b e st e st e emeeeneeen 9
1.3.2 Kbrgsurvevedelikkromatograafia........ccceeeueeeiiciiiiiccee e 10
1.3.3 Fourier’ teisendatud infrapunaspektroskoopia ........ccccevecieeiiccieiicciee e, 11

B Koo =Tt o F- =4 o [P USRURPPNE 13
3. EKSPEIriMENTAAINE 0S8 ..iiiiiiieiieiiiee ettt ettt et e et e e e e et e e e e e bte e e e ebteeeeebtaeeeestaeaeestanaeannes 14
3.1 KasULATUD DIOMASS .c.uiiiiiiiiiiieiee ettt ettt sttt b e be e smeeeaeeeneeas 14
3.2 Ligniini kvantitatiivne analiitis Klasoni meetodil............ccuvviiiiiiieicciie e, 14
3.3 Suhkrute analiits kdrgsurvevedelikkromatograafia meetodil........ccccoevvciieiiiiieiiccieeen, 15
3.4 Ligniini ekstraheerimine organosolv meetodil ...........cccccvvieiiiiiiiiiiiiee e, 16
3.5 FTIR SPektrite MOOTMINE ..cceiiceiiieiciiiiee ettt e et e e e ree e e s b e e e e s abae e e ssbaaeeenaseeas 16

O V| U=T o o IO Y=Y I = T T UL <] [V PO 18
4.1 OdrapOhu proovide iSEIOOMUSTUS .......ccecciiiiiiiiiie ettt e e ree e e e ebre e e e baee e eeareeas 18
4.2 Organosolv meetodil ligniini ekstraheerimise efektiivsus .........ccccoecveieiiciei i, 19
4.3 Biomassi ja ligniini iseloomustamine FTIR meetodi abil ..........cccccevviiiiiiiieiicncee e, 20
KOKKUVBT. ...ttt ettt sttt et et e b e st sae e st e st e bt e b e e sbeesmeesaneenneenneesneesane e 22
LY o1 { - T OO OO PPTUPRTOTRRRTR 23
TANUAVAIAUSEA ...ttt b e b e s bt s at e et e e te e be e sbe e sae e satesabeeabeebeennes 24
Kasutatud Kirjanduse [0BLEIU .........eeeieeeeeee e e e e e e e e e e e e e e 25
[T T TSRO PP PPRPRPPROPRRPO 30
Lisa 1 OdrapShu FTIR spektri piikide Selgitused ........ccuevivciiiiiiiiiieiecieee e 30

Lisa 2 Organosolv ligniinide FTIR sepktri piikide selgitused..........ccceeevuveeiiiiiiiiiiiiiee e, 31



Lihendite loetelu

AIR — Acid Insoluble Residue (happes lahustumatu fraktsioon)

ASL — Acid Soluble Lignin (happes lahustuv ligniin)

ATR — Attenuated Total Reflectance (nGrgendatud taielik sisepeegeldus)

FTIR — Fourier Transformed Infrared Spectroscopy (Fourier’ teisendatud infrapunaspektroskoopia)
GC — Gas Chromatography (Gaasikromatograafia)

HPLC — High Pressure Liquid Chromatography (korgsurvevedelikkromatograafia)

MS — Mass Spectrometry (massispektromeetria)

NMR — Nuclear Magnetic Resonance (tuumamagnetresonants)

RID — Refractive Index Detectector (murdumisnéitaja detektor)

SEC - Size Exclusion Chromatography (eksklusioonikromatograafia)



Sissejuhatus

Naftapbhiste toodete kasutamisel eraldub atmosfdari olulisel hulgal kasvuhoonegaase, mille
tulemusel suureneb maakera keskmine temperatuur. Selleks, et vahendada kliimasoojenemise
negatiivset moju maailma Okoslisteemile, otsitakse naftapGhistele toodetele alternatiive.
Lignotselluloosne biomass on taastuv ressurss, millest saab samuti toota energiat, kitust ning
kemikaale.

Biomassile suurema vdartuse andmiseks seda rafineeritakse. Biorafineerimine vdimaldab
pollumajanduse ja metsandustddstuse saadustest ja jadkidest eraldada kolme biopolimeeri:
ligniini, tselluloosi ja hemitselluloosi.

Biomassi eeltootluseks ja biopoliimeeride eraldamiseks kasutatakse erinevaid protsesse, mis voivad
olla nii keemilised, mehhaanilised, enslimaatilised kui ka kombinatsioon nendest. Aurldhkamine on
keskkonnasdbralik eeltédtlusmeetod, mis I8hub raskesti téddeldava biomassi struktuuri. Uldjuhul
eelneb see bioetanooli toomises enslimaatilise hidrolliisi etapile, sest aurldhkamine parandab
enstlmide ligipaasu tselluloosile. Vahe on uuritud seda, kuidas vdiks aurlhkamine omada efekti
ligniini ekstraheerimise efektiivsusele.

Lahtudes kirjanduses toodud andmetest pistitati hiipotees, et kdrgemal temperatuuril aurldhatud
odrapdbhust on ligniini ekstraheerimine efektiivsem. Sellest |ahtuvalt oli t66 eesmark iseloomustada
alg- ja erineval temperatuuril aurldhatud odrapGhu proove valitud anallisimeetoditel, viia labi
ligniini ekstraheerimine odrapShust organosolv meetodil ning hinnata, kuidas mdjutab
aurldhkamise protsess organosolv ligniini ekstraheerimist.

TOO esimeses osas anti Glevaade lignotselluloossest biomassist ning proovide iseloomustamiseks ja
ligniini ekstraheerimiseks kasutatud meetoditest. Teises osas sdnastati t60 peamine hiipotees ja
sellest lahtuvad uurimiseesmargid. Kolmandas osas kirjeldati eksperimentaalset protseduuri koos
selle sooritamiseks vajalike vahenditega. Neljandas peatlikis esitati organosolv ekstraktsiooni ja
biomassi karakteriseerimise tulemused ja arutelu.



1. Kirjanduse lilevaade

1.1 Taimne biomass ning ligniin

Lignotselluloosne biomass annab taimedele omase struktuuri, leidudes tavaliselt taimede vartes,
lehtedes ja juurtes [1]. Lignotseulluloosne biomass sisaldab peamiselt kolme biopolimeeri:
tselluloos (9% - 80%), hemitselluloos (10% - 50%) ja ligniin (5% - 35%) [2]. Tselluloosi, hemitselluloosi
ja ligniini proportsioon erineb taimeliigiti ning seda mdjutavad kasvutingimused ja geneetika [1].
Biopolimeerid on taimeraku kestas seotud omavahel tihedalt kovalentsete sidemete ja mitte
kovalentsete vastastikmdjude kaudu (Joonis 1.) [3]. Ristsidestatus ja ligniini esinemine muudavad
biomassi raskesti kdideldavaks [2].
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Joonis 1. Lignotselluloosse biomassi komponendid [4].

Ligniin on rohkelt hargnenud ja amorfne biopoliimeer, selle molekulmass jaib 1000 ja 20 000 g/mol
vahemikku. Ligniini struktuur, mis sisaldab erinevaid keemilisi Ghendeid ja korduvaid monomeere,
soltub taimeliigist, kasvuperioodist ning ekstraheerimise meetodist. [5] Peamiseks aromaatsuse
allikaks ligniinis on monomeerid p-hidroksiifenddl (H), guaiatstdl (G) ja stringtdl (S), mis tekivad
p-kumarudtlalkoholi, koniferiiiilalkoholi ja sinapiilalkoholi poliimerisatsioonil (Joonis 2.) [6].
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Joonis 2. Ligniini struktuuri ndide, mis sisaldab omavahel C-O ja C-C sidemetega Gihendatud G, H ja
S monomeere [6, 7].



Iga-aastaselt kasvab maailmas juurde hinnanguliselt 181 miljardit tonni lignotselluloosset biomassi,
millest p&llumajanduses, metsanduses ja loomakasvatuses on kasutusel 7 miljardit tonni [8].
Pollumajandusest jadb dle 1,2 miljardit tonni lignotselluloosseid jadtmeid, millest lle poole
moodustab teraviljade pdhk [8, 9]. Enamikku arengumaades tekkivatest lignotselluloosetest
jaatmetest ei vaarindata ning podletatakse madala kittevaartusega kiitusena voi ladestatakse
kuhilates [9]. PGllumajanduses tekkivate lignotselluloosete jddgtmete vaarindamine véimaldab neid
kasutada paberit6ostuse ning biokituste tootmise toorainena [10, 11]. Nende tootmisprotsesside
jaoks on olulised tselluloos ja hemitselluloos, aga kérvalsaadusena tekkinud ligniini vaarindamine
ei ole levinud [4]. Ligniini eraldamine ja vdarindamine on huvipakkuv, sest sellest saab valmistada
erinevaid materjale, peen kemikaale, plastikuid, liime ja ka naiteks multifunktsionaalseid
hidrogeele. Antibakteriaalsed ja adhesiivsed omadused koos elektrijuhtivusega vdimaldavad
ligniini sisaldavaid hiidrogeele kasutada potentsiaalselt meditsiinis, keemiatddstuses ning
elektroonika tootmises. [5]

1.2 Biomassi eeltootlusmeetodid

Lignotselluloossest biomassist biokiituse, kemikaalide ja funktsionaalsete materjalide tootmine
eeldab biopolimeeride efektiivset eraldamist ja karakteriseerimist [12]. Biopoliimeeride
eraldamiseks ja tootlemiseks on vaja I6hkuda lignotselluloosi kompaktne struktuur. Molekulide
vaheliste sidemete katkemiseks ja biomassi fragmenteerimiseks kasutatakse erinevaid eelt66tlus
meetodeid, mille toimemehhanismiks vdib olla ensiimaatiline hidrolils, keemiline hidroltus,
mehhaaniline rebenemine voi nende kombinatsioon. [13]

1.2.1 Aurlohkamine

Aurl6hkamine, tuntud ka kui autohtdroliilis, on kuluefektiivne, keskkonnasdbralik ja t&hus
biomassi eeltddtlusmeetod [13]. See hiidrotermiline protsess, mis toimub kdrgel temperatuuril
(140-220 °C) ning korgel réhul (0,8 — 3,8 MPa), I6hub biomassi tihedalt seotud struktuuri. Esimesed
muutused struktuuris pdhjustab killastatud veeaur, mis reaktoris kdrge temperatuuri juures
biomassi kiudude vahele imendub ja pdhjustab hemitselluloosi hiidrolliisumise monomeerseteks
ja oligomeerseteks suhkruteks. Tselluloosi molekulide sees ja vahel katkevad vesiniksidemed. [14]
Ligniini molekulides hiidroliitisuvad B-0-4 ja a-0-4 eeter sidemed ning depoliimerisatsiooni kaigus
vabanevad fenoolsed (hendid. Korgema aurldhkamise intensiivsuse juures toimub  ka
repoliimerisatsioon, mille kdigus suureneb C-C sidemete osakaal. [15] Protsessi kdigus eraldub
hemitselluloosi molekulidelt atsetlllrihm, sellest tekib dddikhape, mis suurendab hidroltisi
efektiivsust [16]. Hldrollusile jargneb biomassi plahvatuslik dekompressioon, mille tulemusel vee
molekulid biopollimeeride Gimbrusest ja seest lahkuvad ning biomassi kiud I6henevad [13, 14].

1.2.2 Organosolv meetod

Organosolv on biomassi eeltootlusmeetod, milles kasutatakse orgaanilisi lahusteid, et
ekstraheerida ligniin ja hemitselluloos [17]. Lahustina saab kasutada metanooli, etanooli, 2-
propanooli, 2-butanooli, atsetooni, dioksaani ja orgaanilisi happeid. Lahusteid on vGimalik peale
ekstraktsiooni eraldada ning taaskasutada. Eelistatud on madala keemistemperatuuri ja odavama
hinnaga metanool ja etanool. [18] Lisaks on polaarsemate primaarsete alkoholide kasutamisel



delignifikatsioon efektiivsem vorreldes sekundaarsete voi tertsiaarsete alkoholidega. Selle
pohjuseks vdib olla rohkemate vesiniksidmete teke metanooli voi etanooli ja ligniini vahel, mis
soodustab eeter sidemete katkemist. [19]

Lisatakse ka katallisaator, et suurendada hemitselluloosi hiidroliiisi ning ligniini eeter sidemete
I6hustamist. Samuti véimaldab katallisaatori kasutamine protsessi ldbi viia lihema ajaga ning
madalamal temperatuuril, sdastes sellega energiat. [17] Soolhappe katallisaatori eelis on saadava
ligniini kdrgem puhtus vérreldes vadvelhappe, lammastikhappe voi fosforhappega. [19]

Peale ligniini ja hemitselluloosi lahustumist eraldatakse vedelik tahkest biomassist filtreerimise teel.
Seejarel jargneb sadestamisetapp, milles tavaliselt lahjendatakse organosolv lahust veega, ligniini
lahustuvus vdheneb ja see sadeneb vilja, jattes alles fraktsiooni, mis sisaldab
hemitselluloosilihendeid. Valjasadestunud ligniini eraldatakse tsentrifuugimise teel. [17] Ligniini
saagis massiprotsentides %LIG arvutatakse jargnevat valemit kasutades:

Miig

9 % 100% (1)

bm

WLIG =
kus mjig on ligniini kuivmass (g) ja mem on biomassi kuivmass (g) [17].

1.3 Biomassi analiitisimeetodid

Lignotselluloosi ja sellest valmistatud toodete keemiline analiilis on oluline, m&istmaks erinevaid
keemilisi muutusi, mis toimuvad biomassi raskesti toodeldavas struktuuris eeltootlusprotsessi
erinevates etappides. Aastate jooksul on vilja t66tatud palju erinevaid analttilisi meetodeid
biopoliimeeride kontsentratsiooni kvalitatiivseks ja kvantitatiivseks madramiseks biomassis. [20]
Lignotselluloosi koostise maaramiseks ning ligniini, puiduekstraktiivide ja monolignoolide
identifitseerimiseks ja kvantifitseerimiseks kasutatakse traditsioonilisi margkeemia ja
gravimeetrilisi meetodeid kui ka uudsemaid meetodeid. Klasoni meetodile ja Soxhleti
ekstraktsioonile lisaks saab kasutada meetodeid nagu GC ehk gaasikromatograafia ning MS ehk
massispektromeetria. [20, 21, 22] Polimeeride molekulmassi jaotust moddetakse
eksklusioonkromatograafiaga (SEC) ja vedelikkromatograafiat kasutatakse puidusuhkrute
anallidsiks [23, 24]. Erinevad spektroskoopilised meetodid nagu Fourier’ teisendatud
infrapunaspektroskoopia (FTIR) ja NMR ehk tuumamagnetresonants-spektroskoopiaga erinevate
tuumade (*3C, !H, 3!P) md&dtmine koos uute andmetdodtlustehnikatega annavad vdimaluse
anallilsida puidupoliimeeride struktuuri ja funktsionaalriihmi [20].

1.3.1 Klasoni meetod

Klasoni meetod on ligniini kvantitatiivse anallilisi meetod, mida on taiustatud ile sajandi. Meetodile
eelneb tavaparaselt Soxhleti ekstraktsioon, et eemaldada valke, vahasid ja muid komponente, mis
ei ole biopolimeeridega seotud ning voiksid segada edasist analtusi. [21] Meetodis kasutatakse
72% vaavelhapet, et hidrolisida tselluloos ja hemitselluloos [25]. Hudrollusi kdigus tekkivad
monomeersed suhkrud on hidroliisi vedelikus lahustuvad ja nende sisaldust saab maarata
korgsurvevedelikromatograafia meetodit kasutades. Enamik ligniini ei lahustu ning eraldatakse
filtreerimise teel, selle fraktsiooni kogus maaratakse gravimeetriliselt. Happes lahustunud ligniini
sisaldus maaratakse UV-Vis spektrofotomeetrit kasutades. [26] Spektroskoopilised mddtmised
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teostatakse 205 nanomeetri vGi 280 nanomeetri juures, mis vastavad ligniini absorptsiooni
maksimumidele [27]. Happes lahustumatu fraktsiooni, millest enamiku moodustab ligniin,
massiprotsendi %AIR arvutamiseks kasutatakse valemit:

%AIR = "L % 100% (2)

Mpm

kus ms on kuiva filtri mass koos happes lahustumatu fraktsiooniga (g), m on kuiva filtri mass (g)
ning mpm on biomassi kuivmass (g). Happes lahustuva ligniini %ASL massiprotsendi arvutamiseks
kasutatakse valemit:

%ASL = 2L+ 100% (3)
ExMpm * 1

kus A on absorptsiooni vaartus, V on filtraadi ruumala (l), L on lahjendusfaktor, € on molaarne
neelduvustegur (g/1), mbm on biomassi kuivmass (g) ja | on optiline teepikkus (cm) [26]. Klasoni
meetodiga maaratud ligniini sisalduse saamiseks tuleb kokku liita happes lahustumatu fraktsiooni
ja happes lahustuva ligniini massiprotsendid.

1.3.2 Korgsurvevedelikkromatograafia

HPLC ehk korgsurvevedelikkromatograafia on meetod orgaaniliste, anorgaaniliste voi bioloogiliste
ainete komponentide lahutamiseks ja kvantitatiivseks analiilisiks. Meetodi eeliseks on
mitmekilgsus, efektiivne komponentide lahutuvus ja madal avastamispiir. Eraldamine pd&hineb
komponentide erineval jaotumisel mobiilse ja statsionaarse faasi vahel. Vedelikkromatograafia
korral on mobiilne faas ehk eluent polaarne v6i mittepolaarne vedelik. [28]

HPLC siisteem koosneb eluentide anumatest, degasaatorist, pumpadest, proovi injektorist,
kolonnist ja detektorist. SGltuvalt jaotusmehhanismist saab eristada adsorptsioonikromatograafiat,
jaotuskromatograafiat, eksklusioonkromatograafiat, ioonkromatograafiat ja
afiinsuskromatograafiat. [28]

HPLC meetodit kasutatakse levinult hemitselluloosi ja tselluloosi hiidrolllsil tekkivate
monosahhariidide kontsentratsioonide maaramiseks [24]. Tselluloos hiidrolilsub gliikoosiks ja
hemitselluloos ksiiloosiks, galaktoosiks, arabinoosiks ning mannoosiks (Joonis 3.) [29].

(0] OH
O. OH
HO
HO™ ""OH - OH
OH HO
Kslloos Arabinocos
OH OH OH
X HO,

HO,, o . o HO o
HO” ™~ “OH HO “OH  HO” ™~ “OH
OH OH OH
Glikoos Mannoos Galaktoos

Joonis 3. Lignotselluloosse biomassi koostises sisalduvad monosahhariidid [30].
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Monosahhariidide kontsentratsioonide pdhjal on véimalik arvutada biomassis tselluloosi %CEL ja
hemitselluloosi %HEM sisaldused massiprotsentides kasutades valemeid:

%CEL = %GLY X 0,9 (4)
kus %GLY on gliikoosi kontsentratsioon Klasoni meetodi filtraadis (%) ning
%HEM = %XYL x 0,88 (5)

kus %XYL on ksiloosi ja teiste hemitselluloosi monomeeride kontsentratsioon Klasoni meetodi
filtraadis (%) [26]. Pollisahhariidide sisaldusi arvutades tuleb kasutada dehilidrokonstante, mis
votavad arvesse vee molekulide vabanemist glikosiidsidemete tekkel monosahhariidide
pollimerisatsioonil [31].

Kolonnide lahutamismehhanism, mida suhkrute analilsiks HPLC slisteemis kasutatakse, on
tavaliselt ioonvahetus, eksklusiooni vO6i nende kombinatsioon [24]. SEC ehk
eksklusioonkromatograafia jaotusmehhanism p&hineb komponentide molekulaarse suuruse
erinevusel. SEC kolonn on tadidetud geeliga, mille osakeste suurused on tavaliselt vahemikus 3 — 10
pm. Suuremad molekulid ei difundeeru geeli pooridesse ja véljuvad kolonnist esimesena koos
eluendiga, vaiksemad molekulid difundeeruvad taielikult ja valjuvad viimasena. Keskmise
suurusega molekulid difundeeruvad osaliselt. [32]

Suhkrute analiilisil on hea sobivusega RID ehk murdumisnditaja detektor. Valgusallikast eralduv
kiirgus labib kaks kambrit, Ghes kambris on puhas eluent ja teises kolonni ldbiv eluent, milles véivad
sisalduda ka proovi komponendid. Kui eluendis sisaldub proovi molekule, siis kiirguse teekond
muutub Uhest kambrist teise liikudes ja detektor tuvastab murdumisnaitaja muutuse. [33]

1.3.3 Fourier’ teisendatud infrapunaspektroskoopia

FTIR on meetod, mille abil saab analiilisida biomassi koostises toimuvaid muutusi enne ja parast
eeltootlusprotsesse. [34]

Infrapunaspektroskoopia p&hineb molekuli aatomite vénkumisel, anallilisida saab molekule, mille
elektriline dipoolmoment muutub vonkumise kdigus. Molekul absorbeerib infrapunakiirgust, mille
sagedus Uhtib molekuli vonkesagedusega. Molekuli erinevad vonkesagedused on seotud sideme
pikkuse (venimine) voi sideme nurga (paindumine) muutusega (Joonis 4.). Venimine vdib olla nii
asimmeetriline kui ka siimmeetriline. Paindumisel eristatakse nelja erinevat muutust: twisting
(vadndumine), rocking (kiikkumine), scissoring (k66lumine) ja wagging (viibutamine). [35]
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Joonis 4. Sidemete pikkuse ja nurga muutusest tulenevad vibratsioonireziimid molekulis [36].

FTIR spektromeeter koosneb kiirgusallikast, interferomeetrist ning detektorist ja
signaalivGimendist. Levinuim Michelsoni interferomeeter koosneb kahest risti paiknevast peeglist
ja kiirejagajast, mis jaotab kiirgusallikast leviva kiirguse kaheks, osa kiirgusest labib jagaja ja
peegeldub peeglilt, mis on paigal ja teine osa kiirgusest labib jagaja ning peegeldub peeglilt, mis
liigub. Tagasi peegeldunud kiirte liitudes need interfeeruvad ja osa sellest kiirgusest labib proovi.
Lilkuva peegli kaugust muutes saadakse graafikud, mis iseloomustavad kiirguse intensiivuse
muutust erinevatel kaugustel peeglist. Iga lainepikkuse intensiivsuse muutusi kirjeldavate
graafikute Uhendamine annab interferogrammi. Interferogramm saadakse nii prooviga kui ka ilma
proovita ning nende vordlemine annab absorptsiooni interferogrammi. Arvuti teostab
interferogrammiga matemaatilise Fourier’ teisenduse ning véljastab infrapunakiirguse
absorptsiooni spektri. FTIR meetodi eeliseks on mddtmiste kiirus ja mirataseme vahenemine
mitme mo6tmise interferogrammide kombineerimisel. [35]

Tahkete proovide anallisimisel kasutatakse levinult ATR ehk ndérgendatud taieliku
sisepeegeldusega lisaseadet. ATR seade sisaldab kristalli, millele asetatakse tahke proov.
Infrapunakiirgus peegeldub kristallilt ning seejarel mdddetakse peegeldunud kiirguse intensiivsuse
muutust enne ja parast proovi kristallile asetamist. Kasutades ATR seadet ei ole vajalik KBr
tablettide valmistamine tahkest proovist. [37]

Biomassi anallilisides teostatakse m&6tmised peamiselt keskmises infrapuna regioonis 4000 — 400
cm™. Biomassi FTIR spektrites saab eristada kahte anallitisitavate piikidega piirkonda 3800 — 2800
cm? ja 1800 — 850 cm. Biomassi proovides annavad infrapuna signaale peamiselt fenoolsed
Uhendid ning hiidroksuil-, metldl- ja metiileenriihmad. [34]
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2. Too eesmargid

Kaesoleva bakalaureuset6o6 hiipotees oli, et organosolv meetodil ligniini ekstraheerimise efektiivsus
(ligniini saagis) kasvab aurléhkamise temperatuuri suurenemisel. Selle hiipoteesi kinnitamiseks voi
Umberlikkamiseks sdOnastati jargmised eesmargid:

1. Iseloomustada alg- ja erineval temperatuuril aurl6hatud odrapdhu proove maarates Klasoni ja
korgsurvevedelikkromatograafia analliisimeetodeid kasutades ligniini ja suhkrute kogused;

2. Viia labi ligniini ekstraheerimine odrapdhu proovidest organosolv meetodil ning hinnata
ekstraktsiooni saagist;

3. Uurida ja teha jareldused aurldhkamise temperatuuri mojust organosolv ligniini saagisele;

4. Iseloomustada alg- ja erineval temperatuuril aurlGhatud biomassi ning organosolv ligniini FTIR
meetodi abil.
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3. Eksperimentaalne osa

3.1 Kasutatud biomass

Ligniin ekstraheeriti organosolv meetodit kasutades seitsmest odrapdhu proovist (Joonis 5.). Kuus
proovi, mis saadi Eesti Maaiilikoolilt, olid aurldhatud Ulem-Austria iilikoolis temperatuuridel 150 —
200 °C. Aurldhkamisele eelnes proovide immutamine vordses koguses destilleeritud vees. Proovid
viibisid aurl6hkamise reaktoris 30 minutit. [38] Seitsmes proov oli aurldhkamata odrapdhk. Samade
proovidega teostati Klasoni meetodil ligniini kvantitatiivne madramine ja saadud filtraadist maarati
lisaks happes lahustuva ligniini kogusele ka tselluloosi ning hemitselluloosi monomeerseid suhkruid
kasutades HPLC meetodit. FTIR spektromeetriga uuriti biomassi ja ligniini struktuurseid omadusi.
Katsete tegemise kdigus varieerusid proovide niiskussisaldused 3,2 ja 6,2 % vahel.

Aurldhkamata odraphk

150 kraadi juures aurldhatud 160 kraadi juures aurldhatud 170 kraadi juures aurléhatud

S

180 kraadi juures aurlghatud 190 kraadi juures aurldhatud 200 kraadi juures aurlghatud
X

Joonis 5. T66s kasutatud aurldhatud ja aurldhkamata odrapShu proovid.

3.2 Ligniini kvantitatiivne analiiiis Klasoni meetodil
Kasutatud ained ja téovahendid

Klasoni meetodiga ligniini sisalduse maaramiseks kasutati jargnevaid téovahendeid: 100 ml mahuga
keeduklaasid, Bunseni kolb, portselanist lehter, mddtesilinder mahuga 100 ml, 15 ml mahuga
tuubid, Pasteur pipett (VWR), automaatpipett 100 — 1000 ul (VWR), analidtiline kaal AP-07
(Mettler Toledo), veevann TW8 (Julabo), autoklaav MLS-3020U (Sanyo), kuivatuskapp MOV 112S
(Panasonic), niiskusem&6tja MB120 (Ohaus), UV-vis spektromeeter Cary 50 bio (Varian).

Liginiini sisalduse maaramise lahustes kasutati loetelus toodud aineid: 72% vaavelhape (Chem-Lab
NV), Gilipuhas deioniseeritud vesi (Millipore, USA).
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Katse protseduur

Moddeti biomassi proovide niiskusesisaldused. Margistati kaheksa keeduklaasi, millesse kaaluti
analldtilist kaalu kasutades 0,2 g odrapShku. Igasse keeduklaasi lisati 3 ml vaavelhapet ja segati.
Keeduklaasid kaeti fooliumiga ning asetati tunniks ajaks veevanni, mis oli eelnevalt kuumutatud 30
kraadini. Proove segati veevannis iga 20 minuti jarel. Analtitilise kaaluga kaaluti filterpaberid, mis
olid eelnevalt kuivanud 8 tundi 105 °C juures kuivatuskapis. Keeduklaasidesse lisati modtesilindriga
proovile 72 ml llipuhast vett. Keeduklaasid kaeti uuesti fooliumiga ning asetati autoklaavi, milles
neid kuumutati 121 °C juures 15 minutit. Proovide filtrimiseks kasutati klaaspulka ja Bunseni kolbi
koos portselanist filtriga, millesse asetati eelnevalt kaalutud filterpaber. Parast proovi filtrimist
mdooddeti moobtesilindriga filtraadi ruumala. Happes lahustunud ligniini sisalduse ja suhkrute anallilisi
teostamiseks valati 15 ml filtraati tuubi. Keeduklaasi pesti Ulipuhta veega, et saada kogu proov
filterpaberile. Filterpaber pesti Ulipuhta veega, et see ei sdestuks kuivatamise kaigus. Filterpaber
asetati Petri tassile, mis margistati. Filterpaberil proove kuivatati kuivatuskapis 105 °C juures 8
tundi. Analtttilise kaaluga kaaluti filterpaber koos prooviga.

Spektrofotomeetria nulllahuse valmistamiseks voeti 3 ml vaavelhapet ja 72 ml Glipuhast vett.
Nulllahus valati kvartskiivetti ning spektromeeter teostas nullmddtmise. Proovides ligniini sisalduse
mootmiseks tehti Klasoni filtraadist 15 ml tuubi 10- v&i 20-kordne lahjendus. M&6tmised teostati
205 nm juures ja molaarse neelduvuskoefitsiendi vaartuseks voeti 110 g/l [39].

3.3 Suhkrute analiiiis korgsurvevedelikkromatograafia meetodil
Kasutatud ained ja t66vahendid

Hemitselluloosi ja tselluloosi hidrolllsil tekkinud monomeersete suhkrute analiilisiks olid
kasutusel téovahendid HPLC seade (Agilent Technologies) RID detektorgia ja Shodex SP 0810
kolonniga, 15 ml mahuga tuubid, automaatpippet 100 —1000 pl (VWR), HPLC proovi viaalid,
analtitiline kaal AP-07 (Mettler Toledo), tsentrifuug EBA 200 S (Hettich), lakmuspaber.

Ained, mida kasutati olid glikoosi, ksliloosi, galaktoosi, arabinoosi, tsellobioosi ja 5-
hidroksimettulfurfuraali standardlahused kontsentratsioonidega 0,4, 0,8, 1,6, 3,2 ja 6,4 g/l,
Na,COs, Ulipuhas deioniseeritud vesi (Millipore, USA).

Katse protseduur

Klasoni meetodit kasutades saadud filtraati pipeteeriti 3 ml 15 ml mahuga tuubi. Kaaluti 0,5 grammi
Na,COsja lisati tuubi happelisele filtraadile. Lakmuspaberit kasutades kontrolliti, et lahuse pH oleks
neutraalne. Tuube tsentrifuugiti 4000 poorde juures 10 minutit. Lahus pipeteeriti HPLC proovi
viaali. Iga prooviga teostati 3 mddtmist. MAdtmise tingimused HPLC seadmes olid jargnevad: RID
detektori temperatuur 55 °C, kolonni termostaadi temperatuur 80°C, siistitud proovi kogus 5 uL,
eluent dlipuhas deioniseeritud vesi, isokraatne elueerimisreziim, voolu kiirus 0,6 g/l.
Kalibratsioonigraafikute pohjal arvutati proovides gliikoosi ja ksiiloosi kontsentratsioonid Ghikutes
g/l, seejarel arvutati protsentuaalsed sisaldused proovis %GLY ning %XYL, kasutades valemeid:

Cgly XV XL

%GLY = (6)

MpmX10

15



Cxyl XV XL

%XYL = (7)

mpmX10
kus cgy on gliikoosi kontsentratsioon (g/l), cxy on kstiloosi ja teiste hemitselluloosi monomeeride
kontsentratsioon (g/1), V on Klasoni filtraadi ruumala (I), L on lahjendusfaktor ja mym on biomassi
kuivmass (g).

3.4 Ligniini ekstraheerimine organosolv meetodil
Kasutatud ained ja t66vahendid

Organosolv protsessis kasutati jargnevaid toovahendeid: 250 ml mahuga mddtekolb ja tmarkolb,
Bunseni kolb, portselanist lehter, filterpaberid, keeduklaas mahugs 500 ml, tsentrifuugi tuubid,
Pasteur pipett (VWR), automaatpippet 100 — 1000 pl (VWR), tehniline kaal PB1502-S/FACT (Mettler
Toledo), analiiiitiline kaal H_125SM (Precisa), rotaatoraurusti R-210 (BUCHI Labortechnik),
magnetsegaja (IKA RCT), jahuti, tsentrifuug Universal 32 R (Hettich), kuumutuspesa EM1000/CE
(Electrothermal), kuivatuskapp MOV 112S (Panasonic), niiskusemddtja MB120 (Ohaus).

Organosolv meetodi kéaigus kasutati jargnevaid aineid: 37% soolhape (Fluka), ulipuhas
deioniseeritud vesi (Millipore, USA), 96,6% etanool (Merck).

Katse protseduur

Md&dodeti biomassi proovide niiskusesisaldused. Mddtekolbi mahuga 250 ml kaaluti 6,25 grammi
odrapbhu proovi ja lisati 125 ml etanooli, mis sisaldas 284 mM soolhapet. Seati lles organosolv
aparatuur, mis koosnes kuumutuspesast, jahutist ja segistist. Segu kuumutati tagasivoolu reziimis
kuus tundi. Kaaluti filterpaber ja segu filtriti kasutades vaakumfiltratsiooni. Rotatsiooniaurustiga
aurustati filtraati 30 °C juures kuni enamik lahustit oli aurustunud. Segu kolvist keeduklaasi
pesemiseks lisati atsetooni ning keeduklaasis lisati umbkaudu pool liitrit vett, et ligniin pdhja
sadestada. Peale poolt tundi magnetsegajal segunemist, valati ligniini sadet sisaldav lahus
tsentrifuugi tuubidesse. Tuube tsentrifuugiti 10 minutit 4000 poorde juures 3 korda. Ligniini pandi
tuubides 40 °C juures kaheks 66padevaks kuivama. Kuivanud ligniin kaaluti.

3.5 FTIR spektrite mootmine
Kasutatud ained ja téovahendid

IRTracer-100 Fourier’ teisendusega infrapunaspektromeeter (Shimadzu) koos QATR-10 teemant
norgendatud taieliku sisepeegelduse seadmega (Shimadzu)

Katse protseduur

FTIR spektrid registreeriti IRTracer-100 Fourier' teisendusega infrapunaspektrofotomeetril, mis oli
varustatud DLaTGS-detektoriga. Spektrid registreeriti vahemikus 4000-400 cm? lahutusvdimega 4
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cm™. Proovi kohta keskmistati 30 spektrit ja analliusiti tarkvara Lab Solutions (Shimadzu) abil (Joonis
7., Joonis 8.).
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4. Tulemused ja arutelu

4.1 Odrap6hu proovide iseloomustus

Enne organosolv ekstraheerimist oli kdikide odrapdhu proovide iseloomustamiseks maaratud
ligniini, tselluloosi ja hemitselluloosi sisaldused. Tulemused on esitatud tabelis 1.

Maaratud ligniini sisaldused erinesid aurldhkamata ja aurlGhatud odrapdhu proovide vahel.
Temperatuuridel 180 — 200 °C aurldhatud proovide ligniinisisaldus oli 9 — 11 % dw kdrgem vorreldes
aurldhkmata odrap6huga. Ligniini sisalduse suurenemine biomassis aurldhkamise temperatuuri
téustes on pohjendatav hemitselluloosi sisalduse vadhenemisega tahkes biomassis, sest
aurldhkamise kaigus hemitselluloos laguneb monomeerseteks suhkruteks, mis lahustuvad vees [38,
40]. Seda kinnitab ka odrapShu proovide varvuste erinevus, krgemal temperatuuril aurléhatud
biomassi proovid olid pruunikamad. Vastavalt kirjanduse andmetele on proovide tumenemine
aurldhkamise puhul seotud hemitselluloosi lagunemisega temperatuuri kasvades ning sellest
tulenevalt ligniini sisalduse suurenemisega [41]. Madalamatel temperatuuridel aurldhatud
proovide ligniini sisaldused, mis erinesid 1 % dw ulatuses, olid ligilahedased aurl6hkamata
odrapbhuga. Tdendoliselt ei olnud madalamatel aurldhkamise temperatuuridel tingimused
piisavalt karmid, et kutsuda esile lignotselluloosse maatriksi lagunemist.

Tabel 1. Odrapdhu proovide koostis.

Odrapohu Klason ligniin £ SH**, Tselluloos £ SH**, Hemitselluloos *
aurlohkamise % dw* % dw* SH** % dw*
temperatuur (°C)

Aurléhkamata 23,0+2,4 38,2+0,5 19,2+ 0,0

150 23,6+2,1 39,5+0,7 17,604

160 22,529 41,1+0,1 18,8+0,1

170 23,9+2,4 41,5 +0,2 17,4 £0,2

180 32,7+2,5 42,3+0,3 7310,1

190 33,0+£1,3 41,31+0,1 6,810,2

200 345+2,1 40,2+0,4 6,3+0,3

(* massiprotsent kuivmassi kohta, ** kolme paralleelmd&tmise standardhalve)

Hemitselluloosi ja tselluloosi hulga maaramiseks moddetud monosahhariidide kontsentratsioonide
pohjal tehtud arvutustest, selgus, et hemitselluloosi sisaldus vaheneb pidevalt aurldhkamise
temperatuuri toustes. Aurldhatud proovides, milles ligniini sisaldus oli ligi 10 % dw kdrgem kui
aurldhkamata odrapdhus oli ka hemitselluloosi sisaldus tle 10 % dw vaiksem kui aurl6hkamata
odrapdhus.

Vahemikus 180 — 200 °C I6hatud proovides oli hemitselluloosi sisaldus ligi 11 % dw vorra vaiksem
kui madalamatel temperatuuridel I6hatud proovides. Tselluloosi sisaldus aga varieerus vahe, 3 %
dw ulatuses. Sarnased tulemused olid saavutatud ka teistes ulikoolides. Nditeks Florida Ulikoolis
labiviidud katses, kus suhkruroo proove toodeldi fosforhappega ja aurlGhati 180 kraadi juures
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vahenes ksliloosi ja arabinoosi summaarne sisaldus 22-It protsendilt 10-le protsendile [40]. Eesti
Maalilikoolis labi viidud katsete kaigus ei tuvastanud ANKOM 2000 analiisaator 190 ja 200 kraadi
juures analldsitud proovides hemitselluloosi ning 180 kraadi juures I6hatud proovis oli sisaldus alla
Uhe protsendi. Sama t606 kaigus maaratud ligniini sisaldused suurenesid paari protsendi vorra ning
tselluloosi sisaldused, mis vahenesid temperatuurini 180 kraadi ja seejarel tdusid, jaid 33 ja 42 %
vahemikku [38]. Floridas tehtud uuringus tdusis tselluloosi sisaldus peale eeltd6tlust 10 protsenti
vorreldes eeltootlemata biomassiga [40].

4.2 Organosolv meetodil ligniini ekstraheerimise efektiivsus

Organosolv meetodit saab viia labi leebematel tingimustel ehk atmosfaarirdhul ja madalamatel
temperatuuridel, sellest tulenevalt voivad ligniini saagised olla vaiksemad kui 50 % kogu biomassis
sisalduvast ligniinist [42]. Organosolv meetodiga ekstraheeritud ligniini saagised ja ekstraheerimise
efektiivsuse tulemused on esitatud tabelis 2 ja joonisel 6. Uuritava materjali vahese koguse t6ttu
teostati Organosolv ekstraheerimist ainult (ihe korra, seega polnud voimalik hinnata tulemuste
varieeruvust. Ligniini ekstraheerimise efektiivsuse arvutamiseks kasutati valemit:

%LIG
%Klason

%Efektiivsus = *100% (8)
kus %LIG on organosolv meetodiga saadud ligniini saagis (%) ja %Klason on Klasoni meetodiga
madratud ligniini sisaldus antud proovis (%).

Joonisel 6 on nadha, et ligniini saagis so6ltub vordeliselt aurldhkamise temperatuurist. Alates
temperatuurist 180 °C  organosolv ligniini saagis suurenes peaaegu kaks korda vorreldes
aurldhkamata prooviga. Temperatuuridel 180 — 200 °C aurléhatud proovidest Gnnestus
ekstraheerida ligikaudu 42 — 44 % biomassis sisalduvast ligniinist, mis oli kuni 9 % kdrgem kui
aurldhkamata proovi korral.

Tabel 2. Organosolv meetodiga ekstraheeritud ligniini saagised ja meetodi efektiivsus.

Odrap6hu aurlohkamise Organsolv ligniini saagis, | Organosolv meetodi
temperatuur (°C) % dw* efektiivsus, % dw*
Aurléhkamata 8,0 34,8

150 6,9 29,1

160 7,6 33,9

170 7,8 32,8

180 13,7 41,9

190 14,5 44,0

200 15,0 43,4

(* massiprotsent kuivmassi kohta)

Tulemused néditavad, et aurldhkamise eelto6tlus aitab suurendada ekstraheerimise efektiivsust labi
biomassi tihedalt seotud struktuuri I6hkumise, millega kaasneb parem vastuvotlikkus edasisele
tootlemisele. Protsessi kdigus suureneb biomassi maatriksi lagunemise tulemusel osakeste pindala
ja ekstraheeritava ligniini maar, selle tulemusel annab organosolv meetod suurema ligniini saagise
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kui aurldhkamata proovi korral [43]. Madalamatel temperatuuridel aurldhatud proovidest ligniini
ekstraheerimine vdis olla vahem efektiivne, sest I6hkamise tingimused ei olnud piisavad, et
katkestada ligniini ja pollisahhariidide vahelisi sidemeid.

50
45
40
35
30
25
20
15
10

Organosolv meetodi efektiivsus, % dw*
o

Aurlohkamise temperatuur, °C

Joonis 6. Ligniini ekstraheerimise efektiivsus organosolv meetodiga.

4.3 Biomassi ja ligniini iseloomustamine FTIR meetodi abil

Odrapdhu ja organosolv ligniini proovide ATR-FTIR spektrid on esitatud joonistel 7 ja 8. Odrapdhu
ja organosolv ligniinide spektreid iseloomustati kirjanduse andmete pohjal (Lisa 1, Lisa 2).
Piirkonnas 3800 — 2800 cm eristusid kolm piiki, mis on omased kdigile kolmele biopoliimeerile:
alifaatse ja aromaatse hudroksiiilriihma venimise spektraaljoon (3323 cm™) on intensiivsem
biomassi puhul (Joonis 7), kuid simmeetrilise metiil- ja metiileenriihma venimise (2916 cm™) ning
antisimmeetrilise metuil- ja metileenriihma venimise (2851 cm™) piigid on suurema
intensiivsusega ligniinis (Joonis 8) [34]. Regioonis 1800 — 850 cm™ on kaks spektraalset joont, mis
on iseloomulikud ligniinis sisalduvate aromaatsete tihendite sisinik-sisinik sidemete vonkumisele
(1597 cmja 1515 cm™) [34]. Piigid lainearvuga 1704 cm™ ja 1647 cm™ on iseloomulikud sisinik-
hapnik kaksiksideme venimisele karboniilriihmas, mis on hemitselluloosi ja ligniini koostises [29,
44). Piigid lainearvuga 1452 cm™ ja 1424 cm™ on karakteristlikud susinik-vesinik sideme
paindumisele ligniinis ja piigid lainearvuga 1362 cm™ ning 1316 cm™ on iseloomulikud susinik-
vesinik sideme signaalile tselluloosis ja hemitselluloosis [29, 34, 45]. Piik lainearvuga 1236 cm™ on
pohjustatud susinik-hapnik sideme venimisest ja hapnik-vesinik sideme paindumisest
poliisahhariidides, sellest jargmine piik (1158 cm™) on seotud tselluloosis stisinik-hapnik-siisinik
sidemete aslimmeetrilise venimisega [34, 44]. Sisinik-hapnik-sisinik sidemete venimine
hemitselluloosis ja tselluloosis pdhjustab piigi lainearvuga 1105 cm™, see piik vdib olla pdhjustatud
ka ligniini aromaatsete Uhendite sisinik-vesinik sidemete paindumisest [34]. Piigid lainearvuga
1054 cm? ja 1032 cm? on omased sisinik-hapnik sidemete vdnkumisele tselluloosis,
hemitselluloosis ja ligniinis [44]. Piik lainearvuga 896 cm™ on karakteristlik tselluloosis esimese
susiniku ja vesiniku vahelise sideme paindumisele [34]. Piik lainearvuga 665 cm™ on tdenioliselt
pohjustatud slsinik-vesinik sideme paindumisest ligniinis.
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Joonis 7. Odrap&hu proovide FTIR spektrid.

Ligniini spektrite spektraalsed jooned lainearvudega 1325 cm™ ja 1262 cm? iseloomulikud
stringliuli ning guaiatsiitili monomeeridele [29, 46). Piik lainearvuga 1122 cm™ vastab aromaatsete
tihendite siisinik-siisinik sidemete paindumisele ligniini struktuuris [47]. Piik lainearvuga 1029 cm
on karakteristlik sisinik-hapnik sideme venimisele ja spektraalne joon lainearvuga 836 cm™ on
seotud slringllli monomeeriga [45, 46]. Aurl6hkamata ja aurl6hatud organosolv ligniini proovide
spektrites olulisi erinevuseid ei olnud, seega saab eeldada, et aurldhkamine ei méjutanud oluliselt
ligniini struktuuri.

Sarnased FTIR spektrid aurldhkamata ja aurldhatud proovide organosolv ligniinidele saadi ka
Brasiilias labi viidud uuringus 6lipalmi ja suhkrurooga [43].

= = T % N5BOY 98 8 % = =
—| = Ligniin 160C_ATR 3 N ow Spg J99848 92 5 f & @ o

04—  Lianin ITC ATR 8 g 8 FEB DETHERES ¥ 2 2 8 8
—{ — Lianiin 180C_ATR
—{ — Lianiin 190C_ATR l

bs — Lignin 200C_ATR |

03— |

=
~

=

\Illl\l\ll\

1
\

i

T T L B e 1 T B e B T B o B o I B
3600 3400 3200 3000 2800 2600 2400 200 2000 1800 1600 1400 1200 1000 800 600

g
g

Joonis 8. Organosolv ligniinide FTIR spektrid.
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Kokkuvote

Kliimasoojenemise negatiivse mdju leevendamiseks tuleb fossiilklituste nagu nafta kasutamisele
leida keskkonnasdbralike alternatiive. Lignotselluloosse biomassi kasutamine kituste, energia ja
kemikaalide tootmises omab suurt potentsiaali. Seni on biorafineerimine keskendunud peamiselt
tselluloosi ja hemitselluloosi biopoliimeeride vaarindamisele, kuid ligniin on jaanud suurema
tahelepanuta.

Pollumajanduse ja metsandustoostuse jaakidele, mis muidu pdletataks madala kittevaartusega
kiitusena vOi ladestataks kuhilates, saab anda vaarindamisega uue kasutusotstarbe.
Vaarindamiseks kasutatakse erinevaid eelt66tlusmeetodeid, et eraldada lignotselluloosse biomassi
raskesti toodeldavast kompaktsest struktuurist biopoliimeere. Aurldhkamine on meetod, mis
muudab biomassi paremini toddeldavaks ja hélbustab ekstraktsiooni protsesse.

Kdesoleva t60 peaeesmark oli uurida, kuidas mojutab biomassi termiline eelt6otlus ja selle
temperatuur ligniini ekstraheerimise efektiivsust organosolv meetodil. Selleks kasutati kuut
temperatuurivahemikus 150 — 200 °C aurldhatud proovi ja thte t66tlemata odrapShu proovi. T66
esimeses etapis maarati odrapohu proovide koostis (ligniini, tselluloosi ja hemitselluloosi
sisaldused). Tulemused naitasid, et aurl6hkamise temperatuuri tdustes suurenes vahemikus 180 —
200 °C Idhatud proovides ligniini sisaldus ning vahenes hemitselluloosi sisaldus vorreldes
aurldhkmata prooviga. Tselluloosi sisaldus suurel maaral ei muutunud.

Seejarel viidi 1abi proovide organosolv ekstraheerimine ja hinnati protsessi efektiivsust. Tulemused
kinnitasid, et proovide termiline eeltootlus korgematel temperatuuridel suurendas ligniini
ekstraheerimise efektiivsust. Madalamatel temperatuuridel ei tdheldatud ekstaheerimise
efektiivsuse tdusu.

Seatud hilpotees, mille kohaselt kdrgemal temperatuuril aurldhatud proovidest on ligniini
ekstraheerimine efektiivsem leidis kinnitust. Temperatuuridel 180 — 200 °C aurldhatud proovidest
ekstraheeriti kuni 9 % rohkem biomassis sisalduvast ligniinist kui aurldhkamata odrapdhu proovist.
Samas oli temperatuuridel 150 — 170 °C I6hatud proovidest ligniini ekstraheerimine 2 — 6 % vdhem
efektiivsem.

Too viimases etapis iseloomustati biomassi ja ligniini proove kasutades FTIR meetodit. FTIR
organosolv ligniini spektrites ei olnud naha suuri muutusi, seega tehti jareldus, et aurldhkamine ei
majutanud ligniini struktuuri madral, mida oleks véimalik ATR-FTIR seadmega detekteerida.
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Abstract

In order to reduce the negative effect of climate change an environmentally friendly alternative to
fossil fuels such as petroleum needs to be found. The use of lignocellulosic biomass to produce
chemicals, energy and fuels has great potential. Until now the primary focus of biorefining
industries has been the valorization of cellulose and hemicellulose polymers leaving lignin without
attention.

The residues of timber and agricultural sector can be valorized into valuable products instead of
being burned as low value fuels or being landfilled. In order to do that there are many different
pretreatment methods used for extracting biopolymers from the recalcitrant structure of
lignocellulosic biomass. Steam explosion is a promising method which breaks down the recalcitrant
structure of biomass and improves other extraction processes.

The main aim of this thesis was to examine how thermal pretreatment carried out at different
temperatures affects the organosolv extraction efficiency of lignin. In order to determine that six
samples that had been steam exploded in the temperature range of 150 — 200 °C and one regular
barley straw sample were used. Firstly, the composition of the barley straw samples was
determined (lignin, cellulose and hemicellulose contents). The results showed that the rise in
thermal pretreatment temperature had an effect on the lignin content. When compared to the
regular barley straw sample the lignin content had increased in the samples that were exploded
within 180 — 200 °C and the hemicellulose content had decreased. The cellulose content remained
similar to that of the regular sample.

Secondly, the organosolv extraction was carried out and the efficiency of the process was assessed.
The results confirmed that the thermal pretreatment of samples at higher temperatures increased
the efficiency of lignin extraction. At lower temperatures a rise in extraction efficiency was not
noted.

The hypothesis according to which the lignin extraction would be more efficient from samples that
had been steam exploded at higher temperatures was thus confirmed. The samples that had been
exploded in the temperature range of 180 — 200 °C had up to 9 % increased total lignin extraction
yield compared to the regular barley straw sample. Despite that the samples that had been
exploded in the temperature range of 150 — 170 °C had a decreased total lignin extraction yield of
2 — 6 % when compared to the regular barley straw sample.

In the last part of the experiment the biomass and lignin samples were characterized using FTIR.
There were no changes in the FTIR organosolv lignin spectra, therefore the conclusion was made
that steam explosion did not affect the structure of the lignin to an extent that was detectable by
an ATR-FTIR instrument.
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Lisad

Lisa 1 Odrapohu FTIR spektri piikide selgitused

cm Piigi selgitus Biomassi komponent

3323,41 Hudrokstdlrihma venimine Ligniin, tselluloos, hemitselluloos

2916,42 Simmeetriline metiil- ja metileenriihma | Ligniin, tselluloos, hemitselluloos
venimine

2850,84 Antisimmeetriline metadl- ja | Ligniin, tselluloos, hemitselluloos
metileenriihma venimine

1704,14 Susinik-hapnik kaksiksideme venimine | Ligniin, hemitselluloos
karbonulriihmas

1647,24 Susinik-hapnik kaksiksideme venimine | Ligniin, hemitselluloos
karbonuulriihmas

1597,09 Aromaatsete ihendite susinik-stisinik | Ligniin
sidemete vonkumine

1515,11 Aromaatsete ihendite susinik-stisinik | Ligniin
sidemete vonkumine

1452,42 Susinik-vesinik sideme paindumine Ligniin

1424,45 Susinik-vesinik sideme paindumine Ligniin

1362,73 Susinik-vesinik sideme paindumine Tselluloos, hemitselluloos

1316,44 Susinik-vesinik sideme paindumine Tselluloos

1236,39 Susinik-hapnik sideme venimine ja hapnik- | Tselluloos, hemitselluloos
vesinik sideme paindumine

1158,27 Susinik-hapnik-stsinik sideme | Tselluloos
asimmeetriline venimine

1105,23 Susinik-hapnik-stsinik sidemete venimine ja | Tselluloos, hemitselluloos ja ligniin
ligniini aromaatsete lUhendite sisinik-vesinik
sidemete paindumine

1054,12 Susinik-hapnik sideme vonkumine Tselluloos, hemitselluloos

1031,93 Susinik-hapnik sideme vonkumine Ligniin

895,95 Esimese sUsiniku ja vesiniku vahelise sideme | Tselluloos
paindumine

665,45 Susinik-vesinik sideme paindumine Ligniin

[29, 34, 44, 45]
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Lisa 2 Organosolv ligniinide FTIR sepktri piikide selgitused

cm’? Piigi selgitus Biomassi komponent
3384,17 Hudrokstulrihma venimine Ligniin, tselluloos, hemitselluloos
2917,38 Simmeetriline metadl- ja | Ligniin, tselluloos, hemitselluloos
metiileenriihma venimine
2848,91 Antisimmeetriline metual- ja | Ligniin, tselluloos, hemitselluloos
metiileenriihma venimine
1710,89 Susinik-hapnik kaksiksideme venimine | Ligniin, hemitselluloos
karbonudilriihmas
1653,02 Susinik-hapnik kaksiksideme venimine | Ligniin, hemitselluloos
karbonudilriihmas
1593,23 Aromaatsete Uhendite sUsinik-stsinik | Ligniin
sidemete vonkumine
1512,22 Aromaatsete Uhendite susinik-slsinik | Ligniin
sidemete vénkumine
1462,07 Susinik-vesinik sideme paindumine Ligniin
1422,53 Susinik-vesinik sideme paindumine Ligniin
1368,52 Susinik-vesinik sideme paindumine Tselluloos, hemitselluloos
1325,12 Suringtdli monomeer Ligniin
1262,43 Guaiatslili monomeer Ligniin
1219,03 Susini-hapnik, susinik-stsinik ja sisinik- | Ligniin
hapnik kaksiksidemete venimine
1121,63 Aromaatsete Uhendite sUsinik-slsinik | Ligniin
sidemete paindumine
1029,04 Susinik-hapnik sideme venimine Tselluloos, hemitselluloos, ligniin
919,10 Glukosiidsideme vonkumine Tselluloos, hemitselluloos
836,16 Suringldli monomeer Ligniin
723,32 Susinik-vesinik sideme paindumine Tselluloos, hemitselluloos

[29, 34, 44, 45, 46, 47]
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