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SISSEJUHATUS

Lignotselluloosne biomass on (iks levinumatest materjalidest maailmas. See taimset paritolu
materjal on laialt kasutusel puidu- ja paberitoostuses. Hetkel arendatakse meetodeid, mille abil
saaks lignotselluloosi kasutada bioetanooli, polimeeride, peenkemikaalide ja muude taastuv-
toormel pdhinevate materjalide tootmiseks.

Lignotselluloosi keemiline t66tlemine on tdis erinevaid valjakutseid selle keeruka struktuuri parast,
koosnedes tselluloosist, hemitselluloosist ja ligniinist, mis on omavahel tugevasti ristsidestatud. Iga
biomassi komponendi eraldamiseks on valja t66datud erinevad meetodid, mida kasutatakse
sOltuvalt eesmargist.

Hemitselluloos ja tselluloos koosnevad omakorda suhkrutest, mida uuritakse lignotselluloosi
lagundamise meetodite efektiivsuse hindamiseks. Hemitselluloosist ja tselluloosist saadud suhkruid
on voimalik kasutada toiduainetoostuses magusainete tootmiseks, bakterite kasvusubstraadina
ning peenkemikaalide, plasti ja siinteetiliste materjalide tootmiseks.

Suhkrud on olulised biomassi kirjeldavad indikaatorid. Suhkrute analliisi teostatakse biomassi
iseloomustamiseks ja ligniini puhtuse hindamiseks. Kdige tuntum suhkrute mairamismeetod on
korgsurvevedelikkromatograafia, millel on aga rida puudusi. Alternatiivina saab suhkrute analiilsiks
kasutada kiiresti arenevat kapillaarelektroforeesi meetodit, mis on efektiivne ja keskkonnasdbralik.

Kaesoleva t66 eesmarkideks oli:

1. Optimeerida kapillaarelektroforeesi meetodika tingimusi monosahhariidide lahutamiseks
ja maaramiseks lignotselluloosses biomassis ja selle tootlemise produktides;

2. Koostada  kalibreerimiskdverad kasutades  vadlisstandardeid monosahhariidide
kvantitatiivseks ja kvalitatiivseks madramiseks;

3. Hinnata kapillaarelektroforeesi meetodika korratavust ja detekteerimispiire iga suhkru
jaoks;

4. Rakendada optimeeritud kapillaarelektroforeesi meetodikat suhkrute kvantitatiivseks ja
kvalitatiivseks madramiseks erinevates biomassides ja produktides.



1 LIGNOTSELLULOOSSNE BIOMASS

1.1 Lignotselluloossne biomass ja selle koostis

Lignotselluloossne biomass (LB) on Uks vaartuslikumatest materjalidest maailmas. LB all mdeldakse
taimset paritolu biomassi, mis koosneb ligniinist, hemitselluloosist ja tselluloosist [1]. Antud
komponentide tipne protsendiline sisaldus sdltub taime paritolust ja liigist. Uldiselt on okaspuudes
40-55% tselluloosi, 24-40% hemitselluloosi ja 18-25% ligniini, aga lehtpuudes 45-50% tselluloosi,
25-35% hemitselluloosi ja 25-35% ligniini [2]. Biomassi pShiline kasutusala on endiselt pigem puidu-
ja paberitdostuses, aga aktiivselt arendatakse meetodeid ka biokiituste, polimeeride, taastuv-
toormel pd&hinevate materjalide ja peenkemikaalide tootmiseks kuna biomass on rikas ja
kattesaadav taastuva sisiniku allikas [1].

LB tootlemine on keeruline protsess, mille pohjuseks on selle komponentide koostis ja reaktiivsus.

Tselluloos ja hemitselluloos on tugevas Uhenduses ligniiniga, mis teeb nende eraldamist teineteisest
suhteliselt raskeks [2].
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Joonis 1. Lignotselluloosse biomassi koostis [3].

Tselluloos on looduses enimlevinud biopolimeer, mida leidub taimedes, bakterites, vetikates ja
teistes biomassides. Tselluloos koosneb gliikoosi monomeeridest, mis on (hendatud B-1,4-
glikosiidsidemetega. Selle lahustumatus vees, ndrkades hapetes ja alustes on tingitud tugevatest
molekulivahelistest ja sisemolekulaarsetest vesiniksidemetest monomeeride vahel. Tselluloosi
jaotatakse 17.5% naatriumhiidroksiidi lahuses (NaOH) lahustuvuse ja polimerisatsiooni astme jargi
kolmeks: a-, B- ja y-tselluloosiks. Nendest kolmest kasutatakse tselluloosi puhtuse hindamiseks a-
tselluloosi, sest see omab kdrgemat poliimerisatsiooni astet ja ei lahustu NaOH lahuses [2].

Teiseks LB komponendiks on hemitselluloos, mis omab biomassis sidumisrolli. See tihendab ligniini
ja tselluloosi moodustades esimesega ester- ja eetersidemeid. Tselluloosiga aga moodustatakse
mikrofibrillide vahel sidemeid taimse rakuseina tugevdamiseks. Hemitselluloosil on vérreldes



tselluloosiga madal pollimerisatsiooni aste ning on seet6ttu lahustuv norkades hapetes ja alustes

[2].

Viimane LB komponent on ligniin. Ligniin on aromaatne biopoliimeer, mille p&hirolliks on rakuseina
tugevdamine, taime kasvu kiirendamine, patogeenide vastu resistentsuse tagamine, vee transpordi
parandamine ja puidu mikroorganismide poolt lagundamise aeglustamine. Ligniini kolmeks
pohilisteks ehitusplokkideks on p-kumariiil-, koniferiil- ja sinaptdlalkoholid [2].
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Joonis 2. Ligniini pohilised ehitusplokid [4].

Ligniini bioslintees toimub antud alkoholide ensiimaatilise dehidrogenisatsiooni teel, mille
tulemusena siinteesitakse p-hidrokstfentdl (H), guaiatsiiiil (G) ja suringldl Ghikud (S). lgal
taimeliigil vGib ligniini koostis erineda, naiteks esineb okaspuudes rohkem G Uhikuid ja vahesel
maaral ka H Ghikuid vorreldes lehtpuudega, kus esinevad pigem G ja S Gihikud. Rohttaimedes on aga
leitavad kdik kolm Ghikut [5].

Ligniini alatthikud on Ghendatud juhuslikke ja mitte lineaarsete estersidemete ja siisinik-slisinik
sidemetega ensiium-katallilisitud radikaal-vaheiihendite kaudu, mille tulemusena moodustuvad
keerulised kolmemddtmelised poliimeerid. Just sellel p&hjusel on ligniini depoliimeriseerimine nii
keemiliselt kui ka mikrobioloogiliselt raskendatud [2, 5].

1.2 Lignotselluloosse biomassi eelto6tlusmeetodid

LB wuurimiseks peab seda enne analiilisimist tootlema. Eelt6otluse all mdeldakse LB
intramolekulaarsete sidemete |6hkumist, mille tulemusena lahutatakse teineteisest ligniin,
tselluloos ja hemitselluloos. Antud protsessi ldbiviimiseks kasutatakse erinevaid meetodeid.
Meetodi valimisel peab arvestama biomassi parameetritega, sest mone meetodi kasutamisel voib
vaheneda néiteks suhkrute saagis. Kasutusel on fldsikalised, keemilised, bioloogilised ja moned
kombineeritud to6tlemismeetodid [6, 7].



Fllsikaliste meetodide all moeldakse protsesse, mille tulemusena biomassi osakeste suurus
vdaheneb, toimub tselluloosi poliimerisatsiooniastme vahenemine ja ligniini, hemitselluloosi ja
tselluloosi kompleksi [6hkumine. Tihti kasutatakse fiilisikalisi meetodeid koos teiste eeltdotluse
meetoditega selleks, et optimeerida tootlemistingimusi, kiirendada tselluloosi hidrolldsi ja
vahendada protsessi energiakulu. Tuntud flilsikalised meetodid on: mehaaniline ja hiidrotermiline
eeltootlemine [6, 7].

Keemilisi meetodeid rakendatakse kiirema biomassi lagundamise saavutamiseks kasutades
happeid, aluseid, orgaanilisi solvente ja ioonseid vedelikke. Keemiline eelt66tlemine on laialt
kasutusel selle kiiruse ja efektiivsuse parast, aga vorreldes fililisikalise meetodiga ei ole keemiline
tootlemine alati kdige loodussdbralikum ning kasutatavad solvendid vdivad olla suhteliselt kallid

[6].

Uks efektiivsemaid keemilisi meetodeid on organosolv meetod. Antud meetodi saaduseks on kdrge
kvaliteediga ligniin. Ligniini eraldamiseks biomassist kasutatakse kas puhtaid orgaanilisi solvente
(nagu metanool, etanool, atsetoon) voi nende segu veega orgaaniliste ja mineraalhapete
juuresolekul [7].

Teine tuntud meetod on sooda t66tlemisprotsess. Sooda protsessis kasutatakse puidu t66tlemiseks
NaOH lahust. Mdnikord lisatakse ka antrakinooni suhkrute lagundamise peatamiseks. Vorreldes
Kraft ja sulfiidiprotsessiga on sooda meetodi produktiks vdavlivaba ja kdrgema puhtusega ligniin [8,
9].

Kraft protsess on enimkasutatav keemiline meetod biomassi tootlemiseks. Biomass lisatakse NaOH
ja sulfiidide segusse ning toodeldakse umbes kaks tundi 150-180 °C juures. Kdrgel pH-l toimub
ligniini fenoolsete hiidroksiilriihmade ionisatsioon, mille tulemusena katkevad tselluloosi ja ligniini
vahel olevad sidemed [10].

Sulfitide meetod kasutab vérreldes Kraft protsessiga vaga happelisi lahuseid. Biomassi to6deldakse
kas vaavlishappe voi tema sooladega seitse tundi 125-175 °C juures. Tulemusena saadakse madala
hemitselluloosi sisaldusega puitmass [8].

Kombineeritud fliisikokeemilised meetodid on enimkasutatavad LB t&otlemiseks.
Tootlemisprotsessi tulemuseks on efektiivne ligniini lagundamine liihema aja jooksul, aga vGrreldes
fuusikaliste ja keemiliste meetoditega on antud tehnoloogia keerulisem, mille tottu voivad ka
energiakulud olla suuremad. Tuntud filsikokeemilised meetodid on aurldhkamine ja marg
okslideerimine [2, 6].

Bioloogilises meetodis kasutatakse biomassi to6tlemiseks mikroogranisme (nt seeni, baktereid) ja
ensliime. Antud meetod on potentsiaalselt kdige loodussdbralikum ja turvalisem kuna ei kasutata
kemikaale ja energiakulud on madalad. Puudusteks on pikk t66tlusaeg ning mikroorganismide
kasvu on vaja jalgida [2].



2 SUHKRUD

2.1 Suhkrute struktuur ja kasu

Suhkrud on vaartuslikud looduslikud Ghendid ja omavad suurt rolli metabolismis energia ja stsiniku
allikatena. Suhkruid leidub taime rakuseinas ning taime ja looma ekstratsellulaarses maatriksis, kus
nad taidavad struktuurset funktsiooni [11].

Suhkruid liigitakse tihti struktuuri ja koostise jargi. Struktuurne jaotus toimub suhkru molekulide
koguse alusel: monosahhariidid (lUks suhkru molekul), disahhariidid (kaks suhkru molekuli),
oligosahhariidid (kolm kuni kuus suhkru molekuli) ja polisahhariidid (rohkem kui kuus suhkru
molekuli). Disahhariidid, oligosahhariidid ja pollsahhariidid tekivad monosahhariidide vahel
glikosiidsideme moodustamisel [12, 13].

Suhkruid liigitakse koostise jargi aldoosideks ja ketoosideks. Aldoos on suhkur, kus on olemas
aldehtiidriihm ja ketoos on vastavalt ketorihmaga suhkur. Suhkruid on vdimalik liigitada ka
susiniku aatomite arvu (C aatomite) jargi: tetroosid (Cs), pentoosid (Cs) ja heksoosid (Cs) [13].
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Joonis 3. Aldoosid ja ketoosid [13].

Uldiselt on looduses enamlevinumad kolm Cs suhkrut ja kaks Cs suhkrut. Cs suhkrud on gliikoos,
mannoos ja galaktoos; Cs suhkrud on ksiiloos ja arabinoos. LB-s esinevad suhkrud tselluloosi ja
hemitselluloosi koostisosadena. Tselluloos koosneb omavahel gliikosiidsidemetega (hendatud
glikoosi molekulidest, ehk nende sidemete I6hkumisel on vdimalik saada gliikoosi monomeere.
Hemitselluloosi péhikomponentideks on poliksiloos, glikomannaan ja galaktoglikomannaan [2,
71.

Looduslikest materjalidest eraldatud suhkruid kasutatakse energiaallikatena ja maitseainetena.
Suhkrutest siinteesitakse tihti olulisi kemikaale, nagu furaanid, furfuraalid, happed ja alkoholid.
Parast toodetakse nendest (ihenditest inimtegevuseks vajalikke materjale ja aineid: sorbitool,
mannitool, ksilitool (kasutatakse magusainetena ja kosmeetikas), nailon, plast, etanool ja
metanool [7].



Suhkrute eraldamine lignotselluloosist on majanduslikult kasulik protsess. Uhe tonni lignotselluloosi
vaartus on algselt 505, aga kui sellest eraldada suhkrud, siis saadakse sellised vaartuslikud produktid
nagu glikoos (450-650S tonni eest) vdi kstiloos (1000-2500$ tonni eest). Lignotselluloos on oma
kattesaadavuse ja odavuse t6ttu vaartuslikuks alternatiiviks fossiilsetel toormetel pdhinevatele
slinteetilistele ainetele ja ka fossiilkiitustele [7].

2.2 Suhkrute madramismeetodid

Biomassis on ligniin, tselluloos ja hemitselluloos tugevalt Ghendatud. Suhkrute maaramiseks
biomassist peab proove esialgu analiilisiks ette valmistama ehk lagundama tselluloosi ja
hemitselluloosi vees lahustuvateks monosuhkruteks ja seejirel neid kromatograafiliselt voi
elektroforeetiliselt lahutama [14]. Suhkruid on vGimalik viia lahusesse kasutades nditeks Klason
meetodit [15].

Klason meetod on gravimeetriline meetod ligniini kvantitatiivseks maaramiseks. Parast 72%
vadvelhappega (H;S0.) tootlemist toimub polisahhariidide lagunemine ja lahustumatu ligniini
eraldumine [16]. Protsessi tulemusena saadakse hemitselluloosi ja tselluloosi monomeeride lahus
ning lahustumata ja lahustuv ligniin. Enne analldsi labiviimist aga suhkrute lahused
neutraliseeritakse, kuna parast H,SOs-ga tootlemist on lahuste pH vaga madal, mis vdib oluliselt
mojutada anallilisi tulemust [17]. Lahuste neutraliseerimiseks kasutatakse kaltsiumkarbonaati
(CaCO0:s). Lahusesse lisatakse selline CaCOs kogus, mis ei tostaks pH-d tile 9, kuna see vdib pShjustada
suhkrute lagunemise. Pdrast neutraliseerimist segu tsentrifuugitakse ja saadud supernatant
eraldatakse jargnevate analliliside teostamiseks [14].

Suhkrute maaramiseks LB-s ja selle t66tlemise produktides on vélja té6tatud mitmed analitilised
meetodid. Biomassi proovide uurimine on ajamahukas protsess, kuna proovide ettevalmistamine
vOib vahepeal koosneda mitmest etapist. Suhkruid on ka raske detekteerida, kuna nad ei absorbeeri
UV valgust muundamata kujul [11].

Tuntud suhkrute mdaramismeetodid on gaasikromatograafia (GQC) ja
korgsurvevedelikkromatograafia (HPLC). Nii GC kui ka HPLC on analiitilised meetodid, mis
voimaldavad maddrata teatud anallilidi olemasolu proovis ja selle kontsentratsiooni. GC-s
kasutatakse mobiilse faasina gaasi, aga HPLC-s on mobiilseks faasiks vedelik [18, 19].

GC analiiiisi esimeseks etapiks on proovi sisestamine kolonni dosaatori kaudu. Kolonni sisepind on
kaetud liikumatu faasiga, mis vOib olla kas adsorbent (tseoliit vGi poliimeerid) voi vedelik. Kolonn
on asetatud termostaati, kus toimub proovi lahutamine kuumutamisel. Kolonni 18ppu on
paigaldatud detektor, mis muundab signaali valjunud ainete kontsentratsiooni kohta elektriliseks
signaaliks [18, 20].

HPLC on klassikaline suhkrute maaramismeetod, kus mobiilseks faasiks voi eluendiks on tavaliselt
orgaaniliste lahustite segu voi soolade vesilahused. Analiilsi kdigus pumbatakse eluenti labi
peeneteralise silikageeli tdidisega kolonni, mille I6pus olev detektor télgendab signaali elektriliseks
signaaliks. Proovi komponentide interakteerumine taidisega soltub sellistest parameetritest nagu
ioonvahetus, adsorptsioon ja osakeste suurus, ehk neid parameetreid saab kasutada analiiisi
optimeerimiseks [20, 21].

10



Suhkrute maaramisel kasutatakse enamasti HPLC-d refraktiivse indeksi detektoriga (RI), mis
md&ddab murdumisnditaja erinevusi kahes kohas: esimeses voolab puhas eluent ja teises kolonnist
valjunud eluent. Antud detektori kasutamisel on usaldusvaarselt véimalik tGestaada glikoosi,
fruktoosi ja sahharoosi olemasolu proovides [20, 21]. HPLC meetodi puuduseks on aga naiteks Rl
detektori madal tundlikkus, piikide laienemine ja halb lahutuvus [17, 20]. Kapillaarelektroforees on
suhteliselt uus ja kiiresti arenev anallitiline meetod, mis vdimaldab lahutada aineid véaga
efektiivselt, kiirelt ja s6ltuvalt detektorist vdib tagada ka madalamaid maaramispiire.

11



3 KAPILLAARELEKTROFOREES

3.1 Kapillaarelektroforeesi pohimotted

Kapillaarelektroforees (CE) on analtitiline meetod segu komponentideks lahutamiseks
elektrivaljas. Tanapdeval kasutatakse CE-d rohkem hea lahutuvuse, selektiivsuse ja efektiivsuse
parast. CE-s kasutatakse solvente ja proove vdga vaikestes koguses ning proovide ettevalmistuse
etapp ei ole nii pikk vorreldes teiste meetoditega [22, 23]. CE v6ib omakorda jagada kuueks tiitibiks:
kapillaartsoonelektroforees, kapillaargeelelektroforees, mitsellaarne elektrokineetiline
kromatograafia, kapillaarne elektrokromatograafia, isotahhoforees ja isoelektriline fokuseerimine.
Kaesolevas t60s kasutati kapillaartsoonelektroforeesi meetodit (CZE) UV detektsiooniga [23].

Tilpiline CZE seade koosneb kdrgepingeallikast, UV- voi fluorestsentsdetektorist, kvarts-, klaas- voi
teflonkapillaarist ja arvutist. Mo&nedel seadmetel on olemas termostaat temperatuuri
stabiliseerimiseks, sest temperatuur mojub tulemuste reprodutseeritavusele proovilahuse
viskoossuse muutumise téttu. Kérgepingeallikas on tihendatud kahte elektroodiga, mis rakendab
korgepinget kapillaaris iGmber vahemikus 10 kuni 30kV. Mdlemad kapillaari otsad on sisestatud
elektroliitidi lahusesse ja on Ghenduses elektroodidega. Katoodi pool asuva kapillaari otsas on aken,
millest paaseb labi UV valgus analliiidi absorptsiooni maaramiseks. Enne katse labiviimist peab
kapillaari taitma puhverlahusega kapillaari sisepinna aktiveerimiseks [20, 23].

Katood Anood
@ Detektor @
I \
' Puhvriga ‘
H\\_ tdidetud /-‘
anumad

Pingeallikas

Joonis 4. CZE seadme skeem [24].

Pinge rakendamisel hakkavad proovi komponendid elektrivéljas liikuma katoodi poole. loonide
liilkumiskiirus soltub elektroosmootsest voost ja elektroforeetilisest liikuvusest [20, 23].
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3.2 Elektroosmootne voog ja elektroforeetiline liikuvus

Elektroforeetiline liikuvus on laetud osakeste omadus, mis kirjeldab iooni liikumiskiirust
spetsiifilises puhvris ja kindla elektrivadlja tugevuse juures. loonile mdjuv jdud on vdrdne tema
raadiuse ja laengu suhtega. Liikumiskiirusele mojuvad ka tdmbe- ja takistusjdud. Takistusjou
tekitavad sellised parameetrid nagu puhvri viskoossus ja iooni raadius. Viskoossuse ja raadiuse
suurenemine suurendavad takistusjou moju, mille tottu ioon liigub aeglaselt. Tdmbejéu tugevust
mojutavad elektrivdlja tugevus ja iooni summaarne laeng. Kui mdlemad joud on vdrdsed, siis
kirjeldab elektroforeetilist liikuvust antud valem:

q
é6nnr

Ugp =

Kus n — puhvri viskoossus (Pa*s), r —iooni raadius (m), g —iooni laeng [20, 23].

loonide liikuvusele mdjub mitte ainult elektroforeetiline liikuvus, aga ka elektroosmoos. Pinge
rakendamisel kapillaarile liiguvad nii ioonid kui ka puhverlahus. Puhvri lilkkumine toimub selleparast,
et kapillaari sisepind on kaetud silanool rithmadega (SiOH), mis kindla pH juures deprotoneeruvad
ning kapillaari pinnale tekivad negatiivselt laetud riihmad. Pinge rakendamisel liiguvad prootonid
katoodi poole ja tdmbavad puhvrit endaga kaasa. Antud nahtust nimetatakse elektroosmoosiks
(EOF) [20, 23].

Negatiivselt laetud kapillaari sein Katioonid
Tl i
C y liiguvad
Katioonid & & & & o & & L1 LT vatoodile
paikne\.;ad ’M.' MY M* MY MY M M M MM M MY ) #
& B- " : 8-
seina juures” O 0, ¢ c A

~ (8] 0
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=
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319

Joonis 5. EOF-i protsess [35].

EOF-i kiirus on vorreldes ainete elektroforeetilise mobiilsusega palju suurem. See mdjutab koiki
lahuses olevaid molekule. Kuna EOF on tavaliselt suunatud katoodi poole siis katioonide
liilkumiskiirus on summaarselt suurem, kui EOF-i oma, ja nad valjuvad kapillaarist esimestena.
Neutraalseid osakesi tdmmatakse EOF-iga kaasa. Anioonid liiguvad tegelikult anoodi poole, kuid
EOF-i toimel nende liikkumine suunatakse siiski katoodi poole ainult vdiksema kiirusega. Seeparast
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on kapillaarelektroforeesis ioonide valjumisjarjekord jargmine: esimesena valjuvad katioonid,
seejarel neutraalsed osakesed ja viimasena anioonid (Joonis 6) [20].

Negatiivselt laetud kapillaari sisepind

GG == 0=0

N —
HHe@® & @6 U
CEEEAEROEENEEEEEREEE0

Anood Katood

L%
>

HEQE ¥ =Hapg
o —_—
II/_'\-\?S:

@—)'(——b

Joonis 6. EOF-i mdju anallilidi osakestele ning nende valjumise jarjekord [37].

EOF-i tugevust madrab jargmine valem:

£
=—F
Heor 4mn ¢

Kus € — lahuse dielektriline labitavus, n —lahuse viskoossus (Pa*s), E — elektrivélja tugevus, { — zeeta
potentsiaal [23].

Kogu CZE protsessis mojuv joud on kirjeldatav all pool oleva valemiga, mis on pdhimdotteliselt
elektroforeetilise liikuvuse ja EOF-i summa:

Hikokku = MEoF T UEP

looni tegelik kiirus on proportsionaalne elektrivilja tugevusega, mis tdhendab, et mida tugevam on
elektrivali, seda kiiremini liigub ioon [25]. Antud suhe on kirjeldatav jargmise valemiga:

vV = pgor XE

Kus E — elektrivalja tugevus (V/m) [23].

CZE-| on hea lahutavus ja ei toimu piikide laienemist nagu HPLC-s. Selle pdhjuseks on CZE ja HPLC
voolu profiili erinevused (Joonis 7). HPLC voolul on paraboolne kuju kuna vedelikku pumbatakse
kolonni sisse tugeva surve all. Vedeliku kokkupuutel kolonni seinaga toimub hd6rdumine ning
selleparast liigub seina aares olev vedelik madalama kiirusega kui kolonni keskel olev vedelik. CZE-I
aga antud nahtust ei toimu, sest kapillaari sisepinnal olevate riihmade deptrotoneerumisel tekivad
katioonid, mis liiguvad koos puhvriga [26].
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Diagramm 1 Kapillaari sein

0000600 —>
200600060

- --—>
EOF'i lame vool
Diagramm 2 Kolonni sein
—
—_
—

Paraboolne vool HPLC-s

Joonis 7. CZE ja HPLC voolu vordlus [27].
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4 ANALUUTILISE MEETODI TULEMUSLIKKUSE NAITAJAD

Anallusitulemuste kvaliteedi tagamiseks on anallilisimetoodika arendamisel oluline hinnata ka
metoodika nn. tulemuslikkuse naitajaid. Anallisi protseduuri tulemuslikkuse néitajateks on
spetsiifilisus, selektiivsus, kalibreerimissirge lineaarsus, avastamis- ja madramispiirid, kordustapsus,
téesus, robustsus jne. Kaesolevas t00s uuriti meetodika tdpsust ja hinnati avastamis- ja
maaramispiire. [28]

Avastamispiir (LoD) on vaikseim anallitdi kontsentratsioon, mida saab uuritavas proovis kasutatava
meetodikaga usaldusvaarselt detekteerida. Maaramispiir (LoQ) on vaikseim anallitdi sisaldus
proovis, mida metoodika véimaldab usaldusvaarselt kvantitatiivselt maarata. Alates sellest piirist
on kvantitatiivse anallitsi tulemuse esitamine numbriliselt digustatud. Instrumentaalanaltitsi puhul
on oluline hinnata ka instrumendi avastamis- ja maaramispiire (IDL ja 1QL). Selleks on olemas mitu
erinevat ldhenemisviisi. Kdesolevas t60s valitud meetod pdhineb signaali ja mira suhtele (S/N).
Avastamispiiri k vaadrtuseks voeti 3 ja maaramispiiri k vaartuseks voeti 5 (Valemid 1-3).

T, (= %)?

TSN ()
IDL = 3s (2)
IQL =5s (3)

Kus s — standardhalve, N — proovi mootmiste arv, xi — proovi mootmiste tulemus, UM, X — proovi
mo&otmistulemuste aritmeetiline keskmine [28].

Meetodika avastamis- ja maaramispiirid, valjendatud massiprotsentides (%), soltuvad uuritava
proovi kaalutisest (m, g) ja lahjendusest (V, ml) vastavalt jargmisele valemile [28] (Valem 4):

IDLUQL)[HE]+v[ml]

LOD(LOQ)[%] = m[g]*10000

(4)

Meetodika kordustdpsuse kirjeldamiseks kasutatakse parameetreid, mida maaratakse
eksperementaalselt korduvate mootmiste teostamisel. Antud t60s kasutati meetodika tapsuse
kirjeldamiseks korduvust ja korratavust. Korduvus — modtmised tehakse mitu korda lihikese aja
jooksul samas laboris, sama operaatori poolt, samadel tingimustel. Korratavus — mdd&tmised
tehakse mitu korda pikema aja jooksul samas laboris, aga erinevatel tingimustel [29].
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5 EKSPEREMENTAALNE OSA

5.1 Kasutatud reagendid, kemikaalid ja lahused

Tabel 1. Kasutatud reagentide, kemikaalide ja lahuste nimekiri

Kemikaali voi lahuse nimi

Kasutusala

Tootja

D-gliikoos veevaba

Standardlahuste valmistamine

Kalibratsioonilahuste
valmistamine

Fisher Chemical, USA

D-(+)-kstloos

Standardlahuste valmistamine

Kalibratsioonilahuste
valmistamine

Sigma, USA

D-(+)-galaktoos

Standardlahuste valmistamine

Kalibratsioonilahuste
valmistamine

Fluka, USA

D-(-)-arabinoos

Standardlahuste valmistamine

Kalibratsioonilahuste
valmistamine

Sigma, USA

D-rafinoos pentahiidraat

Standardlahuste valmistamine

Kalibratsioonilahuste
valmistamine

Sigma, USA

D-(+)-tsellobioos

Standardlahuste valmistamine

Kalibratsioonilahuste
valmistamine

Fluka, USA

Standardlahuste valmistamine

valmistamine

L-fukoos Kalibratsioonilahuste Alfa Aesar, USA
valmistamine
Standardlahuste valmistamine

5-HMF Kalibratsioonilahuste Acros Organics, USA

D-(+)-mannoos

Standardlahuste valmistamine

Kalibratsioonilahuste
valmistamine

Acros Organics, USA

Standardlahuste valmistamine

H,S04 Proovide valmistamine Honeywell, USA
Dinaatriumvesinikfosfaat Pesulahuste valmistamine Fisher bioreagents, USA
(Na;HPOQ,) Puhverlahuse valmistamine !
NaOH Pesulahuste vaImistcamin.e Sigma-Aldrich, USA
Puhverlahuse valmistamine
CaCOs Proovide valmistamine Sigma-Aldrich, USA
CH3COOH Pesulahuste valmistamine Fluka, USA
Proovide valmistamine
Eriti puhas dest. vesi Puhverlahuste valmistamine Millipore, USA
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5.2 Aparatuur ja téovahendid

Antud t60s kasutati CZE seadet Agilent G1600AX UV detektoriga (Joonis 9). Andmete t66tlemiseks
kasutati tavalist lauaarvutit, kuhu oli paigaldatud Agilent ChemStation tarkvara. Analiitdid neelasid
UV valgust lainepikkusel 270 nm.

Joonis 8. CZE seade

Katsete labiviimisel kasutati kvartskapillaari (Polymicro Technologies, Phoenix, AZ, USA ), mille
pikkus oli 80 cm, efektiivne pikkus oli 71 cm ja sisediameeter oli 50 um. Kapillaarile rakendati pinget
19.42 kV ja voolutugevus oli umbes 150-160 pA.

Analidilahuste doseerimiseks, lahjenduste tegemiseks ja puhvri- ning pesulahuste valmistamiseks
kasutatud kasutati 10 ul, 200 pl, 1000 ul, 5 ml ja 10 ml automaatpipette. Lahuste valmistamiseks
kasutati Eppendorf katsuteid ja 10 ml tuube.

Proovide valmistamiseks kasutati ka Hettich EBA 200 S tsentrifuugi ja Sanyo Labo Autoclave
autoklaavi.

5.3 Katsete labiviimise tingimused

Enne katsete labiviimist uus kapillaar ,aktiveeriti“. Aktiveerimise all mdeldakse kapillaari
eeltostlemist selleks, et toimuks kapillaari pinna deprotoneerimine. Kapillaari pestakse enne
kasutamist ka selleks, et koik toomisel sissejdgdanud mikroosakesed oleksid valjapestud [30].
Aktiveerimiseks teostati jargmised pesu sammud:

1. 30 minutit NaOH lahusega
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2. 5 minutit eriti puhta destilleeritud veega (dest. vesi)
3. 5 minutit taustelektroliidiga

Igapdevaselt enne katsete labiviimist pesti kapillaari jargmiste lahustega kindlas jarjekorras:

3 minutit 5% dadikhappega (CH3;COOH)
5 minutit 1M NaOH lahusega
3 minutit dest. veega

el

10 minutit taustelektroliidiga

Proovi sustiti automaatselt rakendades réhku 50 mbar 10 sekundi jooksul. Enne ja parast igat katset
teostati pesu selleks, et lisada taustelektrolliti kapillaari, pesta valja Ghendid, mis voisid jadda
kapillaari seina kiilge; eemaldada kdrgema kontsentratsiooniga anallilidi osakesi, mis voisid
kapillaari sisse jaada [30].

Eelpesu etapid:
1. 5 minutit taustelektroliitidiga
Pesu parast katset:

1. 3 minutit 5% CHsCOOH lahusega
2. 3 minutit 1M NaOH lahusega
3. 3 minutit dest. veega

5.4 Biomassi proovide ettevalmistamine

Kaesolevas t66s kasutati jargmiste puitude ja taimede biomasse: haab, mand, kask, tatrakestad,
pilliroog, odrapdhk. Samuti maarati suhkrute kogus ka kemotermiliselt t66deldud pleegitatud
puidumassis (BCTMP) ja eraldatud ligniinidest (Joonis 9).

[ Gommsa |

' ; i ‘J;

Biomassist valmistatud ligniinid

Joonis 9. Erinevad biomassid ja nendest eraldatud ligniinid.

19



Biomassi lagundamiseks ja monosuhkrute lahuste saamiseks kasutati Klason meetodit, mida
teostati jargmiselt:

1. Kaaluti 0,2 mg proovi ja lisati keeduklaasi.
Proovile lisati 3 ml 73% H,SO, lahust ja segati spaatliga. Spaatel jaeti kadude valtimiseks
keeduklaasi.

3. Keeduklaas kaeti fooliumiga ja soojendati eelsoojendatud vesivannis 30 °C juures the tunni
jooksul.
Proovi segati soojendamise ajal hoolikalt.

5. Keeduklaas voeti vesivannist Uihe tunni pdrast valja ja lisati 72 ml vett, segati, kaeti
fooliumiga ja asetati autoklaavi 121 °C juurde umbes theks tunniks.

6. Parast filtriti valja sadenenud ligniin ja filtraati kasutati suhkrute CE analiisiks.

Kuna saadud suhkrute lahused olid happelised ja liiga happeline keskkond voib tekitada voolukadu
CZE katse ajal, siis pidi lahuseid neutraliseerima. Neutraliseerimiseks kasutati CaCO; jargmiselt: 5
ml happelist proovi pipeteeriti 10 ml tuubi kuhu lisati umbes 0,5 g tahket CaCOs vaikeste osade
kaupa. Gaasi tdielikul eraldamisel pandi tuub kinni ja tsentrifuugiti 5500 RPM juures viis minutit.
Supernatant kallati uude 10 ml tuubi ja tsentrifuugiti veelkord 7000 RPM juures viis minutit.

Biomassi proovid sisaldasid enamasti vdga palju suhkruid. Selleks, et tulemus jaaks
kalibreerimisulatusse tehti saadud lahustest sobilikud lahjendused.
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6 TULEMUSED

6.1 Suhkrute modifitseerimine CE analuilisiks

Kapillaarelektroforeesi meetodikat optimeeriti varem publitseeritud té6de alusel [11, 31]. Suhkrute
kapillaarelektroforeetiline maaramine on raskendatud kuna suhkrud on neutraalsed molekulid.
Samuti ei neela nad UV-valgust ja selleks, et neid oleks vdimalik UV detektoriga maarata, on vaja
viia 1abi suhkrute keemiline modifitseerimine. Suhkrute ioniseerimiseks on vaja tugevalt aluselist
puhvrit, kuna nende pKa vaartus on 12-12,4. Kui aluselise elektroliiidiga tdidetud kapillaari
sisestatakse suhkrulahus, siis toimub suhkru ioniseerimine C; sisinikul, sest hemiatsetaalse
hiadroksidlrihma happelisus on suurem kui alkohoolsel hidroksidlriihmal, mille pKa on 16.
looniseerimise tulemusena saadakse suhkru endiolaat-ioon, mis neelab UV valgust ning omab
negatiivset laengut [11].

H\Qo ? N . i CH,OH
H
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HO——H  NaOH HO——H HO—+—H HO—1—H
— —_— s
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H——OH H——OH H——OH H——0H
CHZOH CH;0H CH,OH CH;OH
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K/O
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HO Mo H
OH H——OCH
H OH H———QH
CH;OH 3 desoksii-D- CHOH
Endiolaat eriitroheks-2-uldoos

Joonis 10. Kapillaarisisene reaktsioon. Endiolaat-iooni teke [11].

6.2 CZE optimeerimine

Kapillaarelektroforeesi meetodika, mis sisaldas suhkrute laengu kapillaarisisest muundamist
optimeeriti kaheksa suhkru lahutamiseks —  5-hldroksimetidlfurfuraal (5-HMF), fukoos,
tsellobioos, galaktoos, gliikoos, mannoos, arabinoos, ksiiloos. Optimeerimise kaigus uuriti pinget
(17 kuni 19,42 kV) ja taustelektrolildi kontsentratsiooni (136 mM NaOH ja 46 mM Na,HPO,; 130
mM NaOH ja 36 mM Na;HPO4) mdju piikide lahutuvusele. Parim tulemus saavutati pingega 19,42
kV ja taustelektroliilidiga, mis koosnes 136 mM NaOH ja 46 mM Na;HPQO,-st. Nimetatud
anallusitingimustel olid kdik suhkrud ioniseeritud ja katse jaoks sobilik voolutugevus oli stabiilne
ning 35 minuti jooksul lahutusid kdik kaheksa suhkrut. Tulemused on esitatud Joonisel 11.
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Joonis 11. 500 uM 8 suhkru segu standard koos lisatud sisestandardiga (IS). Pildil: 1 — 5-HMF, IS —
rafinoos, 2 — fukoos, 3 — tsellobioos, 4 — galaktoos, 5 — glikoos, 6 — mannoos, 7 — arabinoos, 8 —
ksiloos. Tingimused: kapillaari pikkus — 80 cm, kapillaari efektiivne pikkus — 71 cm, sisediameeter
— 50 um, pinge — 19,42 kV, proovi sisestamise aeg — 10 s, rdhk — 50 mbar, puhvri kontsentratsioon
— 136 mM NaOH ja 46 mM Na;HPOa..

Sisestandardiks valiti rafinoos. CE puhul on sisestandardi kasutamine eriti oluline, et kompenseerida
vOimalikke piikide migratsiooni aegade ebastabiilsusi ja null-joone fluktuatsioone.

Pisiva voolutugevuse sailitamiseks valmistati iga pdev enne katsete tegemist uus puhver.

6.3 Meetoodika kalibreerimisgraafikud ning avastamis- ja maaramispiirid

Kalibreerimisgraafikute koostamiseks kasutati erineva kontsentratsiooniga kalibreerimislahuseid:
25 uM, 50 uM, 100 puM, 250 pM, 500 pM ja 750 uM. lga kontsentratsiooniga tehti kolm
paralleelm&dtmist. Kalibreerimisgraafikute lineaarsust hinnati korrelatsiooni koefitsiendi R? alusel,
mis naitab katseandmete ja lineaarse mudeli (kalibreerimissirge) lahenduse kvaliteeti. Tulemused
esitatud Tabelis 2 ja Lisas 1-3.

Tabel 2. Kalibratsioon, avastamis- ja maaramispiirid

Suhkur Kalibreerimisulatus, Kalibreerimisvorrand | R? IDL, uM | IQL, pM
KM

5-HMF 25-750uM y=0,4759x + 2,1237 | 0,9974 4,3 7,1
Fukoos 25-750uM y =0,0496x + 0,9901 | 0,9877 9,7 16,2
Tsellobioos | 25-750uM y =0,1406x + 3,4741 | 0,9940 7,9 13,1
Galaktoos 25-750uM y=0,1213x-0,5728 0,9891 9,1 15,1
Glikoos 25-750uM y=0,1198x-1,0625 | 0,9917 9,1 15,2
Mannoos 25-750uM y =0,1063x - 0,3469 0,9893 10,9 18,2
Arabinoos | 25-750uM y =0,0707x + 00,7557 | 0,9900 11,0 18,3
Ksiiloos 25-750uM y =0,0426x + 1,5083 | 0,9903 10,6 17,7
5-HMF 25-750uM y=0,4759% +2,1237 | 0,9974 4,3 7,1
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Kdikidel graafikutel on korrelatsioonikoeffitsent (R?) iile 0,98, mis tihendab, et valitud lineaarne
mudel kirjeldab (ile 98% katseandmete variatsioonist ja lineaarne kalibreerimismudeli valik on
Gigustatud.

Instrumendi avastamis- ja mdaaramispiiride leidmiseks (IDL ja 1QL) kasutati suhkrute segu
standardlahust, kaheksat suhkrut kontsentratsiooniga 25 pM (madalaim
kalibreerimissirge kontsentratsioon) ja sisestandardit. Standardlahuse prooviga viidi labi 10

mis sisaldas

paralleelkatset erinevatel paevadel 4 kuu jooksul. IDL ja IQL arvutati valja kasutades Valemeid (1-3)

- tulemused on esitatud Tabelis 2. Arvestades proovi kaalutist 0,25 g ja lahjendust 75 ml-ni (Klason
meetodi kdigus) hinnati ka LOD ja LOQ iga suhkru jaoks Valemi 4 jargi (Tabel 3).

Tabel 3. LOD ja LOQ vaartused (massi %).

5-HMF | Fukoos | Tsellobioos | Galaktoos | Glilkkoos | Mannoos | Arabinoos | Ksiiloos
LOD, % 0,1 0,3 0,2 0,3 0,3 0,3 0,3 0,3
LOQ, % 0,2 0,6 0,4 0,5 0,5 0,6 0,6 0,6

6.4 CE meetoodika korduvuse ja korratavuse hindamine

Meetoodika korduvuse hindamiseks kasutati samuti standardlahuseid, mis sisaldasid kaheksat
suhkrut, aga lahuse kontsentratsioon oli 200 uM. Kokku tehti kuus paralleelkatset tihe paeva
jooksul ning iga suhkru tulemuste varieeruvust hinnati kasutades suhtelise standardhalbe valemit
(Valem 5).

SSH = =x 100% (5)

®i|w

kus SSH — suhteline standardhalve, s — standardhélve, X - proovi mdotmistulemuste aritmeetiline
keskmine [32].

Tabel 4. Korduvuse SSH (%)

Suhkur SSH, %
5-HMF 2.2
fukoos 8,6
tsellobioos 77
galaktoos 43
glukoos 7,0
arabinoos 8,3
mannoos 8,5
kstiloos 3,8
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Korratavuse hindamiseks kasutati standardlahuseid kontsentratsiooniga 200 uM. Kokku tehti

kaheksa katset Ghe kuu jooksul. Korratavus oli samuti hinnatud paralleelmddtmiste Valemi 5 kaudu

(Tabel 5).

Tabel 5. Korratavuse SSH (%)

Suhkur SSH, %
5-HMF 5,1
fukoos 10,3
tsellobioos 9,9
galaktoos 48
glikoos 5,9
arabinoos 7.8
mannoos 9,7
ksiiloos 6,2

6.5 Biomassi ja ligniini proovide tulemused

T66 kaigus uuriti kokku kiimme biomassi ja kolmteist ligniini proovi. Kakskiimmend proovi valmistati

Klason meetodi abil ja kolm proovi eeltéddeldi enne Klason-it kasutades organosolv meetodit

(Joonised 12 ja 13). Joonistel 14 ja 15 on naitena esitatud uuritud proovide elektroferogrammid.

Misc.*

Mand

Haava laastud
Pilliroog
BCTMP
Tatrakestad
Odrapdhk

Biomassi ja ligniini proovid

I —
I
0 2

Biomassi proove

M Ligniini proove

Joonis 12. Biomassi ja ligniini proovid. *Misc. on Miscanthus x giganteus
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Erinevate meetoditega toodeldud ligniinid

Misc.

Maénd

|
—
Haava laastud |

|

Odrapdhk

o
=
N
w
N
U
(o)}
~

H Organosolv EKlason

Joonis 13. Organosolv ja Klason meetodiga téddeldud ligniinid

DAD 10, 55=270,40 ReE=0N (WIOLE 1 TARDZ1-10-22 FROOWID L34_L45 500, 270W, 1500 2 110220000050)
mAL 4

Joonis 14. Manni biomassi elektroferogramm. 1 - 5-HMF, IS - rafinoos, 2 - gliikoos, 3 - ksiiloos

DAD 1D, 5ig+270, 40 He kol (VIOLE T 1A2021-10-07 PROOWVID L-38_L-432021-10-0700005.0]

Joonis 15. Manni ligniini elektroferogramm. IS - rafinoos

Biomassi proovide tulemused néditavad (Tabel 6), et proovides esineb pdhiliselt fukoosi, galaktoosi,
glikoosi, mannoosi, arabinoosi ja ksiiloosi. Kdige rohkem on proovides gliikoosi ja kstiloosi ning
kdige vahem on proovies fukoosi ja tsellobioosi. Peaaegu koikides ligniini proovides ei esinenud
suhkruid. Ainult odrap&hu ja misc. proovides on vahesel maaral arabinoosi ja ksiiloosi, mille
pdhjuseks on eeldatavalt ebapiisav ligniini puhastamine.
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Tabel 6. Biomassis olevad suhkrud kuivmassi (dw) % kohta

Biomass Kontsentratsioon, dw%
5-HMF | Fukoos | Tsellobioos | Galaktoos | Glitkkoos | Mannoos | Arabinoos | Ksiiloos
Pilliroog 0,34 <0,6 0,61 0,88 55 <0,6 2,2 32
Haava <0,5
laastud 023 | <06 <04 (0,26)* 30 6,4 <0,6 2,5
<0,6 <0,5
Mind 0,25 0,41 (0,37) 52 10 <0,6 4,7
<0,2
Tatrakest (0,13) <0.6 <04 0,73 28 <0,6 1,2 22
<0,6 <0,5
Odrapshk | % 0,56 (0,4) 43 <0,6 <0,6 18
BCTMP 0,20 <0,6 <0,4 <0,50 52 <0,6 <0,6 14

*Vaartus sulgudes naitab mdddetud tulemuse, mida CE meetodiga oli véimalik kvantitatiivselt
maarata, kuid mootetulemus jai alla arvutusliku maaramispiiri.

Tabel 7. Ligniinides olevad suhkrud dw% kohta

Ligniin Kontsentratsioon, dw%

g 5-HMF | Fukoos | Tsellobioos | Galaktoos | Glilkkoos | Mannoos | Arabinoos | Ksiiloos
Haava <0,2 <0,6 <0,4 <0,5 <0,5 <0,6 <0,6 <0,6
laastud
Mand <0,2 <0,6 <0,4 <0,5 <0,5 <0,6 <0,6 <0,6

<0,5 <0,6 <0,6
Misc. <0,2 <0,6 <0,4 <0,5 1,32 (0,30)*
Odrapdhk <0,2 <0,6 <0,4 <0,5 <0,5 <0,6 0,96 0,63
BCTMP <0,2 <0,6 <0,4 <0,5 <0,5 <0,6 <0,6 <0,6

*Vaartus sulgudes nditab mdéddetud tulemuse, mida CE meetodiga oli vGimalik kvantitatiivselt
maarata, kuid modtetulemus jai alla arvutusliku maaramispiiri.

6.6 Tulemuste analiiiis

Anallisi tulemusena arendati efektiivne ja tundlik CE meetod. Parim lahutusvdime oli saadud 19,42
kV pinge rakendamisel. Kdik suhkrud esinesid elektroferogrammil lainepikkusel 270 nm kui kasutati
puhvrit, mis koosnes 136mM NaOH ja 46mM Na,HPQO,-st. Proovi sistiti rakendades rohku 50 mbar
10 s jooksul kapillaari, mille pikkus oli 80 cm, efektiivne pikkus oli 71 cm ja sisediameeter oli 50 um.

Meetodi valideerimiseks olid maaratud instrumendi ja metoodika detekteerimispiirid. Suhkrute
maaramise IDL séltuvalt suhkrust oli keskmiselt 9 uM ja LOD oli keskmiselt 0,3 %dw, mis tdestab
kapillaarelektroforeesi tundlikkust ja efektiivsust. Kapillaarelektroforeesi katsete pdaevadevaheline
korratavus oli sdltuvalt suhkrust 4-11% ja pdevasisene korduvus oli 2-9%.

Saadud tulemuste pdhjal vdib 6elda, et biomassis esineb kdige rohkem gliikoosi ja ksiloosi. Suur
glikoosi sisaldus vdib olla tingitud sellest, et tselluloos koosneb paljudest gliikoosi molekulidest.
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Kstiloosi kdrgema kontsentratsiooni pd&hjuseks vdib olla suur ksiiloosi kontsentratsioon
hemitselluloosis.

Tuleb maérkida, et 5-hidrokstimetiiilfurfuraali (5-HMF), mille piik tekib katse kdigus, ei esine
biomassis. Parast LB happega t66tlemist toimub gliikoosi voi fruktoosi dehiidratatsioon happeliste
katallisaatorite toimel, mille tulemusena tekib 5-HMF [33].

Biomassis on olemas ka tsellobioosi, aga hapetega eelté6deldud proovides on seda ainet vdga vahe
selleparast, et tugevalt happelises keskkonnas toimub tsellobioosi hiidroliilis ja lagunemine
gliikoosi molekulideks [34].

Peaegu koik ligniini proovid ei sisaldanud suhkruid. Arabinoosi ja ksliloosi olemasolu misc. ja
odrapohu proovides voib olla pohjendatud madalama téotlemise kvaliteediga kuna ligniini proovid
ei tohiks suhkruid sisaldada.
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KOKKUVOTE

Tanapaeval arendatakse paljusid meetodeid biomassi uurimiseks ja to6tlemiseks, et asendada turul
fossiilkltust ja plasti. Selleks, et teostada analiilsi keskkonnasdbralikult, on vdimalik kasutada
kapillaarelektroforeesi, kuna antud meetodis kasutatakse lahjendatud vesilahuseid ning proovide
ja puhverlahuste kogused on vaiksemad vorreldes kérgefektiivsevedelikkromatograafiaga, kus
kasutatkse suuremas koguses orgaanilisi solvente. Kapillaarelektroforeesi teisteks eelisteks on hea
lahutusvéime, korge tundlikkus ja hea selektiivsus. Antud meetodikaga on vdimalik efektiivselt
lahutada suhkruid ja saavutada madalaid maaramispiire.

Kdesoleva t00 eesmargiks oli optimeerida kapillaarelektroforeesi meetodikat suhkrute
kvalitatiivseks ja kvantitatiivseks maaramiseks lignotselluloosses biomassis ja selle produktides.

Katsete labiviimisel leitud, et parim lahutusvGime saadi 19,42 kV pinge rakendamisel. Kdik suhkrud
olid iooniseeritud ja esinesid elektroferogrammil lainepikkusel 270 nm kui kasutati puhvrit, mis
koosnes 136mM NaOH ja 46mM Na;HPQO,-st. Proovi sistiti rakendades réhku 50 mbar 10 s jooksul
kapillaari, mille pikkus oli 80 cm, efektiivne pikkus oli 71 cm ja sisediameeter oli 50 um.

Meetodika usaldusvaarsuse hindamiseks ja proovides olevate suhkrute kontsentratsioonide valja
arvutamiseks koostati kalibreerimisgraafikud kaheksa suhkru jaoks korrelatsiooni koeffitsiendiga
Ule 0,98, mis toestas lineaarse mudeli sobilikkust katseandmetele.

Too kaigus madrati instrumendi ja metoodika detekteerimispiire. Suhkrute maaramise IDL oli
sOltuvalt suhkrust keskmiselt 9 uM ja LOD oli keskmiselt 0,3 %dw, mis toestab
kapillaarelektroforeesi tundlikkust ja efektiivsust. Kapillaarelektroforeesi katsete paevadevaheline
korratavus oli s6ltuvalt suhkrust 4-11% ja paevasisene korduvus oli 2-9%.

Optimeeritud kapillaarelektroforeesi meetodikat kasutati ettevalmistatud biomasside ja ligniinide
anallsiks. Ligniini proovide anallitisi kdigus leiti, et mdned proovid sisaldasid vahesel maaral
suhkruid. P&hjuseks on arvatavasti madalam to6tlemise kvaliteet kuna ligniini proovid ei tohiks
suhkruid sisaldada. Biomassi proovide anallilsil jareldati, et kdige rohkem esinevad biomassis
kstiloos ja glilkoos. Vahesel maaral esinevad ka teised suhkrud. Kérge gliikoosi sisaldus vdib olla
tingitud sellest, et tselulloos on suur poliimeer, mis koosneb ainult gliikoosi molekulidest ning
hemitselluloosis esinev tsellobioos laguneb osaliselt gliikoosiks biomassi tootlemise kdigus. Kstiloosi
korgema kontsentratsiooni p&hjuseks vdib olla suur ksiiloosi kontsentratsioon hemitselluloosis.

Kapillaarelektroforees on kasulikuks alternatiiviks korgefektiivselevedelikkromatograafiale. Hea
selektiivsuse, lahutuvuse ja reprodutseeritavuse saavutamiseks peab meetodikat optimeerima seni
kuni soovitud tulemused on saavutatud. Lignotselluloosse biomassi kasutamine eeldab
keskkonnasdbraliku tootmise jalgimist. Kapillaarelektroforees on keskkonnasdbralikk analttiline
meetod, mille abil saaks lignotselluloosse biomassi kasutamist ja analllsi veelgi
keskkonnasdbralikumaks teha.
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SUMMARY

A lot of new methods of biomass research and treatment are developed nowadays in order to
substitute fossil fuels and plastics. Capillary electrophoresis can be used as a form of ecologically
friendly analysis because unlike in high-performance liquid chromatography, where organic
solvents are used in large quantities, capillary electrophoresis uses diluted water-based solutions
and the volume of those solutions is much smaller. Other advantages of capillary electrophoresis
include good separation, high sensitivity and good selectivity. The following method allows sugars
to be separated better unlike in other methods where sugars can exit together which makes them
rather difficult to analyze.

The goal of the following research was to optimize the capillary electrophoresis method to measure
sugars both quantitatively and qualitatively in lignocellulosic biomass and its products.

During the analysis it was concluded that the best separation was achieved when a voltage of 19,42
kV was applied to the capillary. All sugars were ionized and appeared on the electropherogram at
the wavelength 270 nm when a buffer which consisted of 136mM NaOH and 46mM Na;HPQO,4 was
used. Samples were injected into the capillary at 50 mbar during 10 s. The length of the capillary
was 80 cm, the effective length was 71 cm and the inner diameter was 50 pum.

Calibration curves that described all eight sugars were built in order to assess the method and
calculate the concentrations of sugars found in samples. All three calibration curves displayed a
correlation coefficient equal to 0,98, which proved that the curves were linear.

Limits of detection and measurement were measured during the analysis. The average IDL was 9
UM and LOD was approximately 0,3 %dw, depending on the sugar. The following results prove the
effectivity and sensitivity of capillary electrophoresis. The interday repeatability of capillary
electrophoresis was 4-11% and intraday repeatability was 2-9%, depending on the sugar.

An optimized capillary electrophoresis method was used to analyze prepared biomass and lignin
samples. Some lignin samples contained sugars, the reason of which is likely related to poor
treatment because lignin samples should not contain sugars. It was proved that biomass samples
contain more glucose and xylose. High glucose content may be related to cellulose being a large
polymer which consists of many glucose monomers. Hemicellulose also contains cellobiose, which
is degraded into glucose during pretreatment. The high content of xylose is likely related to
hemicellulose being rich in xylose.

As a result of this research capillary electrophoresis could be a useful alternative to high-precision
liguid chromatography. High selectivity, good separation and reproducibility can be achieved by
optimizing the method until the desired results are acquired. The future use of lignocellulose
implies that ecologically friendly production should be followed. Capillary electrophoresis is the
ecologically friendly analytical method, which could help the production of lignocellulosic biomass
become even more ecologically friendly.
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Lisa 3 Gliikoosi, mannoosi, arabinoosi ja ksiiloosi kalibreerimisgraafik
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