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Tiivistelma

Tassd pro gradu -tutkielmassa tarkasteltiin  pienimolekyylisten alifaattisten
karboksyylihappojen valmistusta. Tarkasteltavat yleiset hapot valittiin hiililukumé&aran
perusteella (C;—C,) ké&sittden muurahais-, etikka-, propioni- ja voihapon. Jokaisen
hapon kohdalla esiteltiin eri menetelmid kyseisen hapon valmistamiseksi. Tietyt
esitellyistdi menetelmista ovat monimutkaisia ja eivdat naytd olevan taloudellisesti
kannattavia, eivatkd ne siten sovellu suuren mittakaavan tuotantoon. Ongelmana
prosesseissa voivat olla esimerkiksi l&htGaineiden tai k&ytettdvien Kkatalyyttien

ymparistovaikutukset seka vaikeudet lopputuotteen talteenotossa.

Viimeaikainen kehitys bioteknologiassa on mahdollistanut merkittdvia edistysaskelia
fermentointiprosesseissa ja siten karboksyylihappojen tuotannossa uusiutuvista
energialdhteistd. Raaka-aineina voidaan kayttdd lukuisia erilaisia orgaanista ainesta
sisaltdvid materiaaleja, kuten puuta, viljakasveja ja kotitalouksien biojatetta.
Fermentointiprosesseissa kaytetddn hyvéksi erilaisia mikro-organismeja, kuten hiivoja
ja bakteereita. Kyseiset mikro-organismit hyodyntdvdt orgaanisen aineksen
hiililahteend kaymisprosessissa, jonka lopputuotteena saadaan erilaisia orgaanisia
happoja. Perinteisen fermentoinnin ongelmana on kuitenkin usein alhainen saanto, mika
johtuu padosin talteenoton vaikeudesta ja lopputuotteiden inhibiitiosta. Naihin
ongelmiin on yritetty 10ytd&d parannusta kehittdméall&d bakteerikantoja, jotka kestavét
entista paremmin korkeaa happopitoisuutta sekd kehittdmalla nykyista tehokkaampia

talteenottomenetelmia.



Esipuhe

Tamén pro gradu -tutkielman aiheena oli pienimolekyylisten alifaattisten
karboksyylihappojen valmistus. Tutkielman aineisto keréttiin p&&asiassa kayttdmalla
Science Direct- ja Google Scholar -tietokantoja. Tyén valvojana on toiminut Prof.
Raimo Alén.
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1 Johdanto

Karboksyylihappo on orgaaninen yhdiste, jossa funktionaalisena ryhmand on

karboksyyliryhma -COOH. Karboksyylihapon yleinen rakenne on esitetty kuvassa 1.
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Kuva 1. Karboksyylihapon kemiallinen yleisrakenne. R voi olla vety tai orgaaninen

ryhma.

Karboksyylihappoja tuotetaan teollisesti useilla eri menetelmilla /1/. Yleisimpia
menetelmid ovat a) aldehydien hapetus ilmalla, b) hiilivetyjen hapetus ilmalla, c)
alkoholien emaéskatalysoitu dehydrogenaatio, d) karbonylointi ja e) fermentointi.
Laboratoriomittakaavassa happoja voidaan tuottaa mm. hapettamalla primaarisia
alkoholeja tai aldehydeja vahvoilla hapettimilla sekd hydrolysoimalla nitriileja, estereitéd
tai amideja.

Viimeaikanen kehitys bioteknologiassa on mahdollistanut merkittavid edistysaskelia
fermentointiprosesseissa ja siten karboksyylihappojen tuotannossa uusiutuvista
energianlahteista /2/. Karboksyylihappoja, kuten etikka-, propioni- ja voihappoa,
kaytetadan laajalti moniin eri k&yttotarkoituksiin. Niiden valmistus perustuu péaaasiassa
petrokemian prosesseihin uusiutumattomista raaka-aineista. Toinen tapa tuottaa
kyseisia happoja on fermentointi. Se on ympdristdystavallinen tapa tuottaa
karboksyylihappoja uusiutuvista materiaaleista. Raaka-aineena voidaan kayttaa lukuisia
eri orgaanista ainesta siséltdvia materiaaleja. Tallaisia ovat esimerkiksi puu, viljakasvit,
kotitalouksien biojate ja eldinten lanta. Pienimolekyylisten karboksyylihappojen
yleinen valmistusprosessi orgaanisesta jatteestd hydrotermiselld kasittelylla on esitetty
kuvassa 2.
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Kuva 2. Yleisia tapoja valmistaa pienimolekyylisid karboksyylihappoja orgaanisesta

jatteestd hydrotermisella késittelylla /3/.

Prosessissa (kuva 2) happoja muodostuu kolmella tavalla /3/. Proteiineista muodostuu
aminohappoja  pilkkoutumalla.  Aminohapot hajoavat edelleen  muodostaen
pienimolekyylisia orgaanisia happoja. Jos jate siséltdd selluloosaa, selluloosa
hydrolysoituu glukoosiksi, josta muodostuu muita tuotteita, kuten aldehydeja ja
ketoneja. Néistd muodostuu edelleen orgaanisia happoja. Orgaanisia happoja voi myds

muodostua muovijatteiden monomeereista hydrolyysilla.

Tass& pro gradu -tutkielmassa tarkastellaan alifaattisten pienimolekyylisten
karboksyylihappojen valmistusta. Kasiteltavat yleiset hapot valittiin hiililukuméaaran
perusteella (C1—C,4) muurahaishaposta voihappoon. Jokaisen hapon kohdalla on esitelty

eri menetelmid kyseisen hapon valmistamiseksi.



2 Muurahaishappo

Muurahaishappo (metaanihappo HCOOH) on yksinkertaisin karboksyylihappo. Sita
kaytetddn Suomessa mm. sdilérehuliuoksen valmistuksessa, paperin ja tekstiilien
varjayksessa, maérké&lujahartsin valmistuksessa, nahan kasittelyssda  ja

ladkeainesynteeseissa /4/.

Teollisesti muurahaishappoa muodostuu sivutuotteena etaanihapon valmistuksessa
hiilivetyjen nestefaasihapetuksessa, mihin sen ensisijainen valmistus nykyisin
pohjautuu /5/. Sitd saadaan myo6s hiilimonoksidin ja metanolin reaktiotuotteesta,
metyylimetanoaatista, joko suoralla hydrolyysilld tai muodostamalla kyseisesté
valituotteesta  helposti  hydrolysoitavaa formamidia. Muurahaishapon  suora
katalyyttinen valmistus vedestd ja hiilimonoksidista vaatii sen sijaan suhteellisen
voimakkaita reaktio-olosuhteita, eika prosessi ole tdmédn wvuoksi taloudellisesti
kannattava. Muurahaishappoa voidaan tuottaa myds hapettamalla metaania
selektiivisesti vetyperoksidilla /6/. Katalyytteind prosessissa kaytetddn useita

yksinkertaisia vanadiumyhdisteita.

2.1 Metyyliformiaatin hydrolyysi

Muurahaishappoa voidaan tuottaa metyyliformiaatin hydrolyysilla /7/. Prosessi siséltda

seuraavat vaiheet: a) Metanoli ja hiilimonoksidi reagoivat keskendan vahvan eméksen

lasné ollessa muodostaen metyyliformiaattia:

CH30H + CO — HCO,CH3; (1)

b) Metyyliformiaatin hydrolyysi tuottaa muurahaishappoa ja metanolia:

HCO,CH3 + H,O0 — HCO,H + CH30H (2)



c) Metanoli ja jaljelle jaadnyt metyyliformiaatti poistetaan, jolloin jaljelle jaa
muurahaishapon  vesiliuos. d) Téaman jalkeen muurahaishappo uutetaan
muurahaishapon esterilld, jolloin saadaan esterin ja hapon seos. e) Lopuksi esteri ja

happo erotetaan tislaamalla toisistaan.

2.2 Hiilidioksidin hydraus

Etikkahapon tuottamiseen kehitetyt kaupalliset menetelmét, kuten metyyliformaatin
hydrolyysi, tarvitsevat paljon energiaa seké tuottavat jatetta /8/. Hiilidioksidin hydraus

on vaihtoehto puhtaammalle tavalle tuottaa etikkahappoa:

CO, + H, — HCOOH (3)

Tama menetelma on ollut kdytdssa jo vuosia /8/. Katalyytteina reaktiossa on kaytetty
mm. nikkelid, rutenium-palladium-kompleksia tai muita toisen ja kolmannen jakson ja
siirtyméalkuaineiden ryhmien 8-12 muodostamia komplekseja. Ongelmana on
kuitenkin ollut muurahaishapon talteenotto kéytettdessd homogeenista katalyyttié.
Taman vuoksi on koetettu kehittdd heterogeenisia katalyyttejd, joilla saadaan aikaan
korkea saanto ja hyva erotettavuus. Yleisimmin kéytettyja katalyytteja ovat erilaiset
rutenium- ja rodiumkompleksit /8-10/. Kuvassa 3 on esitetty karboksyylihappojen

valmistuksen mahdollinen reaktiomekanismi.
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Kuva 3. Karboksyylihappojen valmistuksen mahdollinen reaktiomekanismi /10/.

2.3 Formamidiin perustuva valmistus

Muurahaishappoa voidaan tuottaa antamalla formamidin reagoida rikkihapon ja veden

kanssa seuraavan reaktioyhtalon mukaisesti /11/:

2HCO-NH, + H,SO,4 + 2H,0O — 2HCO-OH + (N H4)2SO4 (4)

Muodostunut muurahaishappo erotetaan ammoniumsuolasta tislaamalla.

3 Etikkahappo

Etikkahappo (etaanihappo CH3;COOH) on tdrkea teollisuuden raaka-aine, jota kaytetadn
mm. etikkahappoanhydridin, asetaattiestereiden, selluloosa-asetaatin, vinyyliasetaatti-
monomeerin, peretikkahapon ja monokloorietikkahapon valmistukseen /5,12/. Sita
kdytetddn myds muovien, laékeraaka-aineiden, vériaineiden, hyodnteismyrkkyjen,

elintarvikelisdaineiden, valokuvauskemikaalien ja lateksin kovettimien



tuotantoprosesseissa ja apuaineena tekstiiliteollisuudessa. Suomessa etikkahappoa
kéaytetadan myos monokloorietikkahapon ja edelleen karboksimetyyliselluloosan (CMC)

valmistukseen /12/. Kuvassa 4 on esitetty etikkahapon kayttokohteita.
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Kuva 4. Etikkahapon kayttokohteita /13/.

Etikkahappoa tuotetaan lahinna 6ljysta ja maakaasusta joko metanolin karbonyloinnilla
tai asetaldehydin hapetuksella /13,14/. Kuten kuvasta 5 nakyy, yli 60 % etikkahaposta

valmistetaan metanolin karbonyloinnilla.



Carbohydrates
fermentation
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oxidation

Kuva 5. Etikkahapon valmistusreitteja /13/.

Etikkahappoa voidaan tuottaa myds aerobisesti etanolin k&ymisreaktiolla /13/. Talla
menetelmé&lld tuotetaan yhd suurin osa etikasta. Ensimméinen merkittava kaupallinen
prosessi synteettisesti valmistettavan etikkahapon tuottamiseen perustui asetaldehydin
hapetukseen. Vuonna 1916 otettiin k&yttéon prosessi asetyleenin muuttamiseksi
asetaldehydiksi. Katalyyttind prosessissa kaytettiin organo-elohopeaa. Menetelméa
kéaytettiin  Kiinassa aina viime vuosiin asti, jolloin elohopean myrkylliset

ymparistovaikutukset pakottivat luopumaan menetelmasta.

Fossiilisten polttoainevarojen ehtyminen on johtanut 6ljyn hinnan nousuun, mikéa
puolestaan on johtanut uusiutuviin energial&hteisiin pohjautuvan teknologian
kehittymiseen /14/. Etikkahapon tuottaminen fermentoimalla on herattdnyt tutkijoissa
suurta  kiinnostusta sen taloudellisten mahdollisuuksien vuoksi. Biomassan
hiilihydraattien hyédyntdminen fermentointiprosessissa pilkkomalla hiilinydraatit ensin
monosakkarideiksi tapahtuu happohydrolyysin tai entsyymikésittelyn avulla. Kyseisill&
kasittelyilld biomassassa oleva hiilihydraattiaines pilkotaan siten k&ymiskykyisiksi
sokereiksi,  joita  bakteerit  hyddyntdvat  varsinaisessa  kaymisprosessissa.
Happohydrolyysin huonoina puolina ovat kuitenkin alhainen glukoosin saanto ja
laitteistojen korroosio. Entsymaattisella kasittelylla voidaan saavuttaa entistd parempi

saanto, mutta ongelmana on menetelman kalleus.



Seuraavaksi esitellddn erilaisia menetelmid etikkahapon tuottamiseen.

3.1 Fermentointi

Monet hiivat ja bakteerit pystyvat tuottamaan etikkahappoa. Esimerkiksi Candida utilis
-suvun hiivat tuottavat etikkahappoa biomassasta /15/. Lisédksi monet sellulolyyttiset,
mesofiiliset ja anaerobiset Clostridium-suvun bakteerit, kuten C. lentocellum SG6,
pystyvat  tuottamaan  etikkahappoa  suoraan  biomassasta  /16/.  Myds
etikkahappobakteerit (AAB) voivat hapettaa sokereita ja alkoholeja orgaanisiksi
hapoiksi /17/. Kyseiset bakteerit voivat tuottaa suuria méaria etikkahappoa etanolista.
Etikkahappobakteereita on paljon erilaisia ja ne luokitellaan nykyisin kahteentoista eri
sukuun. AAB voivat kayttdd erilaisia hiilinydraatteja hiililahteenddn. Esimerkiksi
Gluconobacter-kanta kayttdd mieluummin sokeria hiilenldhteen&d&n kuin Acetobacter-

kanta, mik& johtuu bakteerien erilaisesta metaboliasta.

Perinteinen monivaiheinen menetelmé siséltdd happo- tai entsymaattisen hydrolyysin,
jota seuraa substraatin fermentointi ja hapetus /16,18/. Télla menetelméalla saadaan
yleensa hyvé saanto, mutta se on kallis ja aiheuttaa laitteiston korroosiota. Tamén

vuoksi taloudellisempi vaihtoehto on biomassan suora konversio etikkahapoksi.

Etikkahappofermentoinnissa  etanoli  hapettuu  etikkahappobakteerien  avulla
etikkahapoksi /19/. Etikkahappo kuitenkin inhiboi bakteereita, joiden kasvu ja
fermentointikyky laskevat etikkahappokonsentraation kasvaessa. Td&man vuoksi on

kehitetty bakteereja, jotka kestévat entistd paremmin korkeaa etikkahappopitoisuutta.

3.2 Metanolin karbonylointi

Metanolin karbonyloinnissa eli Monsanto-prosessissa metanoli reagoi hiilimonoksidin

kanssa muodostaen etikkahappoa /13,20/. Katalyyttiné reaktiossa kaytetdan rodium(l)-



tai rodium(l)-komplekseja. Perinteinen metanolin karbonylointilaitos on esitetty

kuvassa 6.
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Kuva 6. Perinteinen metanolin karbonylointilaitos /13/.

Kuvassa 7 on esitetty rodiumkatalysoidun Monsanto-prosessin karbonylointikierto.
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Kuva 7. Rodium-katalysoidun karbonyloinnin kierto /13/.

Prosessissa rodium-dikarbonyyli-dijodidi-kompleksiin (A) lisatadan metyylijodidia,
jolloin saadaan rodium-metyyli-kompleksi (B) /13/. Taman jalkeen metyyliryhma
siirtyy  viereiseen hiiliatomiin  muodostaen asetyylimuodon (C) ja reagoi
hiilimonoksidin kanssa. Talléin muodostuu rodium-asetyyli-kompleksi (D), joka
asetyylijodidin pelkistavélla eliminaatiolla vapauttaa alkuperdisen rodiumkompleksin

(A). Prosessin sivutuotteena saadaan propionihappoa.

Monsanto-prosessissa on mahdollista kéyttdd rodiumkatalyytin lisdksi muita
katalyyttejd, kuten nikkelid ja iridiumia /13/. Vaikka nikkeli on huomattavasti
halvempaa kuin rodium, sen kompleksit voivat olla hyvin myrkyllisi4 ja haihtuvia
yhdisteitd. Tama rajoittaa sen kayttoa katalyyttind. Iridiumia puolestaan kaytetdén
rodiumin tilalla ja iridium-katalysoitu prosessi on hyvin samankaltainen kuin rodium-
katalysoitu prosessi. Prosessin tekniset vaikeudet liittyvét 1ahinna k&yttokustannuksiin,
joita alentamalla prosessista saadaan taloudellisesti kannattavampi /21/. Prosessista
saadaan taloudellisempi mm. sadtdmalla prosessiolosuhteita, kuten pitdmalla vedyn
osapaine karbonylointireaktorissa mahdollisimman alhaisena. Tadmé& vahentda

sivutuotteiden, kuten propionihapon ja metaanin muodostumista.
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3.3 Metyyliformiaatin isomerisointi

Etikkahappoa voidaan tuottaa myds metyyliformiaatin isomerisoinnilla homogeenisen
rodiumkatalyytin  lasnd ollessa /13/. Metyyliformiaatti tuotetaan  metyylin
dehydrogenaatiolla tai metanolin karbonyloinnilla korkeassa paineessa kuparioksidin ja
alkalikatalyytin lasnéd ollessa. On huomattu, ettd etikkahapon tuottaminen metanolin
dehydrogenaatiolla, jota seuraa metyyliformiaatin isomerisointi, vaatii ainoastaan

metanolin, eika lainkaan hiilimonoksidia:

CH3OH — HCHO — HCOOCH; — CH;COOH (5)

Etikkahappoa voidaan tuottaa pelkastddn metanolista kayttdmalla Ru-Sn-katalyyttia

113/,

3.4 Synteesikaasureitti

Reaktion ensimmadisessd  katalyyttisessa  vaiheessa tapahtuu metanolin  ja
dimetyylieetterin (DME) synteesi /13/:

CO + 2H; — CH5OH (6)
2CH30H — CH30CH3 + H,O (7)
H,0 + CO — CO, + H, ®)

Toisessa vaiheessa metanoli ja DME karbonyloidaan etikkahapoksi. Katalyytteina

kéytetaan erilaisia katalyysiseoksia (kupari-sinkki-alumiini-oksidit ja H-ZMS-5) /13/:

CH30H + CO — CHsCOOH (9)
CH30CHs + 2CO + H,0 — 2CH;COOH (10)

11



DME:n ja metanolin karbonyloinnissa etikkahapoksi kaytetddn katalyyttind rodium-

karbonyyli-kompleksia /13/.

3.5 Etyleenin kaasufaasihapetus

Etikkahappoa voidaan tuottaa kaksivaiheisella hapetusprosessilla etyleenista

seuraavasti /13/:

CH,=CH, + .0, — CH3CHO (11)
CH4CHO + %0, — CH;COOH (12)

Reitti sisaltad asetaldehydin nestefaasihapetuksen, jossa katalyyttind on mangaani-
asetaatti /13/. Prosessissa on korkea saanto ja alhaiset kustannukset, mutta ongelmana
ovat asetaldehydin korkeat varastointikulut. Sen liséksi katalyysisysteemi aiheuttaa

laitteiston korroosiota.

3.6 Muut teknologiat

3.6.1 Hydroterminen prosessi

Orgaanisen jatteen mééran lisdantyminen on pakottanut keksimaan uusia ja tehokkaita
ratkaisuja biojatteen ké&sittelyyn /22/. Yksi lupaava prosessi etikkahapon tuottamiseksi
biomassasta on markahapetusprosessi (WO) /22,23/. Etikkahapon saanto perinteisessa
markéahapetuksessa jda kuitenkin melko alhaiseksi (11-13 %), eikda saantoa pystyté
juurikaan parantamaan. Taman vuoksi on kehitetty kaksivaiheinen prosessi, jossa
ensimmaisen vaiheen tarkoitus on nopeuttaa 5-hydroksimetyyli-2-furaldehydin (HMF),
2-furaldehydin (2-FA) ja maitohapon muodostumista (kuva 8). Kyseiset yhdisteet

tuottavat etikkahappoa hapettumalla reaktion toisessa vaiheessa.
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The first step The second step
(hydrothermal degradﬂm:nj HME, 2-FA (oxidation)
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Kuva 8. Mahdollinen kaksivaiheinen prosessi etikkahapon saannon lisadmiseksi /22/.

Kuvassa 9 on esitetty biomassan hydroterminen konversio etikkahapoksi.

A H,0; supply pump L

Sampling - . —

High  Pressure
pump

Feed tank

Reactor s
> Solid-liquid
E—— E Preheater separator

Pressure
regulator

Gas sample
Liquid-gas > P

separator =
s Liquid sample

Kuva 9. Biomassan hydroterminen konversio etikkahapoksi /23/.
Aluksi  biomassa  paineistetaan ja  esikuumennetaan  /23/.  Tavallisessa

marké&hapetuksessa biomassa ja vetyperoksidi sekoitetaan kuumennuksen yhteydessé ja

johdetaan sen jalkeen hapetusreaktioon. Kaksivaiheisessa prosessissa reaktioséilio on
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jaettu kahteen osaan. Alemmassa osassa biomassa kuumennetaan ilman vetyperoksidia

(reaktion ensimmainen vaihe) ja ylemmassd osassa tapahtuu hapetusreaktio (reaktion

toinen vaihe). Tdman jalkeen seos johdetaan jaahdytettavéaksi, minka jélkeen Kiinted

aines ja neste erotetaan toisistaan. Viimeisend neste ja kaasu erotetaan toisistaan.

Hiilihydraattien mekanismi kaksivaiheisessa prosessissa on esitetty kuvassa 10. Aluksi

heksooseista muodostuu HMF:a dehydrataation avulla tai siten, ettd heksoosi katkeaa

ensin 3. ja 4. hiilen valistd ja tdman jalkeen tapahtuu dehydrataatio muodostaen

maitohappoa. HMF:sta ja maitohaposta muodostuu edelleen etikkahappoa.

5

I

C—OH
2l
CH,OH
Hexoses (mainly
glucose)

Polysaccharides
(like cellulose,
starch)

f
: 0
CH
——— CH,COOH
'ﬁ]lOlI
)
C—OH
OOH
HO—'I%—H -H,0 0,
------------ ————® (HOH —*
H—‘(l_“—ol-[ ' Rearrangement | CH,COOH
Hjy
H—5c|;—0H
‘CH,OH

Kuva 10. Hiilihydraattien kaksivaiheisen prosessin mekanismi /22/.
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3.6.2 Etaanin hapetus

Etaanin hapetus on 1980-luvulta perdisin oleva prosessi, jossa etaani hapetetaan
etikkahapoksi katalyytin lasné ollessa /13/:

katalyytti
CH3;CH3; + O, — CH3COOH + sivutuotteet (13)

Reaktio voi toimia kahdella eri tavalla riippuen katalyytista /13/: (1) metyyliryhma
hapettuu osittain tai (2) etaani hapetetaan etyleeniksi joka edelleen hydrataan etanoliksi,
etyleeniksi tai asetaldehydiksi. Katalyytteind kaytetddn yleensd molybdeenin,
vanadiumin ja jonkun muun metallin seoksia (Z). Katalyytin yleinen muoto on
MoyVyZ,.

3.6.3 Metaanin karbonylointi

Etikkahappoa voidaan tuottaa metaanista ja hiilimonoksidista katalyytin
Pd(OCOCHj3)2/Cu(OCOCHs3),/K2S,08/CF3COOH lasné ollessa /13/. Myds metaanin,
hiilimonoksidin ja hapen seoksesta voidaan tuottaa etikkahappoa rodiumtrikloridi-

katalyytin ldsnédollessa seuraavan reaktioyhtalon mukaisesti:

RhCl3
CH, + CO + %0, — CH,COOH (14)

Reaktio tuottaa korkean etikkahapposaannon, mutta hidas reaktionopeus tekee siita

taloudellisesti kannattamattoman /13/.

Etikkahappoa voidaan tuottaa metaanista myds valmistamalla metaanista ensin

metanolia, josta edelleen tuotetaan etikkahappoa metanolin karbonylointireaktiolla /24/.
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Perinteisesti nd&mé& kaksi vaihetta ovat erillisid, mika lisd& tuotantokustannuksia.
Poistamalla prosessista energiaa vievia vélivaiheita pystytdan tuottamaan etikkahappoa
suoraan metaanista edullisemmin ja yksinkertaisemmin. Prosessissa metaanikaasu ja
happi muodostavat metanolin, hiilimonoksidin ja metaanin seoksen, joka syotetddn
metanolin karbonylointireaktoriin. Reaktorissa kaasuseoksesta muodostuu edelleen
katalyytin lasnéd ollessa etikkahappoa. Etikkahappoa otetaan talteen ja jéljelle jaanyt

metanoli kierratetddn uudestaan karbonylointireaktiossa.

4 Propionihappo

Propionihappo (propaanihappo CH3CH,COOH) on merkittava kemikaali esimerkiksi
kasvimyrkyissa, parfyymeissé ja ladkealan sovelluksissa /25-27/. Lisaksi sitd kdytetaan
rehuviljan sailontdéan /5,28/. Siita valmistetaan my6s farmaseuttisia tuotteita, mm.
ihonhoitoaineita seka hajusteina kéytettavia estereitéd /4/. Propionihappoa ja sen suoloja
kaytetddn myos laajalti elintarvikkeissa /25-28/. Propionihappoa valmistetaan lahes
yksinomaan petrokemian prosessien kautta /25,27,29/. Kuten etikkahapon kohdalla,
oljyn hinnan nousu ja kuluttajien kasvava kiinnostus biopohjaisia tuotteita kohtaan ovat
kuitenkin lisanneet teollisuuden kiinnostusta propionihapon valmistukseen uusiutuvista

raaka-aineista /25/.

Propionihappoa valmistetaan hapettamalla propanolia tai vaihtoehtoisesti katalyyttisella
reaktiolla, jossa l&htfaineina ovat etanoli ja hiilimonoksidi /5/. Propionihappoa syntyy
my6s heksooseista bakteerien aiheuttamassa ns. propaanihappokdymisessd, jota
esiintyy mm. juuston valmistuksen yhteydessa.

4.1 Fermentointi

Propionihappoa tuottavia bakteerikantoja on useita erilaisia. Esim. bakteerikannat

Propionibacterium acidipropionici, P. jensenii, P. thoenii, P. freudenreichii ja P.
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shermanii pystyvét tuottamaan propionihappoa kdymisreaktiolla /30/. Lukuunottamatta
P. thoenii- ja P. freudenreichii -kantoja, ndiden bakteerien propionihapposaanto
anaerobisessa fermentoinnissa on korkea kéaytettdessa sokerina sakkaroosia. Nama
kannat tuottavat myos vdhemmaén etikkahappoa. Varsinkin P. acidipropionici -kannan
etu on alhainen etikkahapon muodostuminen kdymisreaktiossa. Kaytettaessa glyserolia
sokerina fermentoinnissa pystytddn saavuttamaan huomattavasti korkeampi saanto

verrattuna glukoosiin (kuva 11) /25/.

Glycerol

NAD*
f::NADH
ATP e
ADP::i
pop DHAP_

ATP NADH

’..,, PEP
ATP
GDP
GTP ADP ATP

Acetyl CoA < \T Pyruvate Oxaloacetate Malate
VA
CoA

Pl‘> CO;. CoA NADH  NAD* HAEH
Methylmalonyl NAD*

CoA i
v
Acetyl phosphate Propionyl CoA Succinate «— Fumarate
> A
ATP &7

v Succinyl CoA Propionate
Acetate

Biomass 7

NADH

Kuva 11. Propionihappofermentoinnin dikarboksyylihapporeitti glyserolista P.

acidipropionici —bakteerilla /25/.



Monet propionihappoa tuottavista bakteereista ovat vahvasti riippuvaisia pH-arvosta
/30/. Yhden yksikon nosto pH-asteikolla voi kasvattaa saantoa jopa kaksinkertaiseksi.

Myos lampdtila vaikuttaa saantoon.

Perinteisen propionihappofermentoinnin ongelmana on usein alhainen saanto ja
vakevyys /25,27-29/, mik& johtuu mm. bakteerien hitaasta kasvusta, voimakkaasta
lopputuotteiden inhibiitiosta /29,31/ seka talteenoton vaikeudesta /32/. Fermentoinnin
saantoa yritetddnkin nostaa vahentamélld lopputuotteiden inhibiitiota ja parantamalla
reaktorin tuottavuutta. Myo6s bakteerien sietokykya propionihappoa vastaan on koetettu
parantaa /25,32/.

Geenitekniikan kehitys on mahdollistanut valmistaa bakteerimutantteja, jotka
parantavat fermentointia /25,28,29/. Yksi k&ytetty mutantti on P. acidipropionici ACK-
Tet, jota kayttaméalla saadaan tuotettua propionihappoa paremmalla saannolla. Myos P.
acidipropionici P9-kannasta kehitetty mutantti P200910 pystyy tuottamaan enemman
propionihappoa kuin alkuperdinen kanta /33/. Biomassaa muodostuu prosessissa

vahemmaén, miké alentaa biomassan poistosta aiheutuvia kustannuksia.

Propionihappofermentoinnissa muodostuu propionihapon lisdksi etikkahappoa /27/.
Etikkahapon muodostuminen reaktiossa ei ole suotavaa, silla se alentaa propionihapon
saantoa. Taman vuoksi etikkahapon tuotantoa pyritddn vahentamaédn tai estaméan
kokonaan kayttamalld geenimuunneltuja bakteereita. Yksi kaytetty bakteeri on P.
acidipropionici, jossa asetaattikinaasi-geenin (ack) toiminta on estetty joko
hairitsemalla geenin toimintaa lisdamalla geeniin vieras DNA-sekvenssi tai estaméalla

bakteeria muodostamasta etikkahappoa (kuva 12).
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Acetate Succinate FP
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Kuva 12. Propionihappofermentoinnin dikarboksyylihapporeitti glukoosista P.

acidipropionici —bakteerilla /27/.

Oljyn hinnan nousu on herattanyt kiinnostuksen tuottaa propionihappoa vaihtoehtoisilla
menetelmilld. Yksi varteenotettava menetelmd on uuttofermentointi /34/. Talla
teknologialla on mahdollista saavuttaa parempi reaktorin tuottavuus ja talteenotto seka
vahentdd jalkikasittelyyn menevdd kuormaa ja alentaa tuotantokustannuksia.
Perinteisesti  propionihappoa on  uutettu  fermentointiliemestd  saostamalla
kalsiumsuolalla. Aktiivinen uutto sen sijaan kayttdd uuttoaineen ja laimennusaineen
yhdistelmda parantaakseen talteenottoa. Uuttoaineina voidaan kéyttad esimerkiksi
tributyylifosfaattia (TBP) tai trioktyyliamiinia (TOA).

4.2 Etyleenin karbonylointi

Etyleenin karbonylointi on yksivaiheinen konversio etyleenistd ja hiilimonoksidista
propionihapoksi /35,36/. Katalyytteind voidaan ké&yttd4 kalliita alkuaineita, kuten
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iridiumia ja palladiumia, mutta ndiden kayttd on liian kallista k&ytettaviksi kaupallisiin
sovelluksiin. Katalyyttind voidaan kayttdd myos halvempia Cr-ryhmé&én perustuvia
katalyyttejé, jotka kalliiden katalyyttien tavoin voivat toimia matalassa paineessa ja
lampdotilassa. Reaktio tapahtuu veden tai alkoholin ja katalyytin lasndollessa seuraavan

reaktioyhtalon mukaisesti:

H,C=CH, + CO + H,0 — CH3CH,CO,H (15)

4.3 Propionialdehydin hapetus

Propionihappoa valmistetaan hapettamalla propionialdehydid koboltti- tai mangaani-
ionikatalyytin l&sndollessa lampdtilassa 40-50 °C /17/.

CH3CH,CHO + ¥ O, — CH3;CH,COOH (16)

4.4 Glyserolin katalyyttinen dehydraatio

Glyserolin dehydraatio on yksivaiheinen reaktio, jossa katalyyttind on ainakin yksi
siirtymametallia sisaltdva yhdiste /17/. Reaktio suoritetaan hapen Il4snd ollessa
vakiopaineessa ja -lampétilassa. Reaktiolampdétila on yleensa 180-300 °C ja paine 5—
4000 Pa.

Propionihappoa tuotetaan myds hapettamalla propionialdehydia koboltti- tai mangaani-

ionien lasndollessa lampdotilassa 40-50 °C /29/.
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5 Voihappo

Voihaposta (butaanihappo CH3(CH2),COOH) valmistetaan hajusteissa kaytettavia
hyvéntuoksuisia estereitd seka muita, lukuisiin kdyttokohteisiin soveltuvia johdannaisia
/5/. Liséksi sita kaytetddn sellaisenaan mm. nahkateollisuudessa parkitukseen ja
kalkinpoistoon. Voihappoa kaytetddn my0ds ruoanvalmistuksessa antamaan makua
137,38/.

Voihappoa valmistetaan kdymisteitse peruna-, maissi- ja riisitarkkelyksesta
butaanihappobakteerien avulla /4/. Sitd voidaan valmistaa myds hapettamalla butanaalia
/5,39/.

Voihapon tuottaminen uusiutuvista energialdhteista on tullut entistd kiinnostavammaksi
vaihtoehtoehdoksi verrattuna 6ljypohjaisiin kemiallisiin synteeseihin /38,39/. Syyna
td4hdn on vyleinen huoli petrokemianteollisuuden ympdristohaitoista ja kuluttajien
kasvava Kkiinnostus biopohjaisia tuotteita kohtaan. Bioteknologiset voihapon
tuotantoprosessit eivat kuitenkaan ole taloudellisesti kannattavia verrattuna
kemialliseen tuotantoon /40/. Té&ma johtuu alhaisesta saannosta ja lopputuotteen
kalliista talteenotto- ja erotusmenetelmista.

5.1 Fermentointi

Voihappoa tuottavia bakteerikantoja on useita /37,39,41/. Téllaisia ovat esim.
Clostridium, Butyrvibrio, Butyribacterium, Sarcina, Eubacterium, Fusobacterium ja
Megasphera -sukuihin kuuluvat anaerobiset mikro-organismit. Hiilildhteend bakteerit
voivat kayttdd glukoosia, laktoosia, sakkaroosia, térkkelystd, perunaa, vehn&a,
selluloosaa tai glukoosia. Kyseiset bakteerit tuottavat voihappoa anaerobisessa
prosessissa.
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Kéytettdessd Clostridium-bakteerikantaa glukoosin metaboliareitti tuottaa voihapon
lisaksi useita muita yhdisteitd, esim. butyraattia, butanolia, asetaattia ja asetonia (kuva
13) /37,39,42/. Kaksi vastaavaa metaboliareittid tuottavat asetaattia ja butyraattia

asetyyli-CoA:n ja buturyyli-CoA:n toimiessa valituotteina.

0 ‘ PdX 2
2 €O Fae;, ~ H

" A
PT 2 Acetyl-Cod

ADP Acetyl-P

ATP AK
Acetoacetyl-CoA
CoA

2NAD'
Butyryl-CoA
PTB
Butvryl-P
-~ ADP Metabolic pathway for butyric acid
BK fermentation of glucose. (AK:
acetate kinase, BK: butyrate kinase,
ATP PTA: phosphotransacetylase, PTB:
Butyrate phosphotransbutyrylase).

Kuva 13. Glukoosin metaboliareitti voihappofermentoinnissa /42/.

Clostridium-kanta on yleisimmin kéytetty kanta voihapon tuottamisessa johtuen mm.
sen hyvastd tuottavuudesta /39/. Tdéma bakteerikanta pystyy hyddyntdmaan useita
sokereita hiilenlahteenddn, kuten heksooseja, useita pentooseja sekd oligo- ja

polysakkarideja.
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Voihappoa voidaan tuottaa biomassasta useilla eri fermentointimenetelmilla /39,41/.
Asetoni-butanoli-etanoli(ABE)fermentointi Clostridium acetobutylicum -bakteerilla on
yksi vanhimmista teollisesti kaytetyistd fermentointimenetelmistd /42/. Tyypillisessa
ABE-fermentoinnissa tuotetaan ensin etikka-, propioni- ja voihappoa C. acetobutylicum
-bakteerin avulla, minka jalkeen hapoista voidaan edelleen tuottaa asetonia, butanolia ja
etanolia (kuva 14). Clostridium-kannalla on kaksi rinnakkaista metaboliareittia /39/.
Ensimmadinen reitti tuottaa happoja (butyraatti ja asetaatti) ja toinen reitti liuottimia
(asetoni ja butanoli). ABE-fermentoinnin saanto on tyypillisesti matala johtuen
tuotteiden inhibiitiosta /42/.

ABE Fermentation Pathway

Acetogenesis Glucose Solventogenesis
Lactate =-======Pyruvate

oS "

Acetate +— 4+— Acetyl-Cof, —p—3 Ethanol

|

Acetoacetyl-Coll —s _..:: Bcetane

C. acetobutylicum | £o,

b

Butyrate 4+— 4— Butyryl-CoA —s—3 BUianol

Heterofermentation with fwo distinzwished phases and several
byproduocts - low butanel vield from glocose

Kuva 14. C. acetobutylicum -bakteerin ABE-fermentointireitti /42/.

ABE-fermentoinnin saantoa on yritetty parantaa useilla eri menetelmilld, kuten
kayttaméalla erilaisia reaktoreita /42/. Myds uuttofermentoinnilla, jossa butanoli
poistetaan kdymisliemesta paikan pailla, on pystytty parantamaan saantoa jonkin
verran. Yksi keino on erottaa hapon (voihappo) ja liuottimen (butanoli) tuotanto, ja
kayttdd kahta perakkaista fermentointia (kuva 15). Ensimmaisessad vaiheessa tuotetaan
voihappo  kayttamélld  Clostridium  tyrobutyricum  -bakteeria.  Toisessa

fermentointivaiheessa muodostuu butanolia Clostridium acetobutylicum -bakteerin
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avulla. Taméa kaksivaiheinen prosessi mahdollistaa sen, ettd molemmat bakteerit voivat

toimia omalla optimaalisella lampdtila- ja pH-alueellaan.

Butanol Production from Starch/Glucose
Using a Two-Step Fermentation Process

Butyric acid Euntanol EButanol

Immob. Recovery
Cell omit
Reactor
Starch /
Clocose

Kuva 15. Glukoosin kaksivaiheinen fermentointiprosessi butyraatin kautta butanoliksi
142].

Fermentoinnin ongelmana on usein alhainen saanto, mikd johtuu osaksi voihapon
inhibiittoriefektistd  /40/. Kyseinen ongelma voidaan ratkaista tehokkaalla
erotusmenetelmalld, jossa inhibitiotuote poistetaan sitd mukaa kun sitd muodostuu.
Yksi mahdollisesti tehokas erotusmenetelmd on reaktiivinen uutto. Menetelméan
tehokkuus riippuu suurelta osin kaytettdvasta uuttoreagentista. Saantoa ja lopputuotteen
pitoisuutta voidaan parantaa myds kayttdmalla kuitupetireaktoria (FBB) /41/. Liséksi
yksi tapa on kayttdd kaikki hiilinydraatit voihapon tuottamiseen ja eliminoida kaikki

muut prosessissa syntyvét sivutuotteet /38/.

Kuten etikka- ja propionihapon kohdalla, myds voihapon saantoa voidaan parantaa
kayttaméalla mutantteja /38,42/. C. tyrobutyricum -kannasta on kehitetty kaksi mutanttia,
joista toisesta on inaktivoitu asetaattikinaasi-geeni (ack) ja toisesta fosfotransasetylaasi-
geeni (pta). Ndiden geenien inaktivointi muuttaa asetaatin muodostumisreaktiota ja
johtaa siten parempaan voihapon saantoon. Myds bakteerin sietokyky butyraattia
kohtaan on parempi ja néin ollen inhibitioefekti vah&isempi /42/. Kuvassa 16 on esitetty

Clostridium tyrobutyricum -kannan metaboliareitti /38/.
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Kuva 16. Clostridium tyrobutyricum ATCC 25755 -kannan metaboliareitti /38/.
5.2 Butanaalin hapetus
Butanolin hapetuksessa muodostuu butanaalia, josta edelleen voidaan valmistaa
voihappoa syottdmalla ilmaa tai happea butanaalin ldpi katalyytin lasnd ollessa
seuraavan reaktioyhtalén mukaisesti /43/:

CH3CH,CH,CHO + O, — CH3CH, CH,COOH (17)

Prosessi on hyvin hidas ja butanaalin havié on merkittava. Tamén vuoksi se ei sovellu

kaupalliseen tarkoitukseen sellaisenaan /43/.
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5.3 Alkoholien biotransformaatio

Alkoholien biotransformaatio muodostaa yhden tavan tuottaa orgaanisia happoja /39/.
Erds ensimmaisistd yrityksista tuottaa voihappoa talla menetelmalla oli butanolin
hapetus kayttamélla Gluconobacter- ja Acetobacter-bakteerikantoja. Samoja kantoja
kéaytettiin - myds propionihapon tuottamiseen. Acetobacter aceti -bakteeria
hyoédynnettiin myéhemmin useiden primaaristen alkoholien hapetuksessa orgaanisiksi
hapoiksi. Liséksi useilla hiivakannoilla, kuten Saccharomyces-, Hansenula-, Pichia-,
Candida- ja Kluyveromyces -sukujen hiivoilla, on mahdollista tuottaa orgaanisia

happoja alkoholeja hapettamalla.

Gandolfi et al. /44/ tekemdssd tutkimuksessa erilaisia alkoholeja hapetettiin sek&
vedelld ettd veden ja iso-oktaaanin seoksella (kuva 17). Bakteerikantoina kaytettiin

Acetobacter-suvun bakteereita ja Gluconobacter asaii —bakteeria.

ECHO — RCOOH
Acetobacter sp.or
RCH,OH

Gluconobacter asau

RCHO
HZO/lsooctane 2

la= 1- pentanol

1 b= 3-methyl-1-butanol
1c= 1-hexanol

1d= geraniol

1e= benzyl alcohol
1f=2-phenylethanol

1g  2-phenylthioethanol

1 h= cinnamyl alcohol
li= (RS)-2-phenyl-1-propanol

Kuva 17. Alkoholien hapetus vedelld sekd veden ja iso-oktaanin seoksella /44/.

Molemmilla bakteerikannoilla saavutettiin korkea saanto, ja menetelma vaikuttaakin

lupaavalta erilaisten happojen tuottamiseen /44/.
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6 Yhteenveto

Karboksyylihappoja voidaan tuottaa lukuisilla eri menetelmilld. Aiemmin niiden
valmistus perustui paaosin petrokemian prosesseihin uusiutumattomista raaka-aineista.
Viimeaikainen kehitys bioteknologiassa on kuitenkin mahdollistanut uusien entista
tehokkaampien menetelmien kehittdmisen, joissa Kkyseisid happoja tuotetaan

ymparistoystavallisesti uusiutuvista energialahteistd kaymisteitse.

Muurahaishappo on  yksinkertaisin  karboksyylihappo, jota kdaytetddn mm.
séilorehuliuoksen valmistuksessa, paperin ja tekstiilien varjayksessa, markalujahartsin
valmistuksessa, nahan  késittelyssa  ja  ladkeainesynteeseissd.  Teollisesti
muurahaishappoa muodostuu sivutuotteena etaanihapon valmistuksessa, mihin sen
ensisijainen valmistus perustuu. Muurahaishappoa voidaan tuottaa myods esimerkiksi
metyyliformiaatin  hydrolyysilld, hiilidioksidin hydrogenaatiolla tai antamalla

rikkihapon ja veden reagoida formamidin kanssa.

Etikkahappo on tarkea teollisuuden raaka-aine, jota kdytetddn mm. etikkahappoanhydri-
din, asetaattiestereiden, selluloosa-asetaatin, vinyyliasetaattimonomeerin, peretikkaha-
pon ja monokloorietikkahapon valmistukseen. Sitd kaytetddn myds muovien,
ladkeraaka-aineiden,  vdriaineiden,  hyonteismyrkkyjen, elintarvikelisdaineiden,
valokuvauskemikaalien ja lateksin kovettimien tuotantoprosesseissa ja apuaineena
tekstiiliteollisuudessa. Suomessa etikkahappoa kaytetddn monokloorietikkahapon ja
edelleen CMC:n valmistukseen. Etikkahappoa tuotetaan ldhinna 6ljysta ja maakaasusta
joko metanolin karbonyloinnilla tai asetaldehydin hapetuksella. Etikkahappoa voidaan
my06s tuottaa aerobisesti etanolin kdymisreaktiolla. Etikkahapon tuottaminen
fermentoimalla on heréttdnyt tutkijoissa suurta Kkiinnostusta sen taloudellisten
mahdollisuuksien vuoksi. Fermentointiprosessissa kéaytetaan hyvaksi erilaisia mikro-
organismeja, kuten hiivoja ja bakteereita. Kyseiset mikro-organismit hyddyntavat
orgaanisen aineksen kaymisprosessissa, jonka lopputuotteena saadaan erilaisia
orgaanisia happoja. Biomassan hiilihydraattien hyédyntdminen fermentointiprosessissa

pilkkomalla hiilihydraatit ensin monosakkarideiksi tapahtuu happohydrolyysin tai
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entsyymikasittelyn avulla. Kyseisilla kasittelyilld biomassassa oleva hiilihydraattiaines
pilkotaan siten kdymiskykyisiksi sokereiksi, joita bakteerit hyddyntavét varsinaisessa
kéymisprosessissa. Happohydrolyysin huonoina puolina ovat kuitenkin alhainen
glukoosin saanto ja laitteistojen korroosio. Entsymaattisella kasittelylla voidaan
saavuttaa entistd parempi saanto, mutta ongelmana on menetelman kalleus. Perinteisen
fermentoinnin ongelmana on kuitenkin usein alhainen saanto, mik& johtuu p&dosin
talteenoton vaikeudesta ja lopputuotteiden inhibiitiosta. My6s laitteistojen korroosio
aiheuttaa ongelmia. Kyseisiin ongelmiin on yritetty 10ytda ratkaisua mm. kehittdmalla
geenimuunneltuja bakteerikantoja, jotka kestdvat paremmin korkeaa happopitoisuutta

seka kehittamalla tehokkaampia talteenottomenetelmia.

Propionihappoa kaytetddn kasvimyrkyissa, parfyymeissa, ladkealan sovelluksissa seké
rehuviljan sdilontd&n. Siitd valmistetaan my0s farmaseuttisia tuotteita, kuten
ihonhoitoaineita. Samoin propionihappoa ja sen suoloja kaytetddn laajalti
elintarviketeollisuudessa. Propionihappoa valmistetaan ldhes yksinomaan petrokemian
prosessien kautta. Oljyn hinnan nousu on kuitenkin lisannyt teollisuuden kiinnostusta
propionihapon valmistukseen uusiutuvista raaka-aineista. Propionihappoa voidaan
valmistaa etyleenin karbonyloinnilla, propionialdehydin hapetuksella, glyserolin
katalyyttisella dehydraatiolla sek& fermentoimalla. Propionihappofermentoinnin
ongelmana on usein alhainen saanto ja vékevyys. T&ma johtuu mm. bakteerien hitaasta
kasvusta, voimakkaasta lopputuotteiden inhibiitiosta seka talteenoton vaikeuksista.
Geenitekniikan kehitys on mahdollistanut geenimuunneltujen bakteerikantojen

kehittdmisen, mikad parantaa fermentointia.

Voihaposta valmistetaan hajusteissa kaytettavia hyvantuoksuisia estereita sekd muita
eri kayttokohteisiin soveltuvia johdannaisia. Liséksi sitd kaytetddn sellaisenaan
nahkateollisuudessa, kalkinpoistossa ja ruoanvalmistuksessa. Kuten etikka- ja
propionihappoa voihappoa valmistetaan kdymisteitse bakteerien avulla. Sitd voidaan
valmistaa my0s hapettamalla butanaalia. My6ds voihapon valmistus uusiutuvista
energialdhteistd on tullut kiinnostavammaksi verrattuna 6ljypohjaisiin synteeseihin.

Bioteknologiset tuotantoprosessit eivét kuitenkaan ole vield taloudellisesti kannattavia
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verrattuna kemialliseen tuotantoon. Syind tdhan ovat alhainen saanto ja Kkallis
lopputuotteen talteenotto- ja erotusmenetelmd. Fermentoinnin saantoa on yritetty
parantaa mm. kayttdmalla kahta perdkkdistda fermentointia, tehostamalla

erotusmenetelmid seka kehittdmalla bakteerimutantteja.
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