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Sissejuhatus

Biomass on tdnapdeval vaga oluline teema. Seda kasutatakse arengumaades toiduvalmistamiseks ja
kiitmiseks. Arenenud riikides suureneb selle kasutamine transpordi ja elektritootmise valdkondades.
See pakub huvi susinikdioksiidi heitkoguse vahendamise ja naftapGhise keemia asendamise mdéttes.
Biomassis nahakse taastuvat energiaressurssi paljutdotava tulevikuga.

Biomassi efektiivseks kasutamiseks, tootlemiseks ja vadrindamiseks on oluline teada selle keemilist
koostist. Uheks oluliseks biomassi komponendiks on ligniin. Ligniini vdarindamine on laialdaselt uuritav
teema, kuna sellel poliimeeril on suur potentsiaal aromaatsete ihendite ehitusplokkide allikana.
Ligniini taielik (jadtmevaba) kasutamine vGib suurendada t66stuste kasumlikkust ja vGimaldab toota
biopdhiseid tooteid, mis voivad aidata kaasa kasvuhoonegaaside heitkoguse vahendamisele. Ligniini
voimalike kasutusvdimaluste paremaks uurimiseks biokiituste ja biotoodete to0stuses peab
kvantifitseerima ligniini kogust. Biomassi analllsimiseks siiamaani kasutatavad meetodid on
ajakulukad, mitmeastmelised, todmahukad ja nduavad kuumutamist ning toksiliste ainete kasutamist
suurtes kogustes.

Antud t66s uuritakse uudset meetodit, mida saab kasutada ligniini sisalduse maaramiseks
lignotselluloossest biomassist keskkonna sdbralikumal ja lihtsamal viisil. Meetodi labiviimiseks on vaja
vahem energiat, aega ja markimisvdarselt vaiksemat happe kogust. Oma eeliste t6ttu, uuritav meetod
pakub suurt huvi selle kasutusele votmiseks.



1 Kirjanduse lilevaade

1.1 Lignotselluloosne biomass

Peamiseks lignotselluloosse biomassi allikaks on puud ja puittaimed (1), mis koosnevad kolmest
pohikomponendist: ligniinist, tselluloosist ja hemitselluloosist (Joonis 1). Nende poliimeeride
pohielemendiks on sisinik, mis kujutab endast energiavaru. (2)

Tselluloos on looduses kdige tihedamini esinev poliimeer. Taimede rakuseinte peamine struktuuri
komponent koosneb B-1,4-glikosiidsidemete kaudu Ghendunud B-D-gliikopliranoosi monomeeridest.
Tselluloos omab korrapédrast lineaarset struktuuri ja hidroksuilriihmade hulga téttu on tselluloos
hidrofiilne, kuid ei lahustu vees. (3)

Hemitselluloos on taimerakkude oluline komponent, mis koosneb mitmesugustest monosahhariididest,
nagu glukoos, mannoos, galaktoos, ksliloos ja arabinoos, mis on vahetevahel atsettiilitud ja/voi
kombineeritud uroonhapete, pektiinide ja tarklisega. Hemitselluloos toimib tselluloosi mikrofibrillide
maatriksina, poliimeeride sidumine toimub Van der Waalsi jdudude ja vesiniksidemete kaudu. (4,5)

Kolmas puidu pohikomponent, ligniin, on keerukas kolmemd&dtmeline poliimeer, mis sisaldab arvukalt
aromaatseid tstikleid ja eetersidemeid. Ligniin annab taimedele struktuurse tugevuse, tagab rakuseina
veekindlust, hdlbustades vee liikumist kslileemis tilespoole. Samuti kaitseb see taime seente ensiiiimide
ja toksiinide difusiooni eest, kiiresti ladestudes vastusena seente tekitatud vigastustele. (6)
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Joonis 1. Biomassi peamiste komponentide lihtsustatud struktuurid: tselluloos, hemitselluloos,
ligniin (5)



Poliimeeride sisaldus varieerub sdltuvalt puuliigist, eriti leht- ja okaspuidu vahel. (5) Kirjanduse
andmetel on okaspuukoore koostises tselluloosi 18 — 38%, hemitselluloosi 15 — 33% ja ligniini 30 — 60%
jalehtpuidus vastavalt 43 —47%, 25 —35% ja 16 — 24%. (7) Okaspuu vartes 45 — 50% tselluloosi, 25 — 35%
hemitselluloosi ja 25-35% ligniini ja lehtpuude vartes vastavalt 40 — 55%, 24 — 40%, 18 — 25%. (8)

Ligniin on tselluloosi jarel teine kdige levinum orgaaniline materjal Maal, kuid t66stuslikke rakendusi
peale kitust on leitud suhteliselt vahe. Ligniini eemaldatakse puidumassist paberi valmistamisel,
tavaliselt tootlemisel selliste ainetega nagu vaaveldioksiid (SO;), naatriumsulfiid (NasS) voi
naatriumhtdroksiid (NaOH). Ligniini kasutatakse puitlaastplaatide ja sarnaste lamineeritud voi
komposiitpuittoodete sideainena, pinnase parandajana, tditeainena voi fenoolvaikude toimeainena
ning linoleumi liimina. Ka vanilliini (slinteetiline vaniljeekstrakt) ja dimetidlsulfoksiidi (DMSO)
valmistatakse ligniinist. (6)

Puidutoostuses esinevad jaagid (varred, oksad, lehestik, koored, juured, puiduplokid, harvendusraie
puiduhake jne), mis tavaliselt moodustavad 25 — 40% raiutud puidust. (9) See fakt paneb motlema
sellele, kuidas saaks efektiivsemalt kasutada resursse ning minimeerida jaake. Naiteks, saab metsa
harvendusraie ja paberitootmise puidijadke kasutada bioetanooli tootmise ldhteaineks. (10) Ligniin on
looduses suurim taastuv aromaatsete ehitusplokkide allikas ja sellel on markimisvdarne potentsiaal olla
lahteaineks lahtiste voi funktsionaliseeritud aromaatsete (ihendite tootmisel, et pakkuda sobivaid
alternatiive universaalselt kasutatavale naftast saadud BTX-le (benseen, tolueen ja ksiileen). (11)

Seepaérast on ligniini vadrindamine hetkel vaga aktuaalne teema. Ligniinitooted (segud ja komposiidid)
vOimaldavad asendada naftast saadud tooteid ning aitavad kaasa ringmajanduse loomisele ja
jatkusuutlikule materjalitehnoloogia arengule. (12)

1.2 Analiutilised meetodid

Selleks, et puidu biomassi saaks edukalt vaarindada ja uusi kasutusvéimalusi arendada, on vajalik teada
selle koostist tapsemalt. Biomassi biokoostise ehk tselluloosi, hemitselluloosi ja ligniini sisalduse
madramiseks on olemas mitmeid analiiutilisi meetodeid.

1.2.1 Tselluloosi ja hemitselluloosi madramine

Tselluloos ja hemitselluloos on struktuursed siisivesikud ehk pika ahelaga molekulid, mida kasutatakse
biomassi struktuurseks ehitamiseks. Tselluloos on vaga stabiilne tanu vesiniksidemetele ning vastupidav
keemilisele riinnakule. Hemitselluloosil on liihemad ja hargnenud ahelad, mille tdttu on seda kergem
lagundada, vorreldes tselluloosiga.

Uks v&imalikest meetoditest struktuursete siisivesikute mairamiseks on vedelikkromatograafia
refraktiivindeksi detektoriga (HPLC-RID). Enne HPLC analiilsi hiidrolllsitakse biomassi proov happega.
Huldroluusi protsess on kaheastmeline, esimesel etapil kasutatakse 72% vaavelhappet ja teisel 4%
vaavelhappet. Hudrollisi kaigus lagundatakse polimeersed slsivesikud monomeerideks, mis
lahustuvad happes. Seejarel monomeersete suhkrute sisaldusi maaratakse HPLC abil, kasutades
kalibreerimist suhkrute standarditega. (13)



Vedelikkromatograafia on ajakulukas protsess ning suhkrute puhul saadavad piigid pole hasti
eristatavad ja tulemuste interpreteerimine voib olla keeruline, selleparast voib kasutada suhkrute
anallidsimiseks kapillaarelektroforeesi.

Kapillaarelektroforees on lihtne ja efektiivne meetod, mis nGuab vaikest proovi ja elektrolltdi kogust
ning vdimaldab saada head ioonide lahustuvust ja kiiret anallsi tulemust.

Ainete lahutamiseks kasutatakse kvartskapillaari ja liikumapanevaks jouks on kdrgepinge alalisvoolu
elektrivali. Lahuse komponentide lahutamine toimub tdnu osakeste erinevale liikumiskiirusele, mis
sOltub osakeste laengu ja massi suhtest (vdiksemad osakesed suurema laenguga liiguvad kiiremini).
Osakeste tsoonide liikumist |abi kapillaari fikseerib detektor. Kapillaarelektroforeesi saab kasutada
komponentide anallitsimiseks alates orgaanilistest ioonidest kuni bioloogiliste makromolekulideni. (14)

1.2.2 Klason meetod ligniini madramiseks

Klason meetod on klassikaline ligniini sisalduse otsese kvantifitseerimise meetod, mis on kasutusel juba
Ule sajandi. (15)

Meetodi printsiibiks (Joonis 2) on lignotselluloosse biomassi té6tlemine tugevate hapetega, mille kdigus
stisivesikud hudroluisitakse, jattes jarele lahustumatu jadgi, mida identefitseeritakse kui happes
lahustumatu ligniin  (AIL). AIL filtritakse, pestakse, kuivatatakse ja selle kogus maéaratakse
gravimeetriliselt. Kuna osa puidu ekstraktiivaineid (lid, vaigud, rasvad, vahad ja tarklis) jadvad koos
ligniiniga lahustumatuks, mille tulemusena voib saadav ligniini kogus olla tlehinnatud, eemaldatakse
need eelnevalt sobivate lahustitega (etanool, etanooli-tolueeni lahus ja kuum vesi) ekstraheerimise
teel. (16)

Vaike kogus ligniinist, mis lahustub vaavelhappes (happes lahustuv ligniin — ASL), m&ddetakse
UV- spektromeetri abil lainepikkusel 205 nm. ASL kogus arvutatakse vastavalt valemile (17,18):

ASL % = (A-V-D)-100
c. (WS - tahke aine %) L (1)
100
Kus
A — absorptsioon lainepikkusel 205 nm
V —maht [ml]

D —lahjendusmaar

€ — neeldumistegur [L gt cm™]
L — optiline teepikkus [cm]

W; — proovi kaal [g]
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Joonis 2. Klason meetodi skeem

Happes mittelahustunud ligniini (AIL) analtisiks proov kaalutatakse ja lisatakse sellele 72% vaavelhape.
Lahus jaetakse vesivanni 30°C juurde Uiheks tunniks. Seejdrel voetakse proovid vesivannist vilja,
lisatakse vett ning asetatakse autoklaavi. Pdrast seda voetakse proovid autoklaavist valja ja sellele
jargneb vaakumfiltratsioon. Filtraat kogutakse (mdddetakse spektrofotomeetriliselt ASL sisaldust); filter
koos happes mittelahustuva ligniiniga pestakse ja kuivatatakse kuivatuskapis konstantse kaaluni. Jaak
kaalutatakse ning tulemus voetakse puhta ligniini massiks. (15)

1.2.3 CASA meetodi pohimote

Kuna olemasolevad ligniini madramise meetodid on mitmeetapilised, ajakulukad ja nGuavad suurtes
kogustes happete kasutamist, on vaja otsida kiiremaid ja keskkonnasdbralikumaid alternatiive.

Ligniin on oma keerulise ja heterogeense struktuuri tottu lahustumatu paljudes tavalistes lahustites,
sealhulgas vees ja orgaanilistes lahustites. Kuid ligniin vGib teatud tingimustes lahustuda, naiteks
vaavelhappe-tsisteiini lahuses.

Uus CASA (i.k. Cysteine-Assisted Sulfuric Acid) meetod lignitselluloosse biomassi ligniinisisalduse
madramiseks (Joonis 3) pShineb kogu biomassi taielikul lahustumisel 72% vaavelhappe ja tsisteiini
lahuses ning saadud lahuse absorptsiooni mé6tmisel spektroskoopiliselt.

[

e
=

Absorptsioon

e
=

|\ Amax = 283 nm

Lignotselluloosne Hgo uv

biomass

!

=

S il s
—i” 250 300 3% 400

Lainepikkus (nm)
Taielik lahustumine

Joonis 3. CASA meetodi skeem (19)
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Arvatakse, et ligniini lahustumine vaadvelhappe-tsisteiini lahuses toimub protsessi kaudu, mida
nimetatakse solvoliisiks. Solvoliilis on keemiline reaktsioon, mille kdigus tahke voi vedel tGhend
reageerib lahustiga, moodustades lahuse. Sel juhul annab vaavelhape happelise keskkonna, mis on
vajalik ligniini solvoliusiks ja tslsteiin toimib redutseeriva ainena.

Vaavelhape on tugev hape, mis véib protoneerida ligniini hiidroksuilriihmi, mille tulemuseks on ligniini
katioonide moodustumine. Tsiisteiin, aminohape, vdib seejarel reageerida nende ligniini katioonidega,
moodustades lahustuvad ligniini-tsisteiini kompleksid. Tsusteiini redutseerivad omadused aitavad
lagundada ligniini keerulist ja heterogeenset struktuuri, vdimaldades sellel lahustuda
vaavelhappe-tsisteiini lahuses. (20)

Oluline on markida, et ligniini lahustumine vaavelhappe-tsiisteiini lahuses vdib séltuda erinevatest
teguritest, nagu vaavelhappe ja tslsteiini kontsentratsioon, temperatuur ja reaktsiooniaeg.
Vaavelhappe-tsisteiini lahuses ligniini lahustumise spetsiifilised mehhanismid ja tingimused on endiselt
aktiivne uurimisvaldkond ning selle protsessi paremaks maistmiseks viiakse 1abi tdiendavaid uuringuid.

Lu et al. uuringus biomassi taielikuks lahustamiseks kasutati 0,1 g ml™* tsusteiini 72% vaavelhappes.
Analttsimiseks kasutati vaikest proovi kogust (5—10 mg), mis lahustati 1 ml p&hilahuses. Proov lahustus
taielikult toatemperatuuril, konstantsel segamisel, 60 minuti jooksul. Lahustumise kdigus lahus varvub
ja moodustub homogeenne lillakas lahus. Parast lahustumist proov lahjendatakse deioniseeritud veega
ning lahus méddetakse UV- spektrofotomeetriga lainepikkusel 283 nm nullproovi suhtes. Lahjendatud
lahus on kollakat varvi vai varvitu. (19)

Vorreldes praegu kasutatavate ligniini madramise meetoditega, on CASA ligniini meetodil jargmised
eelised:

e Kasutatavad reagendid on kergesti kattesaadavad ja keskkonnasdbralikud

e Protseduur on kiire ja selles ei kasutata kuumutamist

e Anallusiks on vaja vaike proovikogus

e Meetod annab tulemuse, mis on korrelatsioonis Klasoni meetodil saadud ligniini tldsisaldusega

Oma innovatiivsuse ja lihtsuse poolest pakub uus meetod huvi selle kasutamisele vétmiseks.

1.2.4 Spektrofotomeetriline ligniini madaramine CASA meetodil

Spektrofotomeetria on meetod, mille puhul mo&ddetakse molekulide interaktsioone
elektromagnetkiirgusega. Valguse energiat kasutatakse elektronide viimiseks pdhiolekust ergastatud
olekusse. Spekter saadakse siis, kui valguse neeldumist mdddetakse selle sageduse voi lainepikkuse
funktsioonina. Delokaliseeritud elektronidega aromaatsed sisteemid neelavad valgust
UV (150 — 400 nm) vGi ndhtavas (400 — 800 nm) piirkonnas.
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Absorptsiooni spektroskoopiat kasutatakse tavaliselt labipaistvas lahustis lahustatud ainete
maaramisel. Lahustunud aine neeldumine sdltub lineaarselt selle kontsentratsioonist ja seet&ttu
absorptsiooni spektroskoopia sobib hasti kvantitatiivseteks md&6tmisteks. Spektroskoopilised
mootmised on vaga tundlikud ja mittedestruktiivsed ning nduavad analiilsiks vaikeseid aine
koguseid. (21)

UV-spektroskoopias on pdhiline Lambert-Beeri seadus, mis kirjeldab monokromaatilise valguse
neelduvuse madra absorbeerivas aines soltuvalt aine omadustest. Ainete kontsentratsiooni saab lihtsalt
ja tapselt maarata m&6tes neeldumist.

4=—logyg (é) )

Absorptsioon (A) on seotud valguse intensiivsusega enne (lo) ja parast (1) lahuse labimist (Joonis 4).

Absorbeeriv lahus
Kontsentratsioon €

Langev kiir Valjuv kiir
Monokromaatne
valgus

Intensiivsus [o Intensiivsus [

Optiline teepikkus

Joonis 4. Valguse Ulekanne ldbi kiivetis oleva lahuse (22)

Lambret-Beeri seaduse jargi valguse absorptsioon sdltub lineaarselt aine kontsentratsioonist.

A =¢gcl (3)
Kus:
€ — molaarne neeldumistegur [L mol™ cm™]
¢ — molaarne kontsentratsioon [mol L]
| — optiline teepikkus (lahusekihi paksus) [cm]

Ultraviolettspektrofotomeetria on (ks mugavamaid meetodeid lahuses sisalduva ligniini kvantitatiivseks
ja kvalitatiivseks analiilsiks. Suure aromaatsete tsiklite sisalduse t6ttu neelab ligniin tugevalt
ultraviolettkiirgust ja annab UV-kiirguse piirkonnas iseloomulike maksimume. Maksimumide asukoht ja
intensiivsus soltuvad ligniini thdbist, selle keemilistest modifikatsioonidest ja fotomeetriliseks
modtmiseks kasutatud lahustist.

12



Ligniini madramiseks sobiv elektromagnetine spekter jadb 200 — 380 nm vahemikku. Selles piirkonnas
neeldunud energia pOhjustab muutusi ligniini  molekuli elektronenergias, mis tuleneb
valentselektronide tGleminekust ergastatud olekusse. (23)

Lignotselluloosse biomassi ligniinisisaldust (CASA.%) arvutatakse Lambert-Beeri seaduse jargi vastavalt:

AV
S

Kus

A — lahjendatud lahuse UV-neelduvus lainepikkusel A = 283 nm

V —lahjendatud lahuse maht [L]

ms — proovi mass [g]

L — valguse teepikkus [cm]

€ — ligniini UV-kiirguse neeldumistegur lainepikkusel A = 283 nm [g™* L cm™]

OH OH OH
H,CO H4CO OCH;
OH OH OH
p-kapriiiilalkohol koniferttlalkohol sinaputlalkohol
(H Gihik) (G tihik) (S dhik)

Joonis 5. Ligniini monolignoolid (H, G ja S Gihikud) (24)

Ligniin koosneb p&hiliselt kolmest alglhikust (Joonis 5): G, S ja H. Kuna ligniini struktuur séltub ligniini
paritolust, okaspuudes koosneb ligniin pdhiliselt G Ghikutest ja lehtpuudes on G ja S lhikuid peaaegu
samas koguses, siis ligniini neeldumistegur € ka varieerub soltuvalt puiduliigist. Seega CASA meetodi
rakendamisel on oluline maarata € erinevate puitude ligniinil, milleks kasutatakse erinevaid [ahenemisi,
naiteks Lu et al. artiklis seda tehti kasutades siinteetilisi monolignoole erinevates suhetes.
Monolignoolidest siinteesitud DHP-d (dehldroniseeritud poliimeerid) kasutati ligniini standarditena
kalibreerimiskdverate tegemiseks, kuna siinteesitud DHP-d saab hdlpsasti valmistada piisavas koguses,
need on puhtad ning erinevate Gihikute molaarsuhetega DHP-side kasutamisel saab uurida, kuidas G:S
suhted mdojutavad ligniini neelduvust. Kasutades slinteetilisi ligniine, maarati jargmised
neeldumistegurid: 17,25 g*L cm™ okaspuu ja 11,23 gL cm™ lehtpuu ligniini jaoks. (19,25)

Kadesolevas t66s kalibreerimiskdverate valjatootamiseks ja neeldumisteguri hindamiseks kasutati
teadaoleva ligniinisisaldusega erinevat liiki puiduproove. Kasutatud proovides ligniini Gldsisaldus oli
madratud klassikalisel Klason meetodil.
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2 To06 eesmark

Kdesoleva t60 pohiliseks eesmargiks oli uudse ligniini maaramise meetodi arendamine ja selle

tdeparasuse kinnitamine enne kasutusele vottu KBI Keemilise anallilisi laboratooriumis.

Sellest tulenevalt olid pistitatud jargmised alameesmargid:

1.

Kasutades kirjanduses avaldatud andmeid, viia labi ligniini maaramine biomassis CASA meetodi
tingimustel

Koostada kalibreerimissirged ligniini kontsentratsioonide madramiseks ja hinnata nende
lineaarsust

Hinnata CASA meetodi mdoteulatust ja kordustapsust

Maarata ligniini neeldumistegurid nelja erineva puiduliigi jaoks ja nende varieeruvus
Kontrollida CASA meetodi usaldusvaarsust, kasutades erinevate puitude séltumatuid proove
eelnevalt maaratud ligniini sisaldusega
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3 Eksperimentaalne osa

3.1 Aparatuur ja kemikaalid

Ligniini maadramiseks lignotselluloosses biomassis CASA meetodil kasutati jarmisi vahendeid ja
seadmeid: kooniline kolb, klaasist viaalid, Pasteur pipetid (VWR International), automaatpipett
(BRAND GMBH + co KG), analtitiline kaal (Precisa), ultrahelivann (Bandelin),
UV-Vis spektrofotomeeter (Varian).

Ligniini lahuste valmistamiseks kasutati: vadavelhape (72%, Chem-Lab NV), L-tsisteiin
(97%, Sigma-Aldrich), MilliQ tlipuhas vesi (Millipore, USA).

Referentsmaterjalina oli kasutatud sertifitseeritud, kindla ligniini sisaldusega, kallaspappeli biomass
(National Institute of Standards and Technology, Reference Material 8492, Eastern Cottonwood Whole
Biomass Feedstock (NREL, NIST)).

3.2 Analiiiisitud biomassi iseloomustus

To0s anallisiti Eestist parit kase, kuuse ja manni puidu proovid. Eelneva RESTA11 projekti raames
iseloomustati kokku ligi 90 puiduproovi, milleks teostati ka Klasoni (Uld)ligniini maaramist. Kuna
ekstraktiivainete olemasolu puidus voib modjutada ligniini sisalduse I6pptulemust, kéik kasutatud
proovid olid eelnevalt ekstraheeritud orgaanilise solvendiga ekstraktiivainete eemaldamiseks ASTM
D1107-96 meetodil (16).

Kalibreerimissirgete koostamiseks ja ligniini neeldumisteguri méaaramiseks kasutati jargmiseid
puiduproove: E1312 (kask), E2425 (kuusk), E2435 (méand). Saadud neeldumistegurite ja CASA meetodi
Gldtoimimise kontrolliks kasutati proove: E2413 (kask), E2423 (kuusk) ja E2434 (mand). Varem maaratud
Klason ligniini sisaldused biomassides on toodud Tabelites 1 ja 2.

3.3 CASA analiiusi kaik

TsUsteiini-vaavelhappe lahuse valmistamiseks kaaluti 10 g L-tsisteiini ja lahustati 100 ml-s 72%
vaavelhappes.

Kalibreerimiskdverate tegemiseks vGeti igat proovi viis kaalutist (2, 4, 6, 8 ja 10 mg). Proovid lahustati
1 ml-s tsisteiini-vdaavelhappe lahuses viaalides. Viaalid asetati 30 — 60 minutiks 30°C juurde
ultrahelivanni biomassi taieliku lahustumiseni (Joonis 6). Seejarel lahjendati saadud ligniini lahused
50 ml-ni veega.

Lahjendatud proovide absorptsiooni intensiivsust mdddeti spektrofotomeetriliselt lainepikkusel
283 nm, millest oli maha lahutatud null-proovi (tsisteiini-vaavelhappe lahuse) signaal. Saadud
tulemuste alusel koostati MS Excelis kalibreerimissirged ja arvutati kalibreerimissirge tdusu ehk ligniini
neelduvuse koefitsiendid (€) erinevate puitude jaoks. Ligniini sisaldus tundmatutes proovides arvutati
CASA meetodi valemi (4) jargi.
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Joonis 6. Ligniini lahused proovist: A - kuusk; B - mand; C - kask; D — kallaspappel

3.4 Andmete statistiline t66tlus
Igat mGGtmist teostati vahemalt kolm korda ja paralleelmddtmiste varieeruvust hinnati arvutades

standardhalbe (s) valemi (5) jargi (26):

z:?=1(xi - xm)z
n—1 (5)

X;— Uksikm&dtmise tulemus
Xm — paralleelmootmiste keskvaartus
n — paralleelkatsete arv

CASA meetodi kordustapsust hinnati kasutades kogutud standardhélbe valemit (26):

st sit s
Skogutud = [T (6)

CASA meetodi suhtelist kordustapsust (SSH — suhteline standardhalve) arvutati jargmiselt (26):

s
SSH(%) = - X 100% (7)

m
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Absorbtsiooni intensiivsuse ja ligniini sisalduse omavahelise korrelatsiooni lineaarsust hinnati
jadkliikmete graafilise (visuaalse) analtiisi abil. Jaakliikmed on mdddetud ja lineaarregressiooni sirge
jargi ennustatud y-vaartuste (signaalide) vahed.

Saadud neelduvuskoefitsiendi (kalibreerimisirge tdusu) standardhalvet (SHs:) hinnati valemite (8) ja (9)
jargi (26):

Cn

gy m 8
¥ N S - n)? ”

SHb]_ =

sy — jaakliikmete standardhalve
N- kalibreermissirge koostamiseks kasutatud katsete arv
cm — keskmine kontsentratsioon

1
Sy = =5 01— (o + bre)? (o

SHp; arvutati MS Excelis kasutades LINEST funktsiooni.

Meetodi tOeparasust hinnati kasutades z-arvu - statistilist parameetrit, mis maarab adra 95%
usaldusnivool erinevuse olulisuse kahe m&6tmise vahel. (26)

Xi = Xref

10
/siz +srzef (10)

Xrer — klassikalisel meetodil maaratud ligniini sisaldus

7Z =

x; — CASA meetodil mdddetud ligniini sisaldus

95% usaldusnivool z — arv absoluutvdartus peab olema vaiksem kui 1,96 juhul, kui mddtmiste
keskvaartused statistiliselt oluliselt ei erine.
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4 Tulemused ja arutelu

4.1 Erinevate ligniinide neeldumistegurite maaramine

Erinevate biomasside ligniini neelduvuskoefitsientide maaramiseks koostati kalibreerimissirged, milleks
kasutati nelja erinevat puidumassi eelnevalt mé&aratud ligniini kogusega (Tabel 1). Pérast
lignotselluloosse biomassi lahustamist tsiisteiin-vdaavelhappe segus, jadid ligniini kontsentratsioonid
kalibreerimislahustes vahemikku 10 — 60 mg/I, mis andis absorptsiooni signaali intensiivsuse vahemikus
0,2 kuni 1,1 AU.

Ligniini lahuste tegemisel oli ndha erinevused lehtpuu ja okaspuu ligniinide varvuses (Joonis 6).
Lehtpuude proovidest lahused olid eredamat varvi ning okaspuude proovidest lahused olid tumedamat
varvi. Arvatavasti, erinevus tuleneb ligniini G ja S Ghikute sisalduse erinevusest biomassis.

Lignotselluloosse biomassi spektromeetrilisel mdétmisel saadud absorptsioonide jargi koostatud
kalibreerimissirged koos vérrandi ja korrelatsiooni koefitsiendiga R? on esitatud Joonisel 7.

Kuusk Y= 16.399x-0.001 Maind Y= 18353x-0.006
R?=0.9880 R*=0.9921
1.2 1.2
[ ]
1.0 ‘ 1.0 ‘
c c '
g o8 Iy g o8
2 2 ‘
a 0.6 ‘ a 0.6
3 o
o 0.4 o o 0.4 @
< <
0.2 ° 0.2 s
0.0 0.0
0 0.02 0.04 0.06 0.08 0 0.02 0.04 0.06 0.08
Ligniini kontsentratsioon, mg/ml Ligniini kontsentratsioon, mg/ml
RZ = 09929 RZ - 09923
0.70 0.9
0.60 ® 0.8 3
-9 0.7
g 0.50 g 06 "
o .-. o ...'
‘5 0.40 g ? 05 | B
Q ’ o
5 0.30 g 04
3 ® 203 -8
< 0.20 > <
0.2 P
0.10 . 01
0.00 0.0
0 0.02 0.04 0.06 0.08 0 0.02 0.04 0.06
Ligniini kontsentratsioon, mg/ml Ligniini kontsentratsioon, mg/ml

Joonis 7. Lineaarne korrelatsioon tsiisteiin-happes lahustatud lignotselluloosse biomassi proovide UV-
neeldumise (283 nm juures) ja nende ligniini kontsentratsioonide vahel
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Saadud kalibreerimissirgete lineaarsust hinnati, jalgides jaakliikmete jaotust (Joonis 8). Joonisel 8 on
naha, et jadkliikkmetel puudub seaduspérasus ja nad on juhuslikult jaotatud x-telje suunas. Seega, v6ib
teha jarelduse, et vahemikus 10 — 60 mg/l on kdigi nelja kalibreerimisgraafiku signaali sGltuvus
kontsentratsioonist lineaarne.

Kuusk Mand
0.06 0.05 .
g ° 0.04
0.04 °
0.03 ®
0.02 ° ® { J 0.02 ® ®
° ® °
0 ° ° 0.01 .
000 ® 002 0040  ®06 0.08 0 *
-0.02 ° -0.010.00 g 0.02 0.04 0.06 0.08
-0.04 -0.02 ®
0.03 °
-0.06 00
° ° 04 ° °
-0.08 -0.05
Kask Kallaspappel (CRM)
0.04 0.04
°
0.03 ° °
0.03 P
0.02
0.02 °
° 0.01
0.01 °
° 0 ‘ . ° ® °
® 9 0.019-00 0.02 0.04 0.06
0 o—© o o e )
0.00 0020 ®0.0¢ 0.06 0.08 0.02 °
-0.01 ®
-0.03
-0.02
° J -0.04 o
-0.03 -0.05

Joonis 8. Jadkliilkmete jaotus kalibreerimissirgete lineaarsuse hindamiseks

Metoodika modteulatus on kalibreerimisgraafiku vahemik, alates kdige madalama kontsentratsiooniga
standardlahusest ning Idpetades kdige kdrgema kontsentratsiooniga standardlahusega. Kdesoleva CASA
meetodi puhul v8ib mddteulatuseks pidada ligniini kontsentratsiooni vahemikus 10 — 60 mg/Il, mis
Umberarvutatuna biomassile on 2 kuni 10 mg lignotselluloosi (ligniini sisaldusega 20 — 30%).

Erinevate ligniinide saadud neeldumistegurid (&) koos standardhédlbega on esitatud Tabelis 1.

Uuritavate okaspuude ligniini neeldumistegurid olid ldahedased Lu et. al artiklis esitatud
neeldumistegurile okaspuu ligniini jaoks, kuid lehtpuidu ligniini neeldumistegurid erinesid
markimisvaarselt.
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Tabel 1. Kalibreerimissirgete jargi saadud neeldumistegurid

Biomass Proovi ID Puit Ligniin, %dw** Neeldumistegur €
(283 nm) (gtLecm™)

Kuusk E2425 Okaspuit 28,6 16,2+ 0,6

Méand E2435 Okaspuit 29,7 18,4+ 0,5

Kask E1312 Lehtpuit 21,3 9,710,2

Kallaspappel CRM Lehtpuit 27,2%* 14,7+0,4

*Sertifikaadilt
**massiprotsent kuiva kaalu kohta

4.2 CASA meetodi toeparasuse kinnitamine

Arendatud CASA meetodi tulemuste kordustdpsuse ja tGepdrasuse hindamiseks kasutati soltumatuid
kontrollproove samadest puiduliikidest. Igat proovi analiilsiti CASA meetodil kolmes paralleelis ja
saadud absorptsioonide jargi leiti ligniini sisaldused (Valem 4), kasutades madaratud
neelduvuskoefitsiente.

Meetodi kordustdpsust hinnati paralleelmootmiste kogutud standardhdlbe kaudu. Tulemused on
esitatud Tabelis 2. Uksikproovide paralleelm&dtmiste suhteline standardhélve varieerus vahemikus
2 —8%, kogutud SSH ehk meetodi kordustdpsuse vaartuseks saadi 6%, mis on piisavalt vaike
spektroskoopilise meetodi jaoks.

Tabel 2. SGltumatute proovide mddtetulemuste suhtelised standardhalbed

Biomass Proovi ID SSH, %
Kuusk E2423 7,5
Mand E2434 2,4
Kask E2413 5,8
Kallaspappel CRM 6,7

CASA meetodiga saadud tulemused vorreldi Klasoni meetodi jargi maaratud dldligniini sisaldusega
(Tabel 3). Statistiliseks kriteeriumiks kasutati z-arvu (Valem 10).

z — arv annab teavet kahe keskvaartuse statistilise erinevuse kohta. 95% usaldusnivool peaks z — arvu
absoluutvaartus olema vaiksem kui 1,96 juhul, kui keskvaartused ei oma statistilist erinevust.

Tabel 3. Biomasside ldligniini ja CASA ligniini vordlus

Biomass Proovi ID Puit Uldligniin + s*, | CASA ligniin+s*, | Z—arv
%dw %dw

Kuusk E2423 Okaspuit 279+1,6 29,1+2,2 -0,47

Mand E2434 Okaspuit 29,6 £1,7 29,0+0,8 0,32

Kask E2413 Lehtpuit 249+1,5 23,4+1,6 0,63

Kallaspappel CRM Lehtpuit 27,2+1,9 25,5+1,8 0,71

*s — paralleelm66tmiste standardhélve (n = 3)
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Statistiline anallils néitas, et erinevate meetoditega saadud tulemuste z-arv on alla 1, mis tahendab
seda, et tulemused ei erine omavahel statistiliselt oluliselt. Jarelikult, saab pidada CASA meetodit
usaldusvaarseks ja edaspidi kasutada KBI Keemilise analliUsi laboris lignotselluloosse biomassi ligniini
sisalduse maaramiseks.
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Kokkuvote

Kdesoleva t06 eesmargiks oli uudse ligniini madramismeetodi arendamine ja selle tGeparasuse
kinnitamine selleks, et seda saaks votta kasutusele KBI Keemilise analtilsi laboratooriumis.

CASA meetodi tingimustel viidi labi ligniini madramine biomassis ning valmistati kalibreerimissirged
kase, kuuse, manni ning kallaspappeli ligniini maaramiseks. Jadkliikmete jaotuse jargi tehti jareldus, et
saadud kalibreerimissirged on lineaarsed.

Kalibreerimissirgete abil maarati ligniini neeldumistegurid nelja erineva puiduliigi jaoks ning hinnati
nende varieeruvust, arvutades kalibreerimissirgete tdusu standardhalbed. CASA meetodi m&6teulatuse
hindamisel lahtuti UV-absorptsiooni signaali intensiivsusest. Mddteulatuseks saadi 10 — 60 mg/! ligniini
tslisteiin-vaavelhappe lahuses. Meetodi kordustdpsust hinnati 13bi erinevate proovide
paralleelmddtmiste kogutud suhtelisi standardhalbeid ning saadi tulemuseks 6%.

Arendatud CASA meetodi usaldusvaarsust hinnati, anallilisides samade puuliikide sdltumatuid proove
(mille ligniini sisaldus oli eelnevalt madratud Klason meetodiga). SGltumatute proovide ligniini
sisaldused maarati, kasutades leitud neelduvustegureid. Saadud tulemusi vorreldi klassikalise Klason
meetodi tulemustega, kasutades statistilist parameetrit — z—arvu.

Statistilist erinevust Klasoni ja CASA meetodite vahel ei esinenud ning sellest tehti jareldus, et t60s
arendatud CASA meetod on usaldusvaarne ja seda saab votta kasutusele KBl Keemilise anallilisi
laboratooriumis ligniini sisalduse maaramiseks lignotselluloosses biomassis.
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Abstract

Nowadays biomass is an important topic mainly because of the opportunity to use it as a renewable
resource. One of biomasses relevant compounds is lignin. It is known for a large quantity of aromatic
subunits in its structure; therefore, it may be used as an alternative to petroleum-based fuels and
chemicals. As a result, by using lignin it is possible to contribute to the reduction of greenhouse gas
emissions and change biomass processing to be more effective and profitable. For that reason, many
researchers have been focusing on lignin valorization.

In order to explore the possible uses of lignin in the biofuels and bioproducts industry, the amount of
lignin must be quantified. The methods currently used to analyze biomass are time-consuming, multi-
step, labor-intensive and require heating and the use of large amounts of toxic substances.

This work investigates a novel method (CASA method) that can be used to determine the lignin content
of lignocellulosic biomass in a more environmentally friendly and simple way. The method requires less
energy, time and significantly less acid.

The aim of this study was to develop a new method for determining lignin and confirm its veracity so
that it could be used in the KBI Chemical Analysis Laboratory. Under the conditions of the CASA method,
the determination of lignin in biomass had been carried out, and calibration lines had been prepared
for the determination of lignin in birch, spruce, pine and cottonwood reference material. According to
the distribution of the residual terms, it was concluded that the obtained calibration lines are linear.

The lignin absorption coefficients for four different wood species were determined using the calibration
curves and their variability was evaluated by calculating the standard deviations of the increase in the
calibration curves in Excel.

The measurement range of the CASA method was evaluated based on the intensity of the UV absorption
signal and a range of 10 — 60 mg/I lignin in the cysteine-sulfuric acid solution was obtained.

The repeatability of the method was evaluated through the relative standard deviations collected
through parallel measurements of different samples, and the result was 6%.

The reliability of the developed CASA method was evaluated by analyzing independent samples of the
same tree species (whose lignin content was previously determined by the Klason method). Lignin
contents of independent samples were determined using the absorption coefficients found. The
obtained results were compared with the results of the classic Klason method.

There was no statistical difference between the Klason and CASA methods, and it was concluded that
the CASA method developed in the work is reliable and can be used in the KBI Chemical Analysis
Laboratory to determine the lignin content in lignocellulosic biomass.
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2. Olen teadlik, et kdesoleva lihtlitsentsi punktis 1 nimetatud digused jadvad alles ka autorile.

3. Kinnitan, et lihtlitsentsi andmisega ei rikuta teiste isikute intellektuaalomandi ega isikuandmete
kaitse seadusest ning muudest digusaktidest tulenevaid digusi.

(kuupaev)

! Lihtlitsents ei kehti juurdepddsupiirangu kehtivuse ajal vastavalt iilidpilase taotlusele I6putééle juurdepddsupiirangu
kehtestamiseks, mis on allkirjastatud teaduskonna dekaani poolt, vdlja arvatud llikooli Gigus I6put6éd reprodutseerida liksnes
sdilitamise eesmdrgil. Kui 16putdé on loonud kaks véi enam isikut oma (ihise loomingulise tegevusega ning I6put66 kaas- voi
Uhisautor(id) ei ole andnud I6put66d kaitsvale Gliépilasele kindlaksmddratud tdhtajaks néusolekut I6put6é
reprodutseerimiseks ja avalikustamiseks vastavalt lihtlitsentsi punktidele 1.1. jq 1.2, siis lihtlitsents nimetatud téhtaja jooksul
ei kehti.
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