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THVISTELMA

Pro gradu -tutkielman kirjallisuusosassa tavoitteena oli esitella kemiallisia kontrastin
kemiallisia lisdysmenetelmi& puukuitumateriaalille. Kontrastin lisdyksen tavoitteena on
pystyd paikallistamaan kuitufraktioita, kuten nanoselluloosaa ja hienoainesta,
paperiarkista rontgentomografiakuvauksen avulla. Kuidun eri kerrosten kontrastien
lisddminen toisiin  kerroksiin ndhden auttaisi myos kuidun yksityiskohtaisen
kerrosrakenteen madrittdmisessd tomografiakuvantamisella, mikd on my6s yhtena

tavoiteltavana kohteena.

Alussa aihetta pohjustetaan kertomalla tomografiasta materiaalin rakenteen
tutkimusmenetelménd ja syvennytdan ymmartamaan kuidun monimutkaista rakennetta.
Merkintd- ja varjadysmenetelmid k&yd&an lapi jo olemassa olevista varjays- ja

merkintdmenetelmista aina sovellettaviin keinoihin.



ESIPUHE

Pro gradu -tutkielma on Kkirjoitettu vuoden 2011 tammikuun ja lokakuun vélisend
aikana. Tutkielman aihe on saatu Teknologian tutkimuskeskuksen VTT:n Jyvaskylan
toimipisteen ja Jyvaskylan yliopiston fysiikan laitoksen yhteistyon antimista. Aihe
kuului osaksi FuFiPro-projektia, jonka rahoitus tuli Euroopan unionin Euroopan
aluekehitysrahastolta ja Keski-Suomen liitolta. Aiheeseen liittyen on tehty tutkimus-
projekti, joka on osa kemian alan syventdvid opintojani. Tutkielmassa kéytetyt
Kirjallisuusviitteet on l6ydetty padosin SciFinder - ja Web of Science -tietokantoja seka

VTT:n omia tietokantoja kayttéen.

Tahdon kiittd4d Teknologian tutkimuskeskus VTT:ta ja Jyvaskylén yliopiston fysiikan
laitosta mielenkiintoisesta ja haasteellisesta aiheesta. Haluan Kiittadd suuresti projektin
paavetdjana toimivaa VTT:n tiiminvetdjaani erikoistutkija Juha Salmelaa. Kiitos hanelle
innostavasta aiheesta. Tahdon kiittdd suurella sydamellani myos tutkielmani ohjaajaa
professori Maija Nissisté loistavasta ja korvaamattomasta ohjauksesta seka pro gradu -
tutkielman tarkastamisesta. VTT:n asiakaspaallikké Terhi Saarelle suuri Kkiitos
tutkielman tarkastamisesta. Kiitos kuuluu myds Jyvéskyladn yliopiston professori
Markku Katajalle ja tutkijatohtori Markko Myllykselle sekd koko fysiikan laitoksen
tomografiaporukalle tomografiaosaamisen neuvoista. Kiitin myds VTT:n johtava
tutkija Elias Retulaista kuituosuuden ohjauksesta. Kiitokset kuuluvat lisdaksi VTT:n
tutkija Pia Vennolle ja erikoistutkija Timo Lappalaiselle hyvista ohjeista ja mukavasta
matkaseurasta matkalla Ruotsin KTH-korkeakouluun kokeilemaan erdstd merkitsemis-
menetelmad, joka oli osa tutkimusprojektia. Kiitokset ndin ollen myés KTH:n Harry
Brumerille ja Johan Larsbrinkille. Lampimat halaukset koko VTT:n mukavalle ja
ystavalliselle tydporukalle, joiden kanssa on ollut kiva tehda t6ita opiskelujeni ohessa.
Kiitokset Anssi Lipposelle ja Henna Martiskaiselle vasta-aineisiin ja entsyymien
sitoutumisosiin  perustuvien merkitsemismenetelmien - tekstiosuuden korjaus-

ehdotuksista.

Suurimmat ja lampimimmat kiitokset kuuluvat Kkihlatulleni Arille, joka on jaksanut
kannustaa, tukea ja kuunnella minua koko yhteiselomme ajan. L&mpimat kiitokset myos

perheelleni ja ystavilleni opiskelujeni kannustuksesta.
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1 JOHDANTO

Klassinen kuvattavien naytteiden rakenteiden karakterisoiminen suoritetaan usein
kaksiulotteisilla  kuvantamismenetelmilld, kuten optisella mikroskopialla tai
elektronimikroskooppisin tekniikoin. Niilld saadaan suuri maara rakenteellista tietoa
naytteen pinnasta sek& pinnalla olevista kohteista, mutta ne eivét kuitenkaan usein ole
riittdvia kuvaamaan ndytteen sisdistd rakennetta ilman néytettd rikkovien

poikkileikkeiden valmistamista.'

Rontgentomografia, joka on suhteellisen uusi menetelmd materiaalitutkimuksessa,
tarjoaa ndytettd rikkomattoman menetelman kohteen siséisen rakenteen tutkimiseen.
Menetelma perustuu rontgenséateisiin, joiden olemassaolon Wilhelm Rontgen havaitsi
ensimmaisen kerran vuonna 1895.° Roéntgensateitd on Kkaytetty laaketieteellisissa
tutkimuksissa jo vuosikymmenid tutkimaan potilaan sisdisia luurakenteita, mahdollisia
murtumia ja sydpasolujen kasvua.® Laaketieteessd tomografiatutkimukset, joissa seka
lahde ettd detektori pyorivat potilaan ympari kuvauksen aikana, alkoivat yleistyd 1970-
luvulla. Korkean resoluution rdntgensadetomografia, jossa néytetta pyoritetdan
pyorimisakselin ympari pienin kulmamuutoksin detektorin ja lahteen ollessa kiinteasti
paikallaan, tuli teollisuuden materiaalien tutkimusten kéyttéon vasta reilu vuosikymmen
sen jalkeen.*> Rontgentomografialla voidaan tutkia muun muassa rakenteen sisaisia
huokosia, vikoja, laitteen osia, murtumia seka erilaisista komponenteista ja

kemikaaleista koostuvien materiaalien rakenteita.’

Suurena mielenkiinnon kohteena paperiteollisuudessa on nahda kolmiulotteisesti kuidun
sisdistd rakennetta ja paperin sisdista Kkuituverkostojen rakennetta, Kkuitujen
kytkeytymisté toisiinsa ja kuitufraktioiden hajaantuneisuutta. Padongelmana Kkuitujen
rontgentomografiakuvauksissa kuitenkin on kuidun kemiallisten ainesosien, kuten
hiilihydraattien, samankaltaisuus. Hiilihydraatit koostuvat paaosin kevyista alkuaineista,
kuten hapesta, hiilestd ja vedystd. Kevyet alkuaineet absorboivat rontgensateitd hyvin
heikosti, jolloin rdntgensdteet eivat kykene erottamaan pienimpida komponentteja
toisistaan.® Merkinta- ja varjaysmenetelmilla kuidun kontrastia voidaan parantaa, jolloin
tomografialla saatu kuvadata on paljon yksityiskohtaisempi kartta kuidun sekd paperin

sisdisesta rakenteesta.



Pro gradu -tutkielman pé&atavoitteena on esitelld Kirjallisuudesta l6ytyvida kontrastin
parantamiskeinoja.  Aluksi  kirjallisuusosiossa  pohjustetaan  rdntgentomografiaa
kuitumateriaalin mittausmenetelmand, jonka jélkeen kerrotaan tarkemmin Kkuitujen
rakenteesta ja valaistaan, miten kuituja on kuvattu mikroskooppisin menetelmin.
Lopuksi kdydaan lapi kirjallisuudessa esiteltyja kemiallisia merkintamenetelmia, joita

voitaisiin soveltaa kuitujen kontrastin lisdédmiseen rontgentomografiamittauksissa.



2 RONTGENTOMOGRAFIA PUUKUITUNAYTTEIDEN
ANALYSOINNISSA

2.1 Rontgensateily

2.1.1 ROntgensateilyn muodostuminen

Rontgenséteily on elektromagneettista sateilyd, jonka aallonpituus on alle yksi
&ngstromia (10™° metrid).? Réntgensateily muodostetaan kiihdyttamalla varauksellisia
partikkeleita hehkukatodilta, joka on yleensd réntgenputkessa volframihehkulankaa,
anodikohtiolle, joka on yleensé metallia, kuten kuparia (Cu), molybdeenid (Mo), hopeaa
(Ag) tai volframia (W). Elektronit emittoituvat lammitetystd hehkulangasta ja kiihtyvét
potentiaalierosta johtuen kohti kohtiota. Elektronien térméatesséd anodiin niiden vauhti
hiljenee ja osa elektronien Kkineettisestd energiasta muuttuu jarrutussateilyksi eli
jatkuvan spektrin séteilyksi ja osa karakteristiseksi sateilyksi (Kuva 1), joka on peraisin
anodin atomien elektroniverhoon syntyneiden viritystilojen purkautumisesta.
Rontgensateilyssd merkitystd on ainoastaan K-kuoreen liittyvalla karakteristisella
sateilylla, silla muiden kuorien virityksesté syntyvien fotonien energiat ovat niin pienié,
etteivdt ne kykene tunkeutumaan roéntgenputken ulkopuolelle. Vain pieni méaara
elektronisateen kineettisesta energiasta muuttuu réntgensateilyksi. Suurin osa energiasta
vapautuu lampona.° Tuotetun siteilyn maara kasvaa, mitd raskaampi alkuaine
anodimateriaaliksi valitaan ja mitd korkeampi jannite s&adetddn. Anodimateriaali
vaikuttaa spektrin karakteristisen séteilyn piikkeihin ja jarrutusséteilyn spektrin

muotoon.?’

Rontgensateilyn fotonien energia rontgendiagnostiikassa on tyypillisesti 10 - 150 keV.
Rontgensiteilyn “kovuus” eli ldpitunkevuus riippuu séteilyn kvanttien energiasta. Kova
séteily lapdaisee ainekerroksia hyvin ja sen kvanttien energia on suuri. Pehmean séteilyn
lapaisykyky on huono ja sen kvanttien energia on pieni.’ Pehmein rontgenséteilyn
energia on noin 1 - 10 keV. Korkean intensiteetin piikeilla on erittdin kapea energia-
alue. Rontgensateiden intensiteettida pienentdd se, ettd rontgensateet emittoituvat

kaikkiin suuntiin ja suurin osa niista ei ikind kohtaa kuvattavaa kohdetta.



Kuva 1. Rontgensateilyn aallonpituusspektri (vas.) ja karakteristisen rontgensateilyn

muodostuminen (oik.).2

2.1.2 Rontgensateilyn vuorovaikutus materiaalin kanssa

Kaikilla hiukkasilla on seké aalto- etté hiukkasluonnetta. Kun fotonilla on suuri energia,
kuten rontgensateilylld, sen hiukkasominaisuudet korostuvat. Jokainen fotoni matkaa
eteenpdin suoraviivaisesti, kunnes se kohtaa toisen aineen ja joko absorboituu siihen tai
siroaa siitd. Sironnan jalkeen fotoni jatkaa uuteen suuntaan muuttuneella energialla,
kunnes se kokee uuden vuorovaikutuksen. Vuorovaikutukset jatkuvat niin kauan kunnes
fotoni absorboituu tai poistuu aineesta lopullisesti. Atomi jaa viritettyyn tilaan energian
absorboitumisen jalkeen ja palaa takaisin perustilaansa emittoimalla karakteristisen
rontgensateilyn fotoneita tai Augerin elektroneja. Painavampien alkuaineiden
karakteristinen séteily saattaa edetd pitkalle, kun taas Augerin elektronit ja kevyiden

alkuaineiden karakteristinen sateily absorboituvat lahelle lahtépaikkaansa.’

Réntgenséteet kykenevét tunkeutumaan néytteen sisaan, jolloin on mahdollista nahda
muun muassa naytemateriaalin sisalla olevia vaurioita tai rakennemuutoksia. Séateily
vaimenee naytteessa sen alkuainekoostumuksesta, paksuudesta ja tiheydestd seka
sateilyn spektrista riippuen. Rontgenkuva on naytteen vaimentuneen sateilyn
muodostama varjokuva eli tavallisesti negatiivikuva, joka koostuu eri harmaasévyisté.
Sateilyd voimakkaasti vaimentavat kohteet nékyvét vaaleampana ja sateilyd hyvin
lapdisevat naytteen osat nakyvat tummina alueina. Mitd painavampia alkuaineita ja mita
tihedmpaa ainetta sateily kohtaa ja mita paksumman ainekerroksen lapi sateilyn taytyy

tunkeutua, sitd enemman sateily vaimenee.®’

Aallonpituudella A olevan rontgensateen vaimeneminen homogeenisessa materiaalissa
on esitetty alla olevalla kaavalla (kaava 1), jossa lp on vaimentamaton réntgensateilyn
intensiteetti ja | on x paksuisen materiaalin lapi kulkeneen séteilyn intensiteetti ja p (cm’

!y on materialle ominainen lineaarinen vaimenemiskerroin.

[=Ie ™ (1)



Kun kyseisen kaavan kirjoittaa uudelleen (kaava 2) massavaimennuskertoimen u/p
(cm?/g) ja tiheyden p (g/cm®) avulla, voidaan havaita vaimenemisen méaaran olevan

verrannollinen rontgensateen kohtaamien atomien méaaraan.
= .
= loexp [(—£) px] 2)

Esitetyt kaavat ovat rontgensateiden vaimenemiseen epatdydellisid, mutta ne ovat
riittdvan hyvid kuvaamaan useita sovelluksia.” Lambert-Beerin lain mukaan sateilyn
intensiteetti pienenee sen kulkiessa ndytteen lapi. Sateilyn pieneneminen on jokaiselle
aineelle ominaista ja siihen vaikuttaa ndytteen paksuus, pitoisuus ja ndytteeseen tulevan
sateilyn aallonpituus.” Monokromaattisen sateilyn tapauksessa, intensiteetiksi saadaan
Lambert-Beerin lain mukaan kaava 3, missd sateilyn ndytteessd kulkema matka
merkitd&n x-kirjaimella, ¢ on absorboivan aineen konsentraatio ja ¢ on molaarinen

absorptiokerroin, joka on jokaiselle aineelle ominainen suure ja aallonpituuden funktio.®
I =1,107¢*  (3)
2.2 Rontgensadetomografia

2.2.1 Periaate

Tomografiakuvauksella kuvattava kohde pystytddn kuvaamaan sitd rikkomatta.
Kuvantaminen on kaksivaiheinen prosessi: ensin néytteesta muodostetaan ja
tallennetaan kuvatiedostot, toisena vaiheena kuvatiedostot jatkokésitelladn ja
visualisoidaan kuvan tarkastelua varten sopivaan muotoon. Menetelmad perustuu
rontgensateilyn kohdentamiseen naytteeseen, jonka jalkeen transmittoitunut sade
tallennetaan CCD-detektorille. Lambert-Beerin lain  mukaan transmittoituneiden
fotonien lukumé&arédn suhde tuleviin fotoneihin on suhteessa materiaalin
absorptiovakioon, joka riippuu tiheydestd, atomien jarjestysluvusta seka sateilyn
energiasta. Lambert-Beerin laki soveltuu taysin kuitenkin vain monokromaattiselle
séteilylle, jota saadaan muodostettua synkrotronissa, mutta se antaa suuntaa antavaa

tietoa my6s monienergiselle séteilylle, jota muodostetaan rontgenputkessa.



Klassinen tapa saada kolmiulotteista tietoa ndytemateriaalista on kuvata sitd pienin
kulmamuutoksin 0 asteesta vahintadn 180 asteeseen (Kuva 2). Naytteesté I&pi menneet
séteet heijastuvat tuikeilmaisimelle, joka muuntaa rontgensadefotonit nakyviksi valon
séteiksi, jotka CCD-kamera havaitsee. Jokaisesta kulma-asemasta otetaan yksi kuva.
Kun kuvaus on suoritettu, suoritetaan kuvan rekonstruktio kayttden esimerkiksi
suodatettuun takaisinheijastamiseen perustuvaa algoritmia (filtered back-projection
algorithm), jolla projektioradiograafeista eli lapivalaisukuvista rekonstruoidaan
naytteelle tilavuusdata eli kolmiulotteinen kuvadata. Projektio tietyssd kulmassa on

71011 Kolmiulotteisesta  kuvasta

kuvan integraali kulman maarddméassad suunnassa.
voidaan valita poikkileikkeitd nédytteen eri kohdista ja tarkastella niitd yksittdin tai
suuremmissa paloissa. Nain saadaan tietoa néytteen sisdisestd rakenteesta ja
koostumuksesta ilman, ettd naytteeseen tarvitsee laittaa mittausantureita tai naytetta
tarvitsee rikkoa tai poikkileikata, kuten esimerkiksi 2D-kuvauksia varten (SEM, TEM).
Etuna tomografiassa on juuri se, ettd ndytettd voi tomografiakuvauksen jalkeen viela
analysoida toisella kuvantavalla tai mekaanisella rikkovalla mittausmenetelmélld, silla

ndyte sailyy koskemattomana tomografiakuvantamisen ajan.’

Kuva 2. Rontgensadetomografiakuvauksen periaate.?

Tomografiakuvantamista varten ndytteen ei tarvitse olla yhta ohut kuin mité esimerkiksi
lapaisyelektronimikroskopia vaatii ja ndyte kuvataan normaalissa ilmakehédn paineessa.
Néytettda voidaan haluttaessa lammittdd tai jadhdyttdd. Tomografialla voidaan kuvata
my0s kosteita naytteitd, mutta ne tulee asettaa rontgensateitd lapdisevaan astiaan tai

ohutseinaiseen kapillaariin.®*®

2.2.2 Tomografian eri menetelmat kuitunaytteiden kuvantamisessa

Paperin rakenne ja koostumus vaikuttavat merkittavasti paperin fysikaalisiin
ominaisuuksiin ja kayttotarkoituksiin. Paperi koostuu halkaisijaltaan 10 - 30 pm
ontoista kuiduista, pienemmista kuituosista, fibrilleistd seka paperin valmistuksessa
lisatyistd partikkeleista, kuten tayteaineista. Paperin kuidut koostuvat hiilihydraateista ja
ligniinistd eli ne sisaltavéat vain kevyitd alkuaineita, kuten happea, hiilt4 ja vetya. Kevyet

alkuaineet absorboivat sateilyd kuitenkin hyvin heikosti. Paperiteollisuuden suurena



haasteena on jo kauan ollut paperin kolmiulotteisen rakenteen visualisointi.

Réntgentomografia on lupaava menetelma tahan haasteeseen.®

Suoraviivaisin menetelm4, joka tarjoaa tarvittavan kontrastin paperin kuvantamiseen, on
absorptiomenetelmd, johon tdsséd tyossa keskitytddn. Muita menetelmid ovat
faasikontrastimenetelma sekd holotomografiamenetelmd, jossa on mahdollista
analysoida kvantitatiivisesti materiaalin tiheytta kolmiulotteisesti.
Faasikontrastikuvantaminen ei anna riittdvad kuvaa kuiduista, vaan sen avulla voidaan
erottaa vain huokonen-kuitu -rajapinnat. Absorptio- ja faasikontrastimenetelmat eroavat
toisistaan nédytteen ja CCD-kameran etéisyyden suhteen. Absorptiomenetelmdssé néyte
asetetaan lahelle detektoria. Absorptiomenetelmd tallentaa n&ytteen atomien
keskitineyden, kun taas faasikontrastimenetelméssd tallentuu materiaalin eri

taitekertoimisten alueiden rajat.

Faasikontrastimoodissa kontrasti havaitaan, kun séteily on ainakin osittain koherenttia
ja etéisyys naytteen ja detektorin valilla on pidempi kuin absorptiomoodissa. Se on
katevd menetelmd, kun halutaan havaita heterogeenisen naytteen sisaltamien erilaisten
materiaalien raja-alueita (edge detection) etenkin silloin, kun absorptiomoodilla
paastddan vain heikkoon Kkontrastiin. Pidentdmalla néytteen ja detektorin valista

etaisyytta materiaalin reunarajoista saadaan vahvempi ja voimakas kuvaus. ®*1*2

Absorptiomenetelmassa on merkitystd etenkin naytteen alkuaineiden jarjestysluvuilla ja
tiheyseroilla. Mit& suurempi ero on, sitd parempi kontrasti saavutetaan ja sitd helpompaa
on kuva-analysointi. Muodostuvan kuvan kontrasti perustuu padosin naytteen eri
materiaalien erilaisiin absorptioeroihin. Varsinkin suurella rontgensateilyn energialla
rontgensateiden vaimenemispituus voi olla hyvin suuri. Talléin roéntgensateet
absorboituvat naytteeseen hyvin véhadn, jolloin saadaan huono kuvauskontrasti.
Transmission tulisi olla juuri sopiva kuvattavalle naytteelle. Hyva transmissio on noin

kymmenen prosentin luokkaa.****

2.2.3 Rontgentomografialaitteisto

Rontgensddetomografialaitteistot voidaan jakaa saavutettavan resoluution mukaan

mikrotomografialaitteistoinin  sekd& nanotomografialaitteistoihin. Mikrotomografialla



paastdan 1 - 100 pum:n resoluutioon ja nanotomografialla parhaimmillaan 50 nm:n

resoluutioon.”**

2.2.3.1 Mikrotomografialaitteisto

Tyypillinen mikrotomografialaitteisto koostuu rontgenlahteestd, energiansuodattimesta,
naytteenpidikkeestd ja korkean resoluution detektorista (Kuva 3). Mikrotomografialla
pystytddn  saamaan  tietoa  esimerkiksi néytteen rakenteesta, kuten
huokoskokojakaumasta, pilkkomatta naytettd ensin fyysisesti pieniin poikkileikkeisiin.
Néaytteen laadulle ei ole merkittavid rajoituksia ja mikrotomografiamenetelmalla on
tutkittu muun muassa paperi-, maaperd-, puu-, ja kasvindytteitd, fossilisoituneita
naytteitd sekd paallysteitd. Lisaksi menetelmalld on tutkittu komposiittien
vauriokasaantumista, metallien vasymishalkeamia ja keraamisten aineiden tihentymista.
P&&haitat mikrotomografiassa ovat laitteiston korkea hinta ja laitteistojen

harvalukuisuus, mika rajoittaa mittausmahdollisuuksia.> 2 1>*8

Kuva 3. Mikrotomografialaitteiston (MicroXCT) koostuu tyypillisesti rontgenléhteesta,
energiasuodattimesta, naytteenpitimestd seka korkean resoluution detektorista, jossa on

linssit eri suurennoksille.

2.2.3.2 Nanotomografialaitteisto

Tyypillinen nanotomografialaitteiston kokoonpano on esitetty alla (Kuva 4).
Nanoluokan kuvantaminen vaatii korkeamman sateilyannoksen kuin
mikrotomografialla kuvantaminen, joten sateilylle alttiit naytteet, kuten biologiset
kudokset voivat vaatia ennen kuvantamista kryogeenisen tai jonkin muun

Kiinnitysmenetelmén, joka estaa sateilysta johtuvia rakennevaurioita.



Kuva 4. Nanotomografialaitteiston kokoonpano, jossa padkomponentteina lahteen,
energiasuodattimen ja detektorin lisaksi on kondensoiva linssi ja Fresnelin linssi.*

Nanotomografiassa sateilyn aallonpituudet vastaavat energioita 8 - 11 keV.? Jos
nanotomografialaitteiston resoluutioksi halutaan 150 nm, tulee ndytekoon olla alle 60

um ja 50 nm:n resoluutiolla alle 15 pm.?

Nanotomografialaitteistolla laboratorio- tai synkrotronildhteestd tulevat rontgensateet
fokusoidaan nédytteeseen heijastavalla kapillaarioptiikalla ja noin 20 mm ndytteen takana
on diffraktoiva kohdistusoptiikka, niin sanottu Fresnelin linssi (Fresnel zone plate)
(Kuva 5).* Diffraktiivisella optiikalla toteutetun réntgenmikroskoopin resoluutioon ei
vaikuta lahteen koko, vaan sité rajoittavat lahinnd Fresnelin linssin ominaisuudet. Mita
ohuemmat rengasalueet linssissé ovat, sitd korkeampi resoluutio saavutetaan. Uloimman
alueen leveyden ollessa 35 nm, on teoreettisesti mahdollista saada ~ 42,7 nm:n

Rayleigh’n resoluutio. Rayleigh’n resoluutio saadaan laskettua kaavalla & = 1,22Ar,,

jossa Ar,, on objektilasin uloimman alueen leveys.

Kuva 5. Fresnelin linssi kokoaa néytteesta tulevan sateilykeilan detektorille.™

Laboratoriokoon nanotomografialaitteistojen kéytdnnon teknisia vaikeuksia alle
mikronin tilavuusresoluutiolla ovat sateilykeilan stabiilisuus sekd séteilylahteen,
kuvattavan ndytteen ja detektorin valinen mekaaninen stabiilisuus ja kohdistusongelmat.
Kohdistusongelmia voidaan valttaa liséamalld naytteeseen kultapartikkeleita. Kun
halutaan resoluutio mahdollisimman suureksi, tulee kuvattavan naytteen kokoa

pienentaa.”*
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2.2.3.3 Rontgenputki

Rontgenséteilyda  voidaan  muodostaa  laboratoriotyyppisessd  réntgenputkessa.
Rontgenputken (Kuva 6) kuori on yleensa valmistettu lasista ja sen sisélla on tyhjio,
jossa on putken anodi ja katodi. Sateilyd muodostetaan rontgenputkessa kytkemall&
suurjannite eli putkijannite anodin ja katodin valille, jolloin muodostunut sahkokentta
vetdd Kkatodilta irtoavat elektronit rontgenputken kohtiolle. ROntgenputken
suurjannitteelld s&é&detddn rontgenputken séteilyn tuottoaikaa. Hehkuvirran avulla
voidaan saatadd hehkulangan lampdtilaa ja taten emittoituneiden elektronien lukuméaéraa.
Elektronit tormaavat kohtioon jannitteesta riippuen noin 0,3 - 0,6 -kertaisella valon
nopeudella. Jannitteesta ndhdaan suoraan liike-energian suuruus kiloelektronivoltteina
eli 60 kV jannitteelld liike-energiaksi saadaan 60 keV. Rontgenputken lapi kulkevalla
sédhkovirralla  kuvataan  rontgenputkessa  kiihdytettyjen  elektronien — maéraa

aikayksikossa. Rontgenputkea pitaa jadhdyttaa, jotta ylikuumenemista ei tapahtuisi.”

Kuva 6. Rontgenputken rakenne.*®

Kun jannitettd rontgenputkessa nostetaan, saadaan séteilyn maara lisaantymaan seka
muodostettua lyhytaaltoisempaa, korkeaenergisempaa eli kovempaa sateilya.”?
Korkeamman rontgensade-energian kayton etuina ovat suurempi l&pdisyteho ja
suurempi terdvyysalue (depth of focus, DOF).** Siteilyn energia madrittelee
rontgensateilyn lapaisykyvyn. Pehmein sateily absorboituu herkemmin néytteen
pintakerrokseen aiheuttaen turhan séteilyannoksen, jota ei voida kayttdad kuvan
muodostamiseen. Sateilyn suodatuksella voidaan poistaa rontgensateilystd sen pehmein
osa eli pienienergisimmat kvantit ja lisatd sateilyn keskiméaaraista lapaisykykya.
Suodattimena toimii esimerkiksi alumiinista tai kuparista valmistettu levy, joka
asetetaan rontgenputken ikkunan eteen. Suodatuksessa sateilyn aallonpituus lyhenee.
Néytteeseen absorboituvan séteilyn maara riippuu absorboivan aineen paksuudesta,
tiheydestd ja sateilyn aallonpituudesta. Mitd paksumpi ndyte on, sitd suurempaa
korkeajannitettd on kéytettdva, jotta rontgensateily Iapdisee kuvattavan ndytteen.

Réntgenputken milliampeerimaaran lisadminen lyhentaa ainoastaan kuvausaikaa.” %°



11

2.2.3.4 Synkrotroniséateily

Rontgenséteilyd voidaan muodostaa my0s suuremman laitoksen tarvitsevassa
synkrotronikeraysrenkaassa. Kehdssé kulkevia elektroneja ohjataan kehdn suunnassa
olevilla pakottavilla magneettikentilld. Synkrotronissa muodostuu useita eri
séateilytyyppejd mikroaalloista infrapunaséteilyyn ja todella kovaan réntgensateilyyn.
Synkrotronissa pystytdan kerddmaan rontgensateilyd, jonka energia on 25 - 30 keV:n
luokkaa. Suuremmat energiat, 30 ja 60 keV, ovat harvinaisempia. Muodostunut sateily
on tavalliseen tyhjioputkisateilyyn verrattuna paljon voimakkaampaa ja sateily voidaan
virittad erittdin kapealle halutulle aallonpituuksien energia-alueelle, joka on paras juuri
kuvattavalle naytteelle. Haittana synkrotronisateilyssda on synkrotronilaitoksen suuri
koko ja kalleus.?®

2.2.3.5 Detektori

Kuvausdetektoriksi kutsutaan rontgenlaitteiston sitd osaa, joka havaitsee néytteen
lapdisseen sateilyn ja muuntaa sen helpommin késiteltdvddn muotoon esimerkiksi
nakyvaksi kuvaksi tai sahkoiseksi signaaliksi.” Detektori voi olla viuhkaséteilydetektori
(1D fan-beam) tai 2-ulotteinen CCD-kamera. CCD-kenno (charge-coupled device) on
kaksiulotteinen miljoonien pienten fotodiodidetektorien jarjestelmd, joka pystyy
havainnoimaan laajan alueen aallonpituuksia samanaikaisesti. CCD-detektoreita
kaytetddn yleisesti havaitsemaan absorptiota, emissiota ja Raman-siroamista. Sateily
kohtaa CCD-kamerassa ensimmaiseksi tuikeilmaisinlevyn.  Naytteen halutun
kuvakohdan tulee mahtua detektorin kuva-alueeseen. Kompromisseja naytteen
maksimikoon ja resoluution kesken voidaan tdman vuoksi joutua tekeméén.
Kokonaiskuvauksen kestoon vaikuttavat suuresti haluttu resoluutio, CCD-kameran
koko, ldhteen teho, valittu valotusaika sekd otettavien kuvien lukuméaérd. ™

Valotusajalle ei ole yldrajaa, mutta valoitusajan olisi hyva olla vahintaan 0,2 sekuntia.

2.3 Tomografiadatan analysointi ja projektioiden rekonstruointi

kolmiulotteiseksi kuvaksi

CCD-kamera taltioi kuvattavasta kohteesta jokaisesta kulma-asemasta kuvan.
Kuvauksen jalkeen tehddan kolmiulotteisen kuvan rekonstruktio kayttden esimerkiksi

suodatettua takaisinheijastamismenetelméa. Ensimmadiset vaiheet absorptiokuvadatan
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kasittelyssa ovat kohinan poisto suodattamalla kuvaa. Taman jalkeen kuvasta voidaan
kynnystéda haluttu tieto tai rajata pois alueita. Kuvan eri osien erottelua kutsutaan

segmentoinniksi.*2

2.3.1 Kuituperdaisen naytteen kuvadatan analysointi ja karakterisointi

Paperindytteen tomografiakuvaa (esim. Kuva 7) analysoitaessa paperi jaotellaan
kuiduiksi ja tyhjiksi tiloiksi. Yksittdissegmentoinnissa kuitujen massasta erotellaan
yksittaiset kuidut. Kun kuvasta halutaan tarkastella vain yhta haluttua kohdetta tai
aluetta, voidaan sille luoda maski. Maskin luomisessa kuvadatan tilavuus ensin
binarisoidaan eli kynnystetdan etualaksi eli halutuksi analysoitavaksi alueeksi ja
taustaksi, eli nollaksi ja ykkodseksi, jonka jalkeen alkuperdinen kuva kerrotaan
kynnystetylla kuvadatalla, jolloin tausta saadaan eliminoitua kuvasta.*?

Kuva 7. Tyypillinen paperindytteen réntgentomografiakuvadata.*?

Kuitukuvien maarityksissa on péaasiassa kolme eri tasoa, jolla niitd voi méaarittaa:
paperitaso, kuituverkostotaso seka kuitutaso. Jokaisella tasolla on erilaiset vaatimukset.
Paperitason maarityksissa kuituja ei tarvitse merkitd yksittdin vaan binarisoitu
kolmiulotteinen kuva Kkyseisestd paperindytteestd riittdd. Paperitason maarityksissa
tarkastellaan ndytteen pinnan ominaisuuksia, kuten pinta-alaa ja karheutta, materiaalin
ominaisuuksia, kuten naytteen paksuutta, kerrosten tiheyttd, nelidpainoa ja materiaalin
orientoitumista, huokosominaisuuksia, kuten huokoisuutta ja huokoskokojakaumaa seka
kuljetusominaisuuksia ja aineiden lapdisevyyttd. Kuituverkoston tasolla analysoitaessa
jokainen yksittdinen kuitu tulee merkita ja erottaa toisistaan. Kuituverkostosta voidaan
maadrittad esimerkiksi kuitujen kontaktikohtia sekd keskimaaraistd kuidunpituutta.
Kuitutason maaritykset tehdadn jokaiselle kuidulle erikseen. Kuitutason maarityksia
ovat kuidun pituus, seindman paksuus, kuidun kayryys, vaantyneisyys, taitekohtien

maara, vaantolujuus, luhistumisaste, luumentilavuus, kiharuus, jne.*?

Kuitumateriaalien analysointi tomografialla on melko hankalaa, silld kuitundytteiden

rakenne on hyvin satunnaista ja kuidut muodostavat toisiinsa liittyneiné kuituverkoston,
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jolloin kuvasta ei ole helppo erotella yksittdisia kuituja. Kuidut ovat my6s muodoltaan
hyvin erilaisia ja erikokoisia ja niilla on erilaiset huokosrakenteet, ja ne saattavat olla
hyvinkin fibrilloituneita tai katkenneita ja vaantyneitd. Paperi on herkkd kosteuden ja
lampdotilan muutoksille, jolloin sen rakenne voi muuttua niiden vaihdellessa. Siksi onkin
tarkedd tasapainottaa ndyte ennen mittausta haluttuun kosteuteen ja lampdtilaan ja

mitata ndyte samoissa olosuhteissa. Olosuhteet tulee aina ilmoittaa tulosten yhteydessa.
12, 23,24

3 PUUKUIDUN RAKENNE

3.1 Puukuidun makroskooppinen rakenne

3.1.1 Puusolujen makrorakenne ja tehtavaluokittelu

Puu koostuu rungosta, latvasta, oksista, juurista seké lehdistostd, joista vain kaarnatonta
runkopuuta kéytetddn paperinvalmistukseen. Puun poikkileikkaus jaetaan eri osiin
seuraavasti ytimesta ulkokuorelle: ydin, sydanpuu, pintapuu, jélsi, nila ja kaarna. Puu on
anisotrooppista ainesta anatomisten, fyysisten sekda kemiallisten ominaisuuksien
suhteen. Se koostuu useista erilaisista soluista, jotka ovat erikoistuneet eri tehtaviin:
mekaanisen tuen antamiseen, vedenkuljetukseen, ravintoaineiden varastointiin seké

solun metaboliaan.?®

Jakautumisprosessissa solut syntyvét kasvusoluista, minka jalkeen ne alkavat erilaistua.
Eri solut kasvavat pituutta tai leveytta riippuen niiden tehtévasta. Useimmat soluista
kasvavat pitkahkoiksi rungon suuntaisiksi kuiduiksi. Soluseindman paksuuntuessa
puusolun  kemiallinen koostumus alkaa erikoistua muodostaen jakautuneen
polymeerikomposiitin, joissa kemialliset paayhdisteet ovat selluloosa, hemiselluloosa ja

ligniini.> %

3.1.1.1 Kevatpuu ja kesapuu

Puusolujen seindmét muokkautuvat eri paksuisiksi riippuen niiden kasvunopeudesta,
joka etenkin lauhkealla vybhykkeelld riippuu vuodenajasta. Vaaleaa kevétpuuta

muodostuu kasvukauden alussa, jolloin kasvu on nopeaa ja puu tarvitsee tehokkaan
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vedenkuljetussysteemin. Tasta johtuen kevatpuun puusoluilla on suuri poikkipinta-ala,
ohuet soluseindmat ja suuri avonainen soluontelo eli luumen, joka takaa tehokkaan
vedenkuljetusreitin. Kesdpuu, joka on tummempaa, muodostuu kasvukauden lopulla ja
solujen poikkipinta-ala on pienempi kuin kevétpuusoluilla. Niilld on myds kapeampi
luumen ja ne ovat paksuseindisempid puusoluja, mink& ansiosta ne antavat enemman
mekaanista tukea rungolle kuin kevatpuun solut. Kevét- ja kesdpuu vaihtelevat
vuorotellen puun poikkileikkauksessa muodostaen vuosirenkaita, joista puun idn voi

laskea.?®

3.1.2 Solujen jaottelu havu- ja lehtipuissa

Puun solut jaetaan muotonsa perusteella kahteen pé&aryhmaan: suippu- eli
prosenkyymisoluihin ja tylppy- eli parenkyymisoluihin. Suippusolut ovat pitkdnomaisia
ja péistdan suippenevia soluja, joiden muodot vaihtelevat. Suippusoluja ovat muun
muassa trakeidit ja putkilosolut. Tylppysolut ovat ohutseindisia ja lyhyitd soluja, jotka
ovat yleensd suorakaiteen muotoisia. Yleisnimed kuidut kdytetddn kaikista tukisolun
luonteisista lehtipuiden soluista, puusyistd, putkilosoluista ja tylppysoluista. Lehtipuilla

erilaisten puusolutyyppien lukumaara on suurempi kuin havupuilla.

3.1.2.1 Havupuun solut

Havupuun soluja (Kuva 8) ovat erilaiset trakeidit ja tylppysolut. Havupuun kuidulla
tarkoitetaan lahinnd trakeideja, jotka ovat paastddn umpinaisia, kuitumaisia soluja. Ne
hoitavat vedenkuljetuksen ja mekaanisen tuen tehtadvdd. Johtosolut ja tukisolut ovat
pitkdnomaisia, rungon suuntaisia kuolleita suippusoluja ja niissé on solun siséll4 onkalo
eli luumen. Varastosolut ovat ohutseindisia parenkyymi- eli tylppysoluja, jotka
varastoivat ja kuljettavat ravintoaineita. Trakeidien pituus suomalaisella méannylla ja
kuusella on noin 2 - 6 mm ja leveys on 0,02 - 0,05 mm. Lyhyet tylppysolut ovat
ravintosoluja, joiden tehtdvanad on huolehtia ravinteiden kuljetuksesta ja varastoinnista.
Tylppysolut ovat elavia soluja niin kauan kuin ne kuuluvat pintapuuhun. Havupuun

puuaineksesta 5 - 10 % on tylppysoluja ja 90 - 95 % on trakeideja.?>?’
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Kuva 8. Havupuun soluja.?®

3.1.2.2 Lehtipuun solut

Lehtipuun paatyyppisoluja (Kuva 9) ovat kuidut, puusyyt, putkilosolut ja tylppysolut.
Lehtipuilla kuljetustehtavistd vastaavat suurionteloiset putkilosolut ja tukisoluina
toimivat erilaiset kuidut. Putkilosolut ovat suurionteloisia ja ohutseindisia leveita soluja,
joissa on runsaasti huokosia. Ne muodostavat padllekkéin asettuneina nesteiden
kuljetuksen pystysuunnassa mahdollistavia putkiloita. Lehtipuilla putkilosolut toimivat
johtosoluina, ja tukisoluina ovat l&hinnd puusyyt. Tylppysolut esiintyvat lehtipuilla
séteen suuntaisissa ydinsateissd seka rungon suuntaisina jonoina. Lehtipuilla on myds
vélimuotoja  kuitutyypeistd: esimerkiksi  kuitutrakeidit toimivat p&&asiallisesti
tukisoluina seka nesteen kuljetussoluina. Lehtipuulla puuaineksesta on eniten
tukisolukkoa ja putkilosoluja toiseksi eniten. Esimerkiksi koivussa on tukisolukkoa noin
70 % rungon tilavuudesta seké putkilosoluja 20 - 25 %. Tylppysoluja on noin 5 - 10 %.
Lehtipuun kuitujen pituus vaihtelee 0,4 mm:n ja 1,6 mm:n valilla ja leveys on 10 - 40

um. Putkilosolujen pituus on 0,2 mm:n ja 0,6 mm:n luokkaa ja leveys 10 - 300 pm:a.>>
26

Kuva 9. Lehtipuun soluja.?®

3.1.3 Hienoaines sekd mikro- ja nanokoon kuidut

Hienoainekseksi nimitetddn puukuitumassan kuitufraktioita, jotka kulkeutuvat Bauer
McNett -laitteistossa 200 meshin viiran 75 um:n aukkojen lapi. Hienoaines koostuu niin
sanotusta primaarihienoaineesta, joka késittdad lahinnd pienet tylppysolut, ja
sekundaarihienoaineesta, joka koostuu massan jauhatuksessa kuiduista irronneista
kappaleista, fibrilleistd, lamelleista  jne.  Lehtipuusta tehdyssd sellussa
priméaarihienoaineksen osuus on suurempi kuin havupuun selluilla, silla lehtipuulla on
paljon lyhyita tylppysoluja. Erilaisia mikro- ja nanokoon Kuitupartikkeleita voidaan
luokitella vield edelleen, kuten nanokiteet, nanofibrilloitu selluloosa (NFC),

mikrofibrilloitu  selluloosa (MFC) ja  mikrofibrilli-aggregaatit. ~ Kaupallisia
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nanoselluloosatyyppejd ovat muun muassa nanokiteinen selluloosa (NCC,
nanocrystalline cellulose) sekd mikrofibrilloitu selluloosa (MFC, microfibrillated

cellulose).?® %

Selluloosamateriaalista pystytdan tuottamaan nanokokoluokan partikkeleita useilla eri
kemiallisilla ja mekaanisillakin menetelmillg, joissa voidaan hyodyntéa eri tekniikoita,
kuten  kryomurskausta, jauhamista, korkeapainehomogenisointia, hydrolyysia,
massakolloidisointia, fluidisointia seké ultradénitekniikkaa. Kemialliset
fibrillointimenetelmét antavat paljon homogeenisemman fibrillimateriaalin  kuin
mekaaniset menetelmat. Useimmiten kaytosséd on sek& kemiallinen ettd mekaaninen
menetelma. Fluidisaattorilla valmistetut nanoselluloosafibrillit ovat pituudeltaan
Ilyhyempid kuin massakolloidisaattorilla valmistetut fibrillit. Nanokiteen, jonka koko on
noin 2-3 nanometrid, fibrillin vierekkaisten selluloosaketjujen lukumaard on noin viisi

kappaletta olettaen, etta yhden selluloosamolekyylin leveys on noin 0,4 nm:4.2%%

Nanoselluloosakuituja voidaan kuvata hyvin korkean resoluution mikroskoopeilla kuten
FE-SEM:II& (Kuva 10), mutta ndyte pitad pééllystad esimerkiksi kullalla ennen
kuvausta. Muita hyvid korkean resoluution mikroskopointitekniikoita ovat myés TEM
ja  AFM-kuvantamismenetelmat (Kuva 11).°*3 Eri mikroskopointitekniikat antavat
hieman erilaista informaatiota ja osin toisistaan poikkeavia tuloksia. Eroja tuloksiin
aiheuttavat ~ ndytteen  valmistus  kuvaukseen,  pituuden ja  paksuuden
analysointimenetelmat, mikroskooppien tekniset resoluutiot sek& pikseleiden maara

digitaalisissa kuvissa.”®

Kuva 10. FE-SEM-kuva fluidisoiduista (vas. ylld) ja karboksimetyloiduista (oik. ylld)
nanoselluloosafibrilleistd. FE-SEMilla on péasty 1,9 - 3.1 nanometrin
pikseliresoluutioon. Kryo-TEM-kuva (alla) karboksimetyloinnilla valmistetuista
nanoselluloosafibrilleistd. Kryo-TEM -menetelmélla on paasty 0,2 — 0,5 nanometrin

pikseliresoluutioon.?®
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Kuva 11. AFM-kuvia nanofibrilloidun (NFC) - ja nanokiteisen (NCC)
selluloosakuitumateriaalien hienorakenteesta. a) fluidisoitu NFC, b) NCC kuitukiteita
(wiskereitd) puuvillasta. Kuvien vieressd on korkeusakseli 0 — 20 nanometriin. Kuvien

pinta-ala on 2x2 um. %

3.2 Puukuidun soluseinaman kerrosrakenne

Puukuidun soluseindman useat kerrokset (Kuva 12) voidaan havaita perinteiselld
valomikroskopialla isolla suurennoksella. Kerrokset eroavat toisistaan niiden erilaisten
fibrilliorientaatioiden sekd kemiallisen koostumuksen johdosta. Tarkkoja yksittéisten
kerrosten rakenteellisia eroja pystytddn tarkastelemaan elektronimikroskopialla.
Selluloosaketjut muodostavat yhdessd 5 - 30 nm levyisia mikrofibrillirakenteita.
Kyseiset selluloosamikrofibrillit ovat orientoituneet eri kuituseindmakerroksissa eri
tavoin, joko oikeakatiseksi kierteeksi (S-heliksi) tai vasenkatiseksi kierteeksi (Z-
heliksi). Mikrofibrilleissa esiintyy seka Kiteisid, jarjestaytyneitd ja amorfisia,
jarjestaytyméattomia alueita. Mikrofibrillit voivat muodostaa yhdessd vield isompia
yksikkdjd, joista syntyy edelleen lamelleja. Lamellit voidaan jo nahdda hyvin
valomikroskoopilla. Mikrofibrillien orientaatioilla on vaikutusta kuituseindman ja
kuidun fyysisiin ominaisuuksiin.”> % Kuituseinaman kerrosten paksuuksia on esitetty

taulukossa 1.

Kuva 12. Kaaviokuva kuidun rakenteesta. ML = vélilamelli, P = primaariseing, S1 =

sekundéaariseinan ulkokerros, S2 = Sekundaariseinéan keskikerros, T = S3 =

sekundaariseinan sisakerros, W = kyhmykerros.?®*?
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Taulukko 1. Kuituseindman kerrosten paksuuksia?’

Seinékerros Paksuus, pm Massaosuus, %
Valilamelli 0,50 - 1,50 8
Primaariseina 0,06 -0,34 5
Sekundaariseina S1 0,12 -0,35 12
Sekundaériseind S2 1,17 - 3,68 73
Sekundaériseind S3 0,10-0,17 2

Valilamelli (M) liittd& kuituja toisiinsa, ja se ei varsinaisesti kuulu soluseinaén.
Vaélilamelli on kemialliselta koostumukseltaan ollut juuri muodostuneessa puusolussa
pektiinid, mutta puutuuntumisessa se on muuttunut ligniiniksi. Primaariseind (P) on
soluseindman uloin ohut Kkerros, joka sisaltdd runsaasti ligniinid ja amorfista
hemiselluloosaa. Primé&ariseindssd selluloosan osuus on pieni. Primaariseindssa
mikrofibrillit ovat kerroksen ulkoreunalla hajallaan ja siséreunalla lahes kohtisuoraan
kuidun akselia vastaan. Primadrikerros irtoaa yleensd kokonaan kuidun mekaanisessa

jauhatuksessa.?®

Sekundéériseind jaetaan kolmeen eri kerrokseen: Si-, S,- ja Ss-kerrokseen. Uloin (S;) ja
sisin (Ss tai T) kerros ovat molemmat ohuita kerroksia. Keskikerros (S,), joka on kuidun
tarkein osa, on erittdin paksu. Kun kuidun paksuus kasvaa, yleensa S,-kerroksen
paksuus kasvaa, kun taas Si- ja Ss-kerrokset pysyvat suhteellisen vakiopaksuisina.?> 2°
Kuituseindman paksuutta on vaikea arvioida eri kuitutyyppien tapauksissa, joten
kuitujen mittojen madritettdessa on alettu kayttaa pituusmassa-termia, joka on laheisesti

yhteydessé kuituseindman paksuuteen.?®

S1-kerros, joka irtoaa myds mekaanisessa jauhatuksessa muodostaen hienoainesta,
koostuu 2 - 6 lamellista. Né&iden lamellien mikrofibrillit kiertdvat vuorotellen eri
suuntiin kuituakseliin néhden muodostaen ristikkomaisen rakenteen. Sp-kerros siséltaa
suurimman osan puusolun selluloosasta. Mikrofibrillit sijaitsevat keskikerroksessa 10 -
30 asteen kulmassa kuituakseliin ndhden muodostaen Kkierteisen spiraalimaisen
rakenteen. Taman ansiosta kuitu on aksiaalisuunnassa erittdin luja ja jaykka.
Sekundéériseindn sisakerros, jota myds kutsutaan tertidarikerrokseksi, on ohut eri
suuntiin Kkiertdvad mikrofibrilleistd koostuva kerros kuin on myds sekundaariseindmén

uloin kerros. Kyhmykerros sijaitsee soluseinan sisimmassa osassa.”> %
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3.2.1 Huokoset

3.2.1.1 Puukuidun seindmansisaiset huokoset

Kuitujen seindméan sisdisten huokosten koko vaihtelee riippuen kéytetyistd massan
valmistusmenetelmistd ja valkaisumenetelmistd. Kemiallisessa massanvalmistuksessa
kuituihin muodostuu enemman huokosia, silla kuituainesta, kuten ligniinia ja
hemiselluloosaa, poistuu késittelyn aikana soluseinistd (Kuva 13). Mekaanisen
kasittelyn jauhatus lisdéd myos kuitujen huokoisuutta. Huokosten koosta riippuen
kemikaalit kykenevat diffundoitumaan kuituseindmésté ulos ja kuituseindmaan sisaan.
Huokoskoko vaikuttaa my6s kuitujen turpoamiseen vedessd, Kuitujen kutistumiseen ja
veden poistumiseen kuidusta. Huokoset kuitenkin yleensd sulkeutuvat, kun kuitu
kuivataan vedesta. Natiivikuiduilla huokostilavuus on noin 0,02 cm®g ja kemiallisen

sulfaattikasittelyn kokeneilla kuiduilla huokostilavuus on noin 0,6 cm?/g.%* %

Kuva 13. Ligniini ja hemiselluloosan liukeneminen massan valmistuksen eri

prosesseissa avaa kuidun seindmaan huokosia.*?

3.2.1.2 Johtosolujen huokoset

Puusolut ovat huokosten avulla yhteydessa toisiinsa ja niiden kautta tapahtuu nesteiden
ja ravinnon kuljetus solujen valilla. Kaksipihainen huokonen muodostuu kahdesta
rengashuokosesta ja sitd tavataan yleensa kuolleissa soluissa. Kaksipihaisen huokosen
sisdosuuden muodostavat torus ja margo. Yksipihaisessa huokosessa on toisella
puolella rengashuokonen ja toisella puolella pihaton huokonen. Pihattomia huokosia
esiintyy vain tylppy- eli parenkyymisoluilla. Huokoset ovat kullekin puulajille
tyypillisia. Niiden perusteella pystytaan tunnistamaan perinteisilla
mikroskopiamenetelmilla eri puulajien kuituja (Kuva 14) toisistaan ja identifioimaan

kuitujen alkupera kuitumassan kuiduista.? 2
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Kuva 14. SEM-kuva kuidun huokosista ja pinnasta.*

3.3 Puukuidun pinnan ja soluseindman kemiallinen koostumus ja

rakenne

Puussa orgaanisen aineen muodostuminen tapahtuu puun neulasten ja lehtien

viherhiukkasissa. Yhteyttdmisessd muodostuu glukoosia, joka kulkeutuu puun
solukkoihin, joissa se muuttuu monimutkaisten biokemiallisten prosessien kautta
selluloosaksi, hemiselluloosaksi tai ligniiniksi.?® Edelld mainitut soluseindman
rakenneosat ligniinid lukuunottamatta muodostuvat monosakkarideista, jotka ovat

kiinnittyneet toisiinsa glykosidisilla sidoksilla.*

Kevét- ja kesdpuusolut eroavat paitsi seindman paksuudeltaan myods kemialliselta
koostumukseltaan ja tiheydeltddn, esimerkiksi selluloosapitoisuus on kevétpuusoluissa
alhaisempi  kuin kesapuusoluissa.?’ Mannyn ja koivun hiilihydraatti-, ligniini ja
uuteainepitoisuudet on esitetty taulukossa 2 erikseen késittelemattomalle puuainekselle

ja sulfaattisellulle.

Taulukko 2. Hiilihydraattikoostumukset puuraaka-aineelle ja sulfaattisellulle®®

Puuraaka-aineen koostumus Sulfaattisellun koostumus
Manty (%) Koivu (%) Manty (%) Koivu (%)
Selluloosa 38-40 40-41 35 34
Glukomannaani 15-20 2-5 1
Ksylaani 7-10 25-30 16
muut hiilihydraatit 0-5 0-4 - -
Ligniini 27-29 20-22 2-3 1,5-2
Uuteaineet 4-6 2-4 0,25 0-0,5

Puusoluista l0ytyy pienia maéaria ei-rakenteellisia pienimolekyylisia yhdisteitd, kuten
orgaanisia vesiliukoisia yhdisteitd ja epdorgaanisia aineita, proteiineja, alkaloideja seka
mineraaleja. Puun uuteaineilla eli pihkalla tarkoitetaan yhdisteitd, jotka liukenevat

orgaanisiin liuottimiin. Puun uuteaineiden mééra ja koostumus vaihtelevat samankin
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puun eri osissa suuresti ja puun kasvupaikka ja ik& vaikuttavat uuteaineiden

koostumuksiin ja méaariin.* %

3.3.1 Selluloosa

Selluloosa on puusolun seindman keskeisin ainesosa ja sen tehtdvdnd on toimia
tukirakenteena  kuidulle.  Selluloosa on lineaarinen haaroittumattomista -
glukopyraanosiyksikoistd muodostunut polymeeri, joissa yksikot ovat liittyneet toisiinsa
1—4 B-glykosidisilla sidoksilla (Kuva 15). Glukopyranoosirakenneyksikét ovat
molekyylissé tuolimuodossa, jolloin hydroksyyliryhmat ovat ekvatoriaalisissa asemissa
ja vetyatomit aksiaalisissa asemissa. Selluloosan polymerisointiaste on melko korkea,
enimmillddn 15000 yksikkod. Selluloosaketjussa joka toinen glukoosiyksikké on
kadnnettynd 180 astetta edelliseen verrattuna. Selluloosan toistuva yksikkd on
sellobioosiyksikkd,  jossa  on  kaksi  glukoosiyksikkdd.  Natiiviselluloosan
molekyylimassan on arvioitu olevan yli 1,5 miljoonaa ja molekyylin pituudeksi on

madritetty yli 5 pm.*® 3%

Kuva 15. Selluloosan primaarirakenne.®’

Selluloosan sekundéérisella rakenteella tarkoitetaan muodostuneita vetysidoksia yhden
ketjun ja useiden selluloosaketjujen kesken (Kuva 16). Vetysidokset stabiloivat
glykosidista sidosta ja tekevdt rakenteesta jaykan. Erillisten vierekkaisten
selluloosaketjujen valilla esiintyy myods vetysitoutumista C6-hydroksyylin sekd C3-
hydroksyylin ~ kesken.*”  Selluloosassa  funktionaalisia ryhmia ovat kunkin
glukoosianhydridiyksikén kolme hydroksyyliryhmad, glykosidiset sidokset seké
pelkistava paateryhma. Hydroksyyliryhmien kemialliset ominaisuudet ovat samanlaiset
kuin pienimolekyylisten alifaattisten alkoholien hydroksyyliryhmien. Happokasittelyilla
saadaan glykosidisia sidoksia katkeamaan ja pelkistimilla, kuten NaBHj:lla voidaan

selluloosa pelkista.?®
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Kuva 16. Vierekkaisten selluloosaketjujen valista vetysitoutumista C3- ja C6-
hydroksyylien kesken.*’

Selluloosaketjuista muodostuvat levyt vuorovaikuttavat toistensa kanssa Van der
Waalsin -voimilla ja hydrofobisilla vuorovaikutuksilla jarjestaytyen péallekkdin ja
muodostaen pienid fibrilleja. Kun selluloosa-alkeisfibrillit sitoutuvat keskenddn, ne
muodostavat kahta erilaista kiteista aluetta, 1, ja lg -selluloosarakennetta seka amorfista
rakennetta (Kuva 17).

Kuva 17. Selluloosamolekyylien kiteisia ja amorfisia muotoja.?

Selluloosan pinta on hyvin hydrofiilinen ja se kykenee absorboimaan paljon vetté
itseensd, vaikka selluloosa on tdysin veteen liukenematon. Vesimolekyylit sitoutuvat
selluloosakuitujen  jarjestaytyméattomien alueiden vapaisiin  hydroksyyliryhmiin
vetysidosten avulla, jolloin selluloosakuidut turpoavat. Yla- ja alapuoli selluloosan
glukoosiyksikdista ovat hydrofobisia ja kooltaan samankokoisia kuin aromaattiset
renkaat. Taman takia selluloosa vuorovaikuttaa vahvasti usein aromaattisten yhdisteiden

kanssa.?® 3°

3.3.2 Hemiselluloosa

Hemiselluloosa, joka on puusolun yksi rakenneyksikdistd, on heteropolysakkaridi, joka
koostuu erilaisista monosakkaridimolekyyliyksikoistd. Hemiselluloosaa esiintyy
soluseindssa  selluloosafibrillien  valeissd.  Hemiselluloosa  esiintyy  yleensa
heteropolysakkarideina, joskin erditd homopolysakkarideja tiedetdan olevan.
Hemiselluloosien rakenneyksikot ovat joko heksooseja, joita ovat D-glukoosi, D-
mannoosi, D-galaktoosi, ja/tai pentooseja, joita ovat D-ksyloosi ja L-arabinoosi.
Hemiselluloosissa esiintyy myos pienia maaria deoksiheksooseja, joita ovat L-
rhamnoosi ja L-fukoosi, sekd uronihappoja, joita ovat 4-O-metyyli-D-glukuronihappo,
D-galakturonihappo ja D-glukuronihappo. Hemiselluloosilla vallitseva rakenne on

lineaarinen B-(1—4)-linkittynyt sokeripyranoosirenkaista koostunut runko, josta lahtee
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sivusuuntaisesti lyhyitd sivuketjuja. Hemiselluloosien kemiallinen ja terminen
stabiilisuus on alhaisempi  kuin selluloosalla.  Puuaineksen  kuivapainosta
hemiselluloosaa on noin 20 - 30 %. Hemiselluloosien suhteelliset osuudet eroavat
suuresti toisistaan havupuiden ja lehtipuiden kesken sek& saman puun osien, kuten
rungon, oksien ja juurten alueilla (Taulukko 3). Hemiselluloosat edistdvat kuitujen
limoittumiskykya jauhatuskésittelysséd ja vaikuttavat ratkaisevasti kuitujen kykyyn
muodostaa kesken&an sidoksia. Huomattava osa hemiselluloosista liukenee kemiallisen

massan valmistusprosessin aikana.?> 2"

Taulukko 3. Paahemiselluloosat lehti- ja havupuissa.®®

Puulaji Hemiselluloosa Maara kuiva-aineesta (%)
Havupuu Galaktoglukomannaani 5-8
Havupuu Glukomannaani 10-15
Havupuu Arabinoglukuronoksylaani 7-15
Lehtikuu-sipuu Arabinogalaktaani 3-35
Lehtipuu Glukuronoksylaani 15-35
Lehtipuu Glukomannaani 2-5
3.3.3 Ligniini

Ligniinid esiintyy eniten puusolujen valilamelleissa, mutta sitd esiintyy myos koko
kuituseindmassa pienind maarind. Se on rakenteeltaan monihaarainen polymeeri, joka
koostuu padosin fenyylipropaaniyksikoistd (Kuva 18) sek& muista aromaattisista ja

alifaattisista osista.2% 2" %
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Kuva 18. Ligniinin rakenneyksikkémonomeerit. Ylhaalla kolme eniten ligniinisséa
esiintyvadd monolignolia ja alhaalla ligniinissa vahemman esiintyvét

ligniinimonomeerit.*®

Ligniinin koko rakennetta on mahdoton esittda yksityiskohtaisesta, silla sitd ei taysin
tunneta. Sen rakenne (Kuva 19) on kuitenkin kolmiulotteinen verkosto, jossa
monomeerit ovat liittyneet satunnaisesti muihin rakenneosiin erilaisilla eetteri- tai hiili-
hiili-sidoksilla. Solun seindmassd (Kuva 20) ligniini on liittynyt kovalenttisilla
sidoksilla hemiselluloosaan, mutta se muodostaa sidoksia myds selluloosaan ja

pektiiniin.

Ligniinin tehtdvand on sitoa kuidut lujasti toisiinsa ja antaa puulle sen tarvitsemaa
jaykkyytta. Hydrofobisuutensa vuoksi se estdd veden kulkeutumisen soluseindmien
lavitse ja suojelee puuta myds mikrobiologiselta hajoamiselta. Ligniinin tarkeimpia
funktionaalisia ryhmia ovat fenoliset hydroksyyliryhmét, bentsyylialkoholi,
karbonyyliryhmat. Funktionaalisilla ryhmilla on tarked merkitys selluloosan

valmistuksessa. Selluloosaa valmistettaessa keiton tarkoituksena on poistaa juuri
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ligniini, joka sitoo kuituja toisiinsa. Keiton avulla ligniini saadaan poistettua lahes
kokonaan.

Kuva 19. Esimerkkina havupuun ligniinin oletettu rakenne.*

Kuva 20. Ligniinin, selluloosan ja hemiselluloosien kuvainnollinen molekyylitason

esiintyminen S,-kerroksessa.®

3.4 Kuituvauriot ja deformaatiot

Puussa olevat kuidut ovat padosin suoria, mutta yksittaisind kuituina niilla on useita eri
muotoja johtuen muun muassa niiden kasittelyhistoriasta. Kuidun dimensiot muuttuvat
puun haketuksen ja kuitujen massanvalmistusprosessien aikana. Mekaaniset kasittelyt
kuten sekoitus, pumppaus ja massan sakeuttaminen muokkaavat kuidun muotoa ja
aiheuttavat kuituun Kiharuutta (curl) ja jyrkkid mutkia (kinks). Kun kuituja jauhetaan
alhaisessa sakeudessa, suurin osa kuiduista suoristuu. Kuidun pinta fibrilloituu ja
hienoainesta muodostuu lisdd. Samanaikaisesti kuituseindman rakenne aukeaa ja kuidut
turpoavat herkemmin. Kuituseindmasta tulee joustavampi ja kuituontelo voi luhistua.
Mitd intensiivisempaa jauhatus on, sitd todennédkdisemmin kuidut katkeavat jauhatuksen
aikana (Kuva 21). Samankin massan kuitujen morfologiset ominaisuudet eroavat
suuresti  toisistaan  johtuen  prosessoinnin  epdtasaisuuksista  ja  suurista

prosessointitilavuuksista.* %

Kuva 21. Jauhatuksen vaikutus kuituun. Kuvassa on esitettyna katkova, fibrilloiva seka

katkova ja fibrilloiva -jauhatusvaikutus.?®

Jauhatuksessa syntyvat rakennemuutokset jaetaan priméérisiin ja sekundadrisiin
vaikutuksiin. Primaarisind vaikutuksina voidaan pitdd kuidun siséistd ja ulkoista

fibrillaatiota.  Sekund&érisiin  vaikutuksiin ~ luetaan  kuidun  pituussuuntainen
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kokoonpuristuminen ja katkeaminen, kuidun muodonmuutokset sek& kuidun pinnan
vauriot.** Kuidun seinaman kolmiulotteisen rakenteen muutoksiksi luokitellaan
kuituseindman sijoiltaanmeno (dislocation) ja seindmékerrosten liukumat tasosta (slip
plane) (Kuva 22).!

Kuva 22. Ylhaalla on kuvattuna kuidun sijoiltaanmeno (dislocation)* ja alhaalla on

isoja ja pienia sijoiltaanmenoja kuusen kesapuukuidussa®.

Mikrokompressiot (Kuva 23) ovat kuituakselin suuntaisia mikrotyssaymia ja ne yleensa
sisdltavat myos sijoiltaanmenot ja tasoliukumat. Niissa kuidun pituus voi lyhentya

hieman.*

Kuva 23. Kuiduissa esiintyvéad mikrokompressiota.**

Nivelkohdat (Kuva 24) tai toisin sanoen polvekkeet (node) ja poimut (crimp) ovat
suuruusluokaltaan hieman suurempia kuidun muutoksia. Nivelkohta on alue, jossa on
taivutus- ja puristusvaurioita, joissa solun seind on usein delaminoitunut. Jyrkkia
mutkia, joita kutsutaan usein kinkeiksi, saattaa muodostua ndihin nivelkohtiin. Kinkin
erottaa kiharasta (Kuva 25) siina, etté kinkissa kuituakselin suunta muuttuu jyrkésti, kun

kiharassa (curl) kuitu taipuu loivalle mutkalle muuttaen suuntaa kaarevasti.**

Kuva 24. Kuidun nivelkohta (ylempi) ja kinkki nivelkohdassa (alempi).**

Kiharuusindeksi = %— 1 (Kaava4)

Kuva 25. Kiharan ja kinkin ero. Kuvassa on esitettynd myds kiharuusindeksin
laskentaan kaytetty kaava 4 ja osoitettu L- ja I-kirjaimin laskennassa kaytettavat kuva-

analysoinnin pituudet.**
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Kuva 26. Erittdin kiharaisia(vas.) havupuun kraft-massakuituja seké suoria

bisulfiittimassakuituja(oik.) kuvattuna valomikroskoopilla.** *

Kuidun Kkiharuus vaihtelee massoittain ja sen runsauteen vaikuttaa myds, onko
paperimassan valmistuksessa kaytetty jauhamista (Kuva 26).*" ** Kuidulle voidaan
laskea kiharuusindeksi (curl-index) (Kaava 4). Kiharuusindeksi on kuidun
muotopituuden (L) eli koko kuidun pituuden suhde kuidun pisimp&an dimensioon (I).
Tyypillinen kiharuusindeksin arvo suoralle kuidulle on lahelld nollaa ja kiharalle

kuidulle suurempi kuin 0,5.%%

SEM:lla pystytddn havainnoimaan jauhatuksen vaikutusta ja kuvantamaan kuituun
tulleita murtumia ja kuidun rakenteen ja muodon muutoksia, fibrillaatiota ja turpoamista
ja luhistumista. Kuidun pinnan kemiallisia jauhatuksen aiheuttamia muutoksia voidaan
tarkastella SEM:lla, XPS:ll& sek& ToF-SIMS -menetelmilld. Niillda pystytadn
maarittamaan massanvalmistuksessa syntyneitd kuituvaurioita.®’ SEM-kuvauksella
saadaan tarkkoja kuvia myds kuituun muodostuneista raoista ja rajusta

entsyymikasittelysta peraisin olevista kuidun katkeamisista (Kuva 27).%

Kuva 27. SEM-kuva sellulaasi-entsyymikasitellysta kuidusta, joka on késittelyn jalkeen
pakastekuivattu. Kuidun péélle on sputteroitu kultaa kolmen minuutin ajan 50 mA:n
sahkdvirralla. Kuvassa on esitettyna entsyymikésittelyn johdosta katkennut kuitu ja

nuolella on osoitettu kasittelyn johdosta muodostunut kulmikas rako.*?

3.5 Mikroskopiamenetelmat puukuidun ja rakenteen maarittamisessa

Mikroskooppisilla menetelmilla pystytddn tutkimaan kuidun rakennetta tarkemmin.
Madritykset voidaan suorittaa perinteiselld valomikroskoopilla suoraan objektilasille
asetetuista kuiduista tai hartsiin valettujen kuitujen poikkileikkeestd transmittoivalla
valolla. Valomikrokoopilla pé&&stddn parhaimmillaan 0,2 pm:n resoluutioon ja

kokonaissuurennos voi olla 1000-kertainen alkuperéiseen kuvakokoon verrattuna.
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Konfokaalilasermikroskoopilla laser kohdennetaan pieneksi ja kirkkaaksi pisteeksi
naytteen haluttuun syvyystasoon ja lasersdteelld pyyhitd&dn nopeasti ndytteen pintaa.
Pyyhitysta syvyystasosta emittoituu fluoresenssista johtuen valonséteitd, jotka
tarkennetaan apertuuriin ja siitd valo siirtyy ilmaisimelle. Konfokaalilla voidaan ottaa
kuvia perékkaisista leiketasoista ja niiden avulla voidaan koota kolmiulotteinen kuva

naytteesta.

Kuidun poikkileikkausdimensiot muuttuvat riippuen kuidun kosteudesta. Jokaista
kuvantamista varten on otettava huomioon, missd kosteudessa kuvaukset halutaan
suorittaa ja kKyseiset mittausparametrit on aina ilmoitettava tulosten yhteydessa. Suora
valomikroskopiamenetelmé ja konfokaalimikroskopiamenetelma sallivat molemmat

sekd kuivan etta kostean ndytteen méaarittamisen.

Elektronimikroskoopilla on valomikroskoopin kanssa analoginen magneetti-
linssijarjestelm&, mutta valon tilalla toimii elektronisuihku. Elektronimikroskopoinnin
kaksi perusmenetelmdd ovat Il&péisyelektronimikroskopointi, TEM (Transmission
electron microscope) sekéd pyyhkaisyelektronimikroskopointi, SEM (Scanning electron

microscope).>**3

TEM-menetelméassa  elektroneja  ohjataan  ndytteen  lapi
magneettilinssien avulla, jolloin tutkittavasta ndytteestd saadaan muodostettua kuva
fluoresoivalle levylle. Osa elektroneista tormaa naytteen atomien elektroneihin tai
ytimiin, jolloin elektronisuihkun elektroni siroaa ymparistéon. Suurinta sironta on
naytteen tihedmmissd kohdissa, jolloin alueet ndkyvat muodostuneessa kuvassa
tummina alueina.*® Suurimpia rajoitteita TEM-kuvannalle on se, ettd naytteen tulee
kestéa elektronisuihkua ilman vaurioita ja sen tulee olla ohut, yleensa paksuudeltaan
100 nm:n luokkaa, jolloin naytteen tulee olla poikkileikkeind. TEM:IlId ongelmana on
my06s huono kontrasti hiili-, happi- ja typpiatomien valilla. Kontrastia pyritaan
lisddmaan varjaamalla naytteitd raskaammilla alkuaineilla. Ligniinid on esimerkiksi
varjatty ja merkitty bromilla, kaliumpermanganaatilla ja osmiumtetroksidilla ja
hemiselluloosia kultakonjugoiduilla vasta-aineilla.** TEM-kuvantamisessa suurennos on
kaytanndssa 250 000-kertainen ja erotuskyky on 0,2 - 0,8 nm:n luokkaa. Parhaimmilla

laitteilla paastaan jopa 0,12 nm:n luokkaan.*

Pyyhkaisyelektronimikroskopiassa kuva muodostetaan ndytteestd, kun pintaa pyyhitaan

kapealla elektronisuihkulla, jolloin elektronit irtoavat tai heijastuvat ndytteen pinnasta ja
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saadaan muodostettua yksityiskohtainen pintakuva naytteest.
Pyyhkaéisyelektronimikroskoopilla voidaan tutkia Kiinteiden pintojen rakenteita 1000 -
100000 -kertaisella suurennoksella. Naytteen tulee olla kuiva ja sen pinnan sahkoa
johtava, jotta SEM-kuvaus onnistuisi. Pyyhkéisyelektronimikroskooppi ei kykene
myoskadn erottelemaan hiilta, typped eik& happea toisistaan, joten kuitumateriaalin
kemiallisesta koostumuksesta se antaa vain hyvin vahan tietoa, ellei ndytteen kontrastia
ole parannettu. Useimmat naytteet kasitelld&nkin ennen kuvausta puhdistamalla,
Kiinnittdméalla, kuivaamalla seka padllystamalla painavilla metallialkuaineilla, kuten

kullalla tai palladiumilla.*® **

Atomivoimamikroskoopilla (AFM) saadaan korkean resoluution kuvia nédytteistd. AFM
havaitsee vuorovaikutusvoimia ndytteen pinnan ja mikroskoopin terdvan tunnistekérjen
valilla®® AFM:lla pystytddn muun muassa havainnoimaan tarkasti puukuidun
soluseinaman rakennetta ja massanvalmistuksesta aiheutuvia seindmarakenteen

muutoksia.*®

Mikroskopiamittauksia varten kuvattavista kuitundytteistd tulee usein valmistaa
poikkileikkeitd tai naytteille voidaan joutua tekemaan kemiallisia tai mekaanisia
kerrosten poistamisia, jotta péastéisiin kuvaamaan haluttua kerrosta. Poikkileikkeita
varten kuitundyte valetaan usein hartsiin. Poikkileikkeiden valmistaminen rikkoo aina
naytteen, ja poikkileikkeiden pinnalla voidaan havaita muun muassa leikkauksista
aiheutuvia veitsen jalkia.®*" Naytteiden pitdd usein olla ohuuden lisaksi kuivia.
Néaytteen kuivaus ja poikkileikkaus voivat muokata soluseindn nanorakennetta muuttaen
naytteen rakennetta pysyvasti. Yksinkertaisimmassa kuivaustekniikassa veden annetaan
haihtua 105 °C:een lampdtilassa. Menetelman takia kuituseinaman sisaiset huokoset
voivat luhistua ja Kkuituontelo saattaa mennd kasaan. Jotta kuidun rakenteen
vaaristyminen voidaan estad, kuidut kuivataan yleensa liuottimen vaihtomenetelmalla

tai pakastekuivauksella, joita yleensé seuraa naytteen valaminen hartsiin.*

4 MERKINTA- JA VARJAYSMENETELMAT

Merkint&- ja varjaysmenetelmien tarkoitus on lista kuidun kontrastia, jolloin ndytteen

havainnoiminen eri kuvantamismenetelmilld saataisiin paljon yksityiskohtaisemmaksi.



30

Tassa kappaleessa esitetddn Kirjallisuudessa esitettyja mikroskooppitekniikoiden
havainnoimisen avuksi olevia merkintd- ja varjaysmenetelmia, joita voitaisiin kayttaa
soveltaen kuitujen mikrotomografiakuvaukseen, sekd muutamia muita sovellettavia

menetelmia.

Eri epdorgaanisilla suoloilla ja atsovariaineilla véarjagdmisen avulla pystytdan
havainnoimaan muun muassa kuidun sisdrakenteen huokosten jakautumista seké&
tutkimaan ligniinin jakautumista puusolussa. Simonsin varjaykselld, joka perustuu
atsovariaineisiin, kyetdan tutkimaan kuitujen mekaanisen késittelyjen astetta. Vasta-
aineisiin perustuvilla merkintamenetelmilla pystytdadn paikallistamaan tarkasteltavia
kohdeaineita vasta-aineen ja sen tunnistaman antigeenin valiselld spesifiselld
vuorovaikutuksella. Tarkasteltava kohdeaine voidaan tunnistaa merkitsemélla kaytetty
vasta-aine merkkiaineella. Entsyymien sitomisosalla (CBM, cellulose/carbohydrate
binding module) voidaan paikallistaa tomografialla kuiduista eri hiilihydraatteja, kun
CBM:daan on lisatty merkkiaine, esim metalliatomi. Biotiini-avidiini -systeemi perustuu
my0s vasta-ainemenetelmaan, mink& avulla biotinyloituun primadrivasta-aineeseen
voidaan sitouttaa merkittyja avidiinimolekyylejd, ja taman avulla kyetéén

paikallistamaan esimerkiksi selluloosaketjuja kuiduista.

Metallikalvopééllystyksiin perustuvat kontrastin lisdysmenetelmat muodostavat kuidun
pinnalle ohuen metallikalvon, jonka avulla kuitujen pinta voidaan havainnoida
esimerkiksi elektronimikroskoopeilla. Metallinanopartikkeleihin perustuvissa kontrastin
lisdysmenetelmissa  yhtend menetelmdnd kultananopartikkeleita on  kytketty
hiilinydraatteihin kovalenttisesti. Kyseisessd menetelmassa hiilihydraattien alkuperaista
rakennetta ei muokata ennen merkintdd. Menetelman avulla voitaisiin paikallistaa
esimerkiksi kuitufraktioita paperin joukosta tomografialla. Metallinanopartikkeleita on
myos kyetty syntetisoimaan kuitujen huokosiin. Talloin huokoset pystyttéisiin
paikallistamaan kuiduista tomografialla. Painekyllastykselld suoja-aine, joissa
tehoaineina ovat erilaiset kupari-, kromi- ja/tai arseeniyhdisteet, tunkeutuu koko
pintapuukerroksen ldpi aina sydanpuuhun asti. Kyseinen menetelmd voisi toimia
tomografiaa ajatellen kontrastin lisdyskeinona, jos suoja-aine saataisiin tasaisesti

imeytettya kaikkiin puun soluihin.
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4.1 Varjays epaorgaanisilla suoloilla ja atsovariaineilla

Osmiumtetroksidi (OsO,) ja kaliumpermanganaatti (KMnQ,) ovat yleisia fiksatiiveja ja
elektronitiheitd reagensseja. Osmiumtetroksidi ja kaliumpermanganaatti reagoivat muun
muassa ligniinin kanssa ja varjaavat ligniinia ja sen esiasteita.”® Kuidun sisarakenteen
huokosten jakautumista voidaan ndhdd TEM-kuvantamisella diffundoimalla ensin
isopreenipolymeeri  turvonneeseen  kuituun ja  varjaamalla  kuitu  sitten
osmiumtetroksidilla ja lyijysitraatilla. Osmiumtetroksidi varjada isopreenipolymeerit,
jolloin huokosalueet nédkyvat tummina tai mustina alueina. Naytekuidun poikkileikkeet
voidaan jatkovarjata lyijysitraatilla, jolloin voidaan tunnistaa alueet, joihin isopreeni ei
ole tunkeutunut. Lyijysitraattivarjaykselld saadaan osmiumtetroksidivarjayskuville
“negatiivinen” kuva, jossa selluloosa-alueella on korkeampi elektronitiheys kuin
osmiumvarjatyilla alueilla ja selluloosa ndkyy mustana ja huokoset valkoisena alueena.
Osmium on hyvin myrkyllinen aine, joten osmiumtetroksidilla varjadminen
kaasufaasissa ei ole suositeltavaa. Vérjdys onkin taten parempi tehdd vesipohjaisella
osmiumtetroksidiliuoksella.  Kyseisilla  varjadysmenetelmilla  pystytddn TEM:lla

nakemaan huokosia ja huokosrykelmia, joiden koko on 10 nm:sta mikrometreihin.*®

Myds merkurisaatiovarjaysmenetelmad on kaytetty ligniinin jakautumisen tutkimiseen
puusolunaytteistd sekd puusolujen rakennetutkimuksiin FE-SEM:lla sekda TEM:lla.
Merkurisaatio tapahtuu laimeissa happamissa olosuhteissa, jossa elohopea-asetaatti
reagoi elektrofiilisen substituution kautta ligniinin aromaattisten osien kanssa tuottaen
kovalenttisen sidoksen aromaattisen renkaan ja asetoksielohopearyhmén vélille, jolloin

elohopea-atomeja saadaan liitettya naytteeseen.>

Muita perinteisia varjaysaineita, joita on kaytetty kuitujen alkuperan, koostumuksen ja
kasittelyn  tunnistamiseksi mikroskooppisin menetelmin,  ovat  erilaiset
applikointimenetelmat, joissa variaines applikoidaan kuitujen joukkoon, annetaan
vaikuttaa ja huuhdellaan ylimaarainen vari pois.>’ Kaytettavia vérjaysreagensseja ovat
muun muassa Graff ”C”-, Herzberg-, Sellegerin tai Alexanderin, Wilsonin seka Green-
Yorston vériseokset. Varjayksessd kuitujen véri kehittyy riippuen raakamateriaalista,
kemiallisesta koostumuksesta ja kuidun Kkasittelyhistoriasta. Kongon punainen -
varjadysmenetelmd sopii parhaiten puhtaalle selluloosalle, mutta se varjaa

kaikentyyppisid paperivalmistukseen kaytettyjd kuituja. Kun sitd sekoitetaan veden
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kanssa, se muodostaa kolloidisia partikkeleita, jotka tunkeutuvat Kiteisen
selluloosafibrillin rakenteeseen.®® Negatiivivérjayksessa tutkittava nayte kasitellaan
raskasmetallisuoloista, kuten uranyyliasetaatista ja fosfovolframihaposta valmistetulla
liuoksella. Kuivunutta ndytetta voidaan tarkastella elektronimikroskopisesti.*?

Simonsin kuituvérjayksella voidaan tutkia erilaisten massanvalmistuksen aikaisten
mekaanisten tai biomekaanisten kasittelyjen, kuten jauhatuksen ja entsyymikasittelyn,
vaikutuksia kuituseinaman muutoksiin.>* >* Simonsin varjaysmenetelméssa kuidut
vérjatdadn kahden vérin (sininen ja oranssi; Kuva 28) seoksella ja varimuutoksia
tarkastellaan valomikroskoopin avulla. Sinisid varjayskemikaaleja on olemassa useita,
eikd sininen véri ole kovin spesifinen, kun taas kaikki oranssit véarjayskemikaalit ovat 5-
nitro-o-tolueenisulfonihapon kondensaatiotuotteita, joka takaa korkean affiniteetin
kuituihin. Oranssin variainemolekyylin on todettu muodostavan pitkid polymeereja, ja
sen tarkkaa molekyylikaavaa eiké rakennetta ole tdysin maéritetty. Esitettyjen Direct
Blue 1 ja Direct Orange -varjaysaineiden lisaksi esimerkiksi Pontamine fast orange ja
Pontamine sky blue -vérjiysaineet ovat Simonsin varjadysmenetelmassa kaytettyja

reagensseja. *°

Kuva 28. Esimerkki sinisen varin molekyylirakenteesta (Direct Blue 1 -vdriaine)
(ylempi) ja oranssin vérin oletettu molekyylirakenne (Direct Orange -vériaine)

(alempi).>

Simonsin  varjdysmenetelma perustuu varimolekyylien kokoerojen mukaiseen
tunketumiseen kuituun ja véariaineen kuidun affiniteettiin. Oranssilla variaineella on
suurempi molekyylikoko siniseen verrattuna ja se kykenee tunkeutumaan Kkuituihin
kuidun huokosten kautta varjaten osan kuiduista oransseiksi, kun huokosleveyden
suuruus on suurempi kuin 5 nm. Kuidut varjaytyvat sinisiksi huokoskoon ollessa alle 5
nm:a. Oranssilla varilla on suurempi affiniteetti kuituihin ja ndin ollen se korvaa sinisen
varin paastyaan kuidun sisaan. Simonsin varjayksella varierot eivat vélttdmatta ole
taysin selkeitd, silla kuidut voivat varjaytya eri tavoilla (Kuva 29). Kuidut voivat
varjaytya esimerkiksi tummansinisiksi, vaaleansinisiksi, kellertavanvihreiksi, keltaisiksi
tai oransseiksi. Vihreiksi varjaytyneissa kuiduissa on havaittu olevan merkittdvat maarat

seka isoja etta pienia huokosia.” >



33

Kuva 29. Simonsin vérjaysesimerkkikuvia. Ylemmé&ssd kuvaparissa on esitettyna
poikkileikuvat kuitundytteistd. Vasemman puolen kuidut ovat kdyneet lapi suuremman
mekaanisen késittelyn. Ne ovat varjaéntyneet hieman tummemman oranssin varisiksi,

taten niiden kuitujen huokoset ovat suurempia kuin oikeanpuoleisten kuitujen
huokoset.** Alemmassa kuvassa on esitetty varjatyt mekaanisen massan kuidut

kuvattuna valomikroskoopilla.>

4.2 Vasta-aineisiin ja entsyymien sitoutuviin osiin perustuvat

paikallistamismenetelmat kontrastin lisdamiseksi

Vasta-aineisiin perustuvilla paikallismenetelmilld periaatteena on vasta-aineen ja sen
tunnistaman kohdemolekyylin eli antigeenin vélinen spesifinen vuorovaikutus.
Kohdeaineeseen Kkiinnittynyt vasta-aine voidaan visualisoida siihen liitetyn
merkkiaineen, kuten metallipartikkelin tai fluoresoivan molekyylin, avulla. Puukuidun
soluseinaman mikrorakennetta ja sen kemiallista koostumusta on tutkittu paljon
entsyymien sitoutuviin osiin perustuvilla merkitsemismenetelmilla. Talldin entsyymin
sitoutumisosa, kuten tiettyyn hiilihydraattiin / selluloosaan sitoutuva (CBM,
carbohydrate / cellulose binding module), toimii vasta-aineen tavoin sitoutuen
kohdemolekyyliin. CBM on luonnon aineiden biohajoamista katalysoivien mikro-
organismien entsyymien sitoutumisosa. Myos yksi kaytetyimmista leimausmenetelmisté
on biotiini-avidiini-systeemi, jossa biotinyloituun primaarivasta-aineeseen voidaan

sitouttaa leimattuja avidiinimolekyyleja.>* *3

4.2.1 CBM:n kaytto kontrastin lisayskeinona

Luonnon komponenttien biohajoamista katalysoivat erilaiset entsyymit. Ne ovat
kehittyneet spesifisiin tarpeisiin ja ne toimivat parhaiten organismin fysiologisissa
olosuhteissa. Sellulaaseiksi kutsutaan kaikkia sellulolyyttisid bakteereita ja sienié,
joiden tehtdvand on hajoittaa Kiteistd selluloosaa. Sellulaasit ovat O-glykosyyli-
hydrolaaseja (GHs, Glycosyl hydrolases), jotka hydrolysoivat selluloosan B-1—4-
glukosidisia sidoksia. Niitd on lI0ydetty luonnosta etenkin prokaryootteista ja sienisté.

Sellulaasit jaetaan perinteisesti eksoglukanaaseihin (1,4-B-D-glucan cellobiohydrolase),
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joka vapauttaa selluloosaketjusta perékkaisia sokeriyksikkoja ja endoglukanaaseihin
[1,4-(1,3;1,4)-B-D-glucan  4-glucanohydrolase], joka hyokkad selluloosaketjun

sisdosiin.®

Monissa sellulaaseissa ja muissa GH:issa rakenne koostuu yhdestd tai useammasta
katalyyttisestd alueesta ja yhdestd tai useammasta hiilihydraattiin sitoutuvasta
moduulista, eli CBM:std, joiden kokoluokka on 4-20 kDa ja ne tavallisesti sijaitsevat
proteiinisekvenssin  yhdessd padssa (Kuva 30). CBM:t sitoutuvat spesifisiin
hiilihydraatteihin  ilman  hydrolyysia  keskittden entsyymin liikkumattomalle
substraatille. Muutamaa poikkeusta lukuun ottamatta CBM:t ovat Kkiinnittyneet
entsyymin katalyyttiseen moduuliin korkeasti glykosyloidun joustavan linkkerin
vélitykselld. Kaikki CBM:t k&yttdvat aromaattisia ja usein polaarisia tahteitdin
kohteidensa vuorovaikutukseen, joissa vetysitoutumisella on suuri rooli. Sellulosomi on
molekyylikone, joka on perustunut proteiinitukirankaan, jolla on v&hintdén yksi CBM ja
useita koheesiomoduuleita rakenteessaan. Sellulosomeja esiintyy padosin anaerobisilla
bakteereilla ja niitd voi ilmentya yksittain tai polysellulosomeina. Sellulosomi sitoutuvat
aktiiviseen soluun erityiselld telakoitumiskoheesiosysteemilld. Useat CBM:t ovat

ehdottoman substraattispesifisia. >

Kuva 30. Sellobiohydrolaasi Cel7A (T. reesei):n moduulirakenne.>®

TEM-analyysien mukaan CBM:t eivat sitoudu hajanaisesti ympéri selluloosan kiteista
aluetta, vaan spesifisesti selluloosan Kkiteisen alueen hydrofobiseen puoleen,
selluloosaketjun 110-kulmaan. CBM:illa, jotka sitoutuvat Kiteiseen selluloosaan, on
kolme aromaattista aminohappoa, jotka omaksuvat planaarisen topologian. Kyseiseet
tahteet tekevat laajan hydrofobisen kontaktin taysin esilla oleviin 110-puolen Kiteisen
selluloosaketjun sokerirenkaisiin. Erdadat CBM:t ovat myo6s spesifisia hemiselluloosan

rakenneyksikdille.>**

Kun useiden CBM:ien ja sellulaasien rakenteet ja niiden toimintatavat ja sitoutuminen
tunnetaan, voidaan niitd kayttaa analyyttisina tydkaluina. Esimerkkind voidaan mainita
sellulaasien CBM:n kayttd lignoselluloosan koostumuksen ja ultrarakenteen

selvittdmisessa. Hiilihydraatti voidaan merkité kahdella eri tapaa, joko epésuoralla tai
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suoralla merkitsemistavalla (Kuva 31). Epésuora merkitsemismenetelmé perustuu
substraattiin sitoutuneen CBM:n merkitsemiseen vasta-ainevalitteisesti. Suorassa
merkitsemisessa CBM:&a&n on  suoraan  konjugoitu  merkitsemismolekyyli.
Merkitsemismolekyyleind voivat toimia fluoresoivat molekyylit tai metallit, joista kulta
on melko yleisesti kaytetty. Sitoutumista voidaan tutkia SEM, TEM ja FE-SEM -
tekniikoin tai fluoresenssimikroskopialla sek& atomivoimamikroskopialla, jolla saadaan

56,57

yksityiskohtaisempaa kuvaa pinnasta. Menetelm&d voisi kayttad kuitujen

tutkimiseen tomografialla, kun merkitsemiseen kaytettdisiin metallimerkiainetta.

Kuva 31. Hiilihydraattien paikallistaminen CBM-merkitsemismenetelmien avulla joko

epasuoralla (yll&) tai suoralla merkitsemismenetelmalld. Kuvassa olevat lyhenteet ovat

TRITC = tetrametyylirodamiini-isotiosyanaatti, FITC = fluoreseiini-isotiosyanaatti ja
Au = kulta.>

CBM:ia pystytddn muokkaamaan lisddmalld niihin erilaisia mikroskooppisesti
paikallistettavia lisskomponentteja, kuten metallikvanttipisteitda (QD, quantum dots) ja
histidiinileimoja (Histidine tag), joihin fluoresoivia molekyyleja ja metalliatomeita,
kuten kultaa ja kuparia, pystytdan liittdimaén. Suoralla merkitsemismenetelmallda, missa
kvanttipisteet linkittyvat Kiteiseen selluloosaan sitoutuvien moduulien (CBM)
vélitykselld, pystytddn visualisoimaan Kkiteistd selluloosaa (Kuva 32). (CdSe)ZnS-
puolijohde-kvanttipisteita kéytettiin merkitsemaan CBM:t ja visualisoimaan Valonia-
selluloosakiteitd. Menetelmén avulla pystytiin osoittamaan, ettd kyseiset CBM:t

sitoutuvat spesifisesti selluloosan planaariseen puoleen. >*°°

Kuva 32. Selluloosan ja hiukkastéplélla varustettu CBM-kompleksi, joka on
kolmikomponenttisysteemi. Sen osasina ovat selluloosakiteet, rekombinantti-CBM ja
pintamodifioidut hiukkastapla. Kyseiset QD-CBM-merkityt selluloosakiteet pystyttiin
havaitsemaan valomikroskoopin valkoisella valolla ja fluoresenssilla sekd STEM:II4 ja

TEM:114.%
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Molekyylitunnistuksen spesifisyyden lisaksi liittyneiden molekyylien tiheys tietylla
alueella on kriittinen tekija, jotta selluloosamateriaali kyetdan merkitseméaén korkean
resoluution kuvantamista varten. Mitd enemman spesifisesti merkittyja molekyyleja on,
sitd korkeampi resoluutio voidaan saavuttaa. Toisin sanoen CBM-QD-molekyylien
tineyttd selluloosakiteessé kasvattamalla voidaan resoluutiota saada paremmaksi (Kuva
33). Kvanttipisteiden tiheyttd saadaan kasvatettua kayttdméalla pienempid CBM:ta, silla
mitd pienempi on CBM:n koko, sitd enemman niitd mahtuu vierekkéin saman

selluloosakiteen pinnalle.*®

Kuva 33. (CdSe)ZnS-kvanttipiste -menetelmalla merkittyja kuituja. a) AFM-kuva
selluloosakiteistd, mitta-asteikko = 500 nm. b) Korkeampi suurennos yksittaisen kiteen
hydrofobisesta pinnasta, mitta-asteikko = 50 nm. Fluoresenssimikroskooppikuvia
selluloosakiteistd, jotka on merkitty ¢c) CtCBM3-RFP:114, d) CtCBM3-GFP:114 ja e)
CtCBM3-His/QD:lla. Mitta-asteikko =5 um. TEM-kuva (f) ja STEM-kuva ()
selluloosakiteistd, joihin on linkitetty CtCBM3-His/QD:t. Kvanttipisteet nédkyvét
tummina pisteind TEM-kuvassa ja valkoisina pisteind STEM-kuvassa. Mitta-asteikot

naissa on 50 nm.>®

Immunokultamerkkausmenetelmissd kadytetddn my6s puhtaita ja kultamerkattuja
polysakkarideja hajottavia entsyymeja tai niiden merkittyja hiilihydraattiin sitoutuvia
rakennepalikoita. Immunokultamerkitsemisessa merkitseminen suoritetaan hartsiin
valettujen naytteiden mikro- tai ultratomopoikkileikkeisiin. TEM:lla kultapartikkelein
merkatut vasta-aineet nahdaan mustina pilkkuina (Kuva 34). Duchesnen et al.*
julkaisussa immunokultamerkkaukseen kéytettyjen kultakolloidien halkaisija oli 5 nm ja
Altaner et al.®’ kayttamien kultakolloidien halkaisija oli 12 nm. Kulta-atomit tuovat
kontrastia kuituseinamén alueisiin, jolloin seindman osia ja alueita kyetédan erottamaan
ja kemiallisia komponentteja, kuten hemiselluloosia pystytdan paikallistamaan TEM-
kuvantamisella. Arend® on paikallistanut vetopuupoppelikuitujen seindmékerroksista
immunokultamerkkauksella 1,4-B-galaktaania ja Altaner et al. ovat paikallistaneet
havupuun trakeidin soluseindsta 1,4-B-galaktaania, arabinogalaktaaniproteiineja,

heteroksylaaneja seké (1—3)-p-glukaaneja.



37

Kuva 34. Kuituseindmassa sijaitsevien 1,4-f-galaktaanien paikallistaminen
immunokultamerkkaukset nakyvat mustina pisteina TEM-kuvassa.®*

4.2.2 Biotiini-avidiini-systeemiin perustuva merkintdmenetelma

Hienoaines pystytdan paikallistamaan massasulpun joukosta PARA-kulta (Periodic
Acid oxidation, Reductive Amination and Gold labeling) -merkintdmenetelmén avulla
(Kuva 35).® Vastaavalla menetelmalla on myds pystytty visualisoimaan
selluloosamikrokiteiden pelkistavat paat selluloosa I:st4, 11:sta ja I11;:sta.®

Kuva 35. PARAKulta-merkkausmenetelman reaktiovaiheet.®®

PARA-kulta  -merkkausmenetelmassa®®  selluloosaketjun  B-1,4-linkittyneisiin
glukoosiyksikdihin -~ muodostetaan  dialdehydiryhmida  miedolla  perjodihappo-
hapetuksella, jonka jalkeen karbonyyliryhmét biotinyloidaan pelkistavélla aminoinnilla.
Selluloosaketjun biotinyloituihin kohtiin linkataan streptavidiini-konjugaatti, johon on
liitetty joko fluoresoiva merkkiaines tai kultananopartikkeli. Strepavidiinin ja biotiinin
vélilla tiedetddn olevan korkea affiniteetti (streptavidiinin ja biotiinin valinen
dissosiaatiovakio on noin 4 x 10 M)®, jonka ansiosta saadaan muodostettua vahva
sidos merkkiaineksen ja kuidun vélille. Fluoresoivan streptavidiinikonjugaatin avulla
hienoaines  pystytddn  erottamaan  pitkistd  kuiduista  ja  havaitsemaan
konfokaalimikroskoopilla ja kultapartikkeli edesauttaa hienoaineksen havaitsemisen
SEM- ja TEM-mikroskoopilla (Kuva 36).%

Kuva 36. PARA-kulta-kasiteltyjen hienoainesten mikroskopiakuvia. Jokaisessa
kuvaparissa on kasitelty a) tuore hienoaines ja b) kuollut hienoaines ja sekoitettu se
pitkien kasitteleméattomien kuitujen joukkoon. Ylimmassa kuvaparissa
laserkonfokaalimikroskooppikuvat, keskimmaisesséa kuvaparissa SEM-kuvat ja alimassa
kuvaparissa TEM-kuvat. TEM-kuvissa katkoviivat osoittavat hienoaineen absorption

kuidun pinnalle/sisaosiin.®
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SEM-kuvien perusteella tuore hienoaines sitoutuu puukuituun paljon homogeenisemmin
kuin kuollut hienoaines, joka mieluummin kertyy pieniin laikullisiin alueisiin pitkin
puukuitua. TEM-kuvasta havaitaan, ettd tuoretta hienoainesta on adsorboitunut kuidun
pinnalle, mutta sitd on myo6s adsorboitunut kuidun seinaman sisépuolelle. Kuollutta
hienoainesta on tunkeutunut pienemmissa méaarin kuituseindmén sisadn, jolloin se
muodostaa pienid laikullisia alueita kuidun pinnan vaurioiden kohdille (kuvassa 34
olevat ympyroidyt alueet).®®

4.3 Metallikalvopaallystykseen perustuvat kontrastin lisdysmenetelmat

4.3.1 Atomikerrossaostumatekniikka (ALD)

ALD-tekniikalla (atomic layer deposition) pystytddn muodostamaan substraatin pinnalle
atomikerroksia sykleittdin ja kasvattamaan ndin muodostuneen metallikalvokerroksen
paksuutta. Tekniikan etuina on tiiviiden ja ohuiden atomikerrosten kontrolloitu
valmistaminen seka erilaisten kolmiulotteisten rakenteiden tasainen paallystyskyky.
Menetelméssa lahtOaineet tuodaan pulsseissa kaasumaisessa muodossa reaktoriin
vuorotellen inertin kaasun kanssa. Inertti kaasu erottaa lahtdainereagenssipulssit
toisistaan, jolloin substraatin pintaan voi asettua vain yksi atomikerros haluttua
pinnoitusreagenssia. Jokaisen l&dhtdainereagenssipulssin ja inertin kaasupulssin jalkeen

substraatin pintaan on asettunut yksi atomikerros pinnoitusreagenssia.®’

4.3.2 Sputterointitekniikka

Kun kuitunaytteitd halutaan kuvata pyyhkéisyelektronimikroskopialla, nayte tulee
paallystdd ohuella metallikerroksella, kuten kulta-, platina- tai kromimetallilla, jotta
naytteen  kontrastia ~saadaan  parannettua. Etenkin  FESEM-kuvantamiseen
kromipaallystys on parempi kuin muut edelld mainitut metallit, silld se muodostaa
ohuemman metallikerroksen poikkileikendytteen paélle. Paallystys suoritetaan usein
sputteroimalla metallia naytteen paalle. Sputterointi on myos eradnlainen ohutkalvon
valmistusmenetelma. Siina kohtiota, joka voi olla esimerkiksi kultaa, platinaa tai kulta-
palladiumia, pommitetaan jalokaasuioneilla, usein argonkaasulla. Metalliatomit irtoavat
kohtiosta pommituksen kaasun ja kohtioon tormayksen johdosta ja laskeutuvat
kondensoituen reaktorissa olevien pintojen ja sinne asetetun ndytteen pinnalle.

Reaktorissa kaytetaan alhaista 0,1 - 0,05 mbarin vakuumia.®® *
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4.4 Metallinanopartikkeleihin perustuvat kontrastin lisdysmenetelmat

4.4.1 Hiilihydraattien kytkenta kultananopartikkeleihin

Wang et al.”

ovat julkaisussaan kertoneet uudesta kytkentéreaktiosta, jossa
hiilinydraatteja on kytketty kovalenttisesti kultananopartikkeleihin  (Kuva 37).
Menetelmén etuna on, ettei hiilihydraattien alkuperdistd rakennetta muokata ennen
linkkausta. Menetelmé& perustuu aryyliatsidin fotokemiaan, jossa valon vaikutuksesta
atsidifunktionaalisuus muutetaan reaktiiviseksi nitreeniksi ja hiilinydraatin CH:n ja
nitreenin typen vélille muodostuu kovalenttinen sidos. Pintaligandit, kuten tioliligandit,
muodostavat kultananopartikkelille suojaavan kerroksen, joka stabiloi nanopartikkelia.
Kultananopartikkeleihin kytkettiin PFPA:n (perfluorofenyyliatsidi) avulla muun muassa
3,6-di-O-(a-D-mannopyranosyyli)-D-mannopyranoosi-hiilinydraatteja. Periaatteessa
tarvitaan vain yksi kovalenttinen sidos kiinnittdmé&an hiilihydraattimolekyyli PFPA:han
ja todennékoisyys sidoksen muodostumiselle kasvaa, mitd enemman CH-sidoksia
yhdisteessa on tai mitd suurempi hiilinydraatin koko on. Hiilihydraatit kytkettiin PFPA-
funktionalisoituihin ~ nanopartikkeleihin ~ sekoittamalla ~ PFPA-funktionalisoituja
kultananopartikkeleita hiilihydraattien kanssa ja sateilyttdméalla seosta 280 nm:n valolla

viiden minuutin ajan.

Kuva 37. PFPA-tiolifunktionalisoitujen kultananopartikkeleiden fotoavusteinen
kytkenté hiilinydraatteihin. PFPA-tiolifunktionalisoitujen molekyylien etyleeniketjujen
pituudet vaihtelivat; n=1 (1), n=5 (2) ja n=10 (3) ja yhdesséd molekyylissa (4) oli lisaksi

(CH,CH,0)4-yksikko, joka lisési nanomateriaalin vesiliukoisuutta. Man2 = 2-O-a-D-
mannopyranosyyli-D-mannopyranoosi, Man3 = 3,6-di-O-(a-D-mannpyranosyyli)-D-

mannopyranoosi.”

Menetelméé voisi soveltaa esimerkiksi nanoselluloosien paikallistamiseen kuitusulpun
joukosta kiinnittamalla kultananopartikkeleita suoraan nanoselluloosaketjuun ennen
kuitusulppuun sekoittamista. Talléin rontgentomografiakuvantamisella olisi mahdollista

paikallistaa nanoselluloosafraktioita kuitusulpun joukosta.
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4.4.2 loninesteisiin perustuva selluloosa/kultananokidehybridien

valmistus

Li ja Taubert™ ovat valmistaneet HAuClssta ja selluloosasta, joka liukenee
ioninesteeseen, kolloidisia ~ kultananopartikkeli-selluloosa  -hybridisaostumia.
loninesteend on kaytetty 1-butyyli-3-metyyli-imidatsoliumkloridia. Tetrakloorikulta-
hapon, selluloosan ja ioninesteen seosta oli lammitetty ensin 100 °C:ssa kunnes liuos oli
tullut  kirkkaaksi, jonka jalkeen se oli yhdistetty pelkistimend kéytetyn
natriumboorihydridin (NaBH,) vesiliuokseen, jolloin kulta(lll) pelkistyi kulta(0):ksi.
Samanaikaisesti ioninesteeseen liuennut selluloosa saostui nanokuituina ulos nesteesta.
Menetelmassa selluloosakuidut toimivat rakennepalikkoina nanopartikkelin kasvulle tai
ryhmittymiselle, silla kultananopartikkelit ovat keréantyneet selluloosakuituverkostoa
mukaillen (Kuva 38).

Kuva 38. TEM-kuvia kultapartikkeleista selluloosasaostuman paalla.”

Menetelmd saattaa soveltua myds nano- ja mikroselluloosakuituverkostojen
tomografiakuvantamiseen. Tutkimuksessa epadiltiin natriumbooorihydridin reagoivan
myos selluloosan kanssa. Jatkossa olisikin mietittdva, muuttaako se selluloosakuitujen

ominaisuuksia merkittavasti.

4.4.3 Metallinanopartikkeleiden syntetisointi huokosiin

Junhui He, Toyoki Kunitake ja Aiko Nakao’? ovat syntetisoineet hopea-, kulta, platina
ja  palladiummetallinanopartikkeleita  selluloosakuidun  huokosissa.  Huokoiset
selluloosakuidut toimivat nanoreaktoreina toimien samalla partikkeleiden stabilisoijina.
Selluloosakuitujen lahteend kaytettiin nukatonta selluloosapaperia, jonka paksuus oli 49
pum, ja joka koostui keskimadrin 11 pum paksuista selluloosakuiduista. Kuiduissa oli
huokosia, joiden halkaisija oli 30 - 70 nm. Paperi pidettiin minuutin ajan halutun
metallin (AgNOs, AuCls, PtCl, ja PA(NOs3),) liuoksessa. Tamén jalkeen sita huuhdeltiin
etanolissa noin 30 sekunnin ajan. Huuhtelu etanolissa poisti metalli-ionit, jotka eivét
olleet kiinnittyneet selluloosakuituihin ioni-dipolivuorovaikutuksilla. Huuhtelun jalkeen

metallikationit pelkistettiin pitamélla kuituja NaBHj-liuoksessa 10 minuutin ajan.
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Muodostuneiden partikkeleiden kokoa pystyttiin  kontrolloimaan vaihtamalla

metalliliuosten konsentraatiota.

Kyseistd menetelmad voisi kokeilla selluloosakuidun huokosrakenteen tutkimiseen
tomografialla. Menetelman avulla kontrastia lisddvia metallipartikkeleita saadaan
kuljetettua huokosiin ja huokosten kautta kuidun sisdosiin. Kyseinen menetelma olisi
myo6s helppo tapa nostaa yksittaisen kuidun kokonaiskontrastia. Tutkimus antaa myos
viitetta sille, ettd jo pelkkd kuitujen liotus metallisuolaliuoksissa johtaa metalli-

kationien kulkeutumiseen ja kiinnittymiseen kuituun.

4.4.4 Metallinanopartikkeleiden syntetisointi bakteeriselluloosaan

Olsson et al.”

ovat kehitelleet magneettisia aerogeelejd ja magneettista nanopaperia
bakteeriselluloosasta ja rautasulfaatti- ja kobolttikloridisuoloista.”® Bakteeriselluloosa-
verkostoa kéytettiin kasvutemplaattina 40 - 120 nm:n kobolttiferriittinanopartikkeleiden
syntetisointiin. Metallinanopartikkelit kiinnittyvét bakteeriselluloosaan ja tuovat sille
magneettisia ominaisuuksia. Partikkeleiden synteesikaavio ja valmistusvaiheet on
esitetty alla (Kuva 39). Menetelmassa bakteeriselluloosahydrogeeli on valmistettu
Acetobacter xylinum FF-88 -bakteerilla. Hydrogeeli on pakastekuivattu ja upotettu
FeSO4/CoCl,-vesiliuokseen 15 minuutin ajaksi ja lopuksi lammitetty 90 °C:ssa kolmen
tunnin ajan. Liukoinen Fe/Co hydroksidit ovat muuttuneet liukenemattomiksi
komplekseiksi. Selluloosaverkosto on asetettu viela NaOH/KNOg3-liuokseen 90
celsiusasteessa,  jolloin  mustat  kobolttiferriittipartikkelit ~ ovat  saostuneet

selluloosananofibrilleihin.

Kuva 39. Kobolttiferriittinanopartikkeleiden syntetisointi bakteeriselluloosatemplaattiin.
a.) Pakastekuivattu bakteeriselluloosatemplaatin SEM-kuva. b) SEM-kuva
pakastekuivatusta kolbolttiferriittiselluloosa-aerogeelista. ¢) SEM-kuva

magneettinanopaperista.”®
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4.5 Painekyllastys sovellettavana menetelmana

Painekyllastamisessd suoja-aine tunkeutuu koko pintapuukerroksen lapi aina
sydénpuuhun asti. Suomessa kyllastdmista tehdddn vain ménnylle, silld kuusipuun
solurakenne ei sovellu painekyllastdmiseen. Teolliseen puun kyllastdmiseen kéytetdén
kolmea erilaista kyllastysainetyyppid, joita ovat C-kyllasteet, CC-kyllasteet seka CCA-
kyllasteet. C-kyllasteaineessa tehoaineena ovat kupariyhdisteet, CC-kyllésteaineissa
kupari- ja kromiyhdisteet ja CCA-kyllasteissa kupari-, kromi- seké arseeniyhdisteet.”
Néistd CCA on nykyisin kielletty arseeniyhdisteiden myrkyllisyyden vuoksi. CCA-
kyllastysmenetelméssd  puuaines  vakuumikuivataan  ennen  painekyll&astysta.
Vakuumikuivauksella poistetaan ilma puun sisaltd, jolloin kemikaalit pystyvét
paremmin  tunkeutumaan puun soluaineeseen. CCA reagoi ligniinin  ja
selluloosayhdisteiden funktionaalisten ryhmien, kuten karbonyylin,
karboksyylihapporyhmén, metoksyylin ja fenolisen hydroksyylin, kanssa joko
kompleksoituen, saostuen tai adsorpoituen. Paareaktio, joka kyllastyksessa tapahtuu, on
puuaineiden hapettuminen heksavalenttisella Cr¥:[1a, jolloin Cr¥' pelkistyy
trivalenttiseksi Cr'":ksi.”"" CCA:ssa kromi toimii kiinnittimena, kuparin tehtavana on
toimia sienimyrkkyna ja arseeni takaa suojan hyonteisid vastaan. Heksavalenttisen
kromin pelkistyminen trivalenttiseksi kaynnistdd puuainesten heikkojen happojen
deprotonoitumisen, jolloin kupari kykenee sitoutumaan suoraan ligniiniin ja
selluloosaan ja muodostuu saostumia kuten CrAsOs; CuCrO, ja Cry(OH),CrO,."

Painekyllastamisté voisi kokeilla kuidun kontrastin lisdyskeinona tomografianaytteisiin.

5 YHTEENVETO

Pro gradu -tutkielman tavoitteena oli esitelld kemiallisia kontrastin lisdyskeinoja
puukuitumateriaalille, jotta rdntgentomografialaitteella pystyttdisiin - maarittamaan
kuidun sisdinen rakenne yksityiskohtaisemmin seka paikallistamaan kuitufraktioita,
kuten nanoselluloosaa ja hienoainesta, paperiarkista. Alussa esiteltiin teoriapohjaa
tomografiasta materiaalin rakenteen tutkimusmenetelmand ja syvennyttiin kuidun
monimutkaisen rakenteen ymmartamiseen. Menetelmia kaytiin lapi jo olemassa olevista

varjays- ja merkintdmenetelmisté aina sovellettaviin keinoihin.
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Rontgentomografia tarjoaa kolmiulotteisen kuvantamismahdollisuuden néytetté
rikkomatta. Rekonstruoidusta kuvadatasta voidaan tarkastella kolmiulotteisesti naytteen
poikkileikkeita eri kohdista. Useita kaksiulotteisia kuvantamismenetelmia varten
naytteestd tulee valmistaa poikkileikkeitd, mika rikkoo naytteen, jolloin Kkyseisesté
naytteestd ei voida suorittaa endd uusia mittauksia toisilla tutkimusmenetelmill&.
Tomografiakuvantamisen jalkeen néytettd voidaan vield analysoidalla muilla

kuvantavilla tai mekaanisilla rikkovilla analysointimenetelmill.

Tomografiakuvauksessa naytettd sateilytetddn rontgenséteillda detektorin ja lahteen
pysyessd paikalla ja naytteen pyoriessda pyorimisakselinsa ympéri pienin
kulmamuutoksin 0-asteesta vahintd&dn 180-asteeseen. Sateily vaimenee ndytteessa sen
alkuainekoostumuksesta, paksuudesta ja tiheydestd seka séteilyn spektrista riippuen.
Rontgenkuva on néytteen vaimentuneen sateilyn muodostama varjokuva eli tavallisesti
negatiivikuva, joka koostuu eri harmaasévyistd. Mitd painavampia alkuaineita ja mita
tihedmpaa ainetta sateily kohtaa ja mitd paksumman ainekerroksen I&pi rontgensateilyn

taytyy tunkeutua, sitd enemman sateily vaimenee.

Néaytteen koko ei tosin sovi tomografialla kuvattaessa olla jarin suuri, jotta resoluutio
mittauksessa olisi mahdollisimman hyva, ja jotta ndyte pystyy pyorimaan pyérimis-
akselinsa ympari niin, ettd tutkittava alue pysyy koko mittausajan kuvausalueessa.
Rdntgensddetomografialaitteistot, joissa lahteend kéytetddn rontgenputkea, voidaan
jakaa saavutettavan resoluution mukaan mikrotomografialaitteistoihin, joilla paastéan 1
- 100 pm:n resoluutioon sekd nanotomografialaitteistoihin, joilla p&astéén
parhaimmillaan alle 50 nm:n resoluutioon. Naytteen maksimikokoon vaikuttavat valittu
suurennosobjekti ja haluttu resoluutio. Mikrotomografialla kuvattaessa naytteenkoko
esimerkiksi 10X suurennosobjektilla kuvattaessa tulee olla alle 50 mm:éa.
Nanotomografialla naytteiden koot tulee mahtua kuvausalueeseen, joka 150 nm:n

resoluutiolla on 60 pm:a ja 50 nm:n resoluutiolla on 15 pm:a.

Paperi koostuu halkaisijaltaan 10 - 30 um ontoista kuiduista, pienemmista kuituosista,
fibrilleistda sekd paperin valmistuksessa lisatyista partikkeleista, kuten tdyteaineista.
Paperissa kuidut muodostavat kuituverkoston. Kuidut ovat muodoltaan ja rakenteeltaan
hyvin erilaisia ja erikokoisia ottaen huomioon niiden prosessointihistorian, kuidun

alkuperén, kuituvauriot ja -muutokset. Puukuidun osien kontrastin lisdédminen on
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tarkedd, silld puukuitu koostuu pad&osin heikosti séteilyd absorboivista kemiallisista
rakenneosista: selluloosasta, hemiselluloosasta ja ligniinistad. Ne eivat sisélla kontrastia
lisddvia alkuaineita, kuten korkeamman molekyylipainon omaavia metallialkuaineita
vaan suhteellisen saman molekyylipainon omaavia alkuaineita; hiilta, vetyé ja happea.
Rontgenséteet eivat absorboidu kevyisiin alkuaineisiin yhtd hyvin kuin raskaampiin

alkuaineisiin, jolloin rakenteiden yksityiskohtainen erottelu ja4 heikoksi.

Merkintd- ja varjaysmenetelmilld kuidun kontrastia voidaan lisatd, jolloin ndytteen
rakenne voidaan havainnoida yksityiskohtaisemmin rontgentomografia-kuvista.
Mikroskooppisissa menetelmissd kéytettyja varjays- ja merkintdmenetelmida ovat
vérjaykset epéorgaanisilla suoloilla, kuten osmiumtetroksidilla, kaliumperman-
ganaatilla ja uranyyliasetaatilla, ja atsovériaineilla, joita esimerkiksi Simonsin
menetelméssa kaytetddn. Vasta-aineisiin perustuvilla menetelmilld kohdemolekyyli
paikallistetaan vasta-aineen, joka voi olla esimerkiksi hiilinydraattiin sitoutuva palikka
kuten sellulaasien selluloosaan sitoutuva entsyymin osa, ja sen tunnistaman antigeenin
avulla. Kohdeaineen tunnistanut vasta-aine voidaan visualisoida, kun siihen liitetd&n
sopiva merkkiaine esimerkiksi metalliatomi, -partikkeli tai fluoresoiva molekyyli.
Esimerkiksi PARA-kulta-merkitsemismenetelman avulla selluloosahienoaines on
pystytty paikallistamaan massasulpun joukosta elektronimikroskooppisin kuvauksin.
Menetelmé perustuu voimakkaaseen biotiinin ja avidiinin véliseen vuorovaikutukseen,
missa selluloosaketjun biotinyloituihin kohtiin on Kiinnitetty streptavidiini-konjugaatti,

johon on liitetty joko fluoresoiva merkkiaines tai kultananopartikkeli.

Muita mahdollisia merkintdmenetelmida voisivat olla metallikalvopééllystykseen
perustuvat  Kkontrastin  lisdysmenetelmét,  kuten  atomikerrossaostuma-  ja
sputterointitekniikat, joissa ndyte paallystetadn metalliatomikerroksilla. Kirjallisuudesta
I6ytyi myds menetelmid, joissa hiilihydraatteja, joiden rakennetta ei ole muutettu, on
kytketty kultananopartikkeleihin perustuen aryyliatsidin fotokemiaan. Menetelméaa voisi
soveltaa esimerkiksi nanoselluloosien paikallistamiseen  kuitusulpun  joukosta.
loninesteisiin ~ perustuvassa  selluloosa/kultananokidehybridien  valmistuksessa
tetrakloorikultahaposta ja  selluloosasta, joka liukenee  1-butyyli-3-metyyli-
imidatsoliumkloridi-ioninesteeseen, on muodostettu kolloidisia kultananopartikkeli-
selluloosahybridisaostumia. Menetelméssa selluloosakuidut toimivat rakennepalikkoina

nanopartikkelin  kasvulle tai ryhmittymiselle. Menetelmén avulla voitaisiin
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tomografialla nahd& nano-/mikroselluloosakuituverkostojen rakennetta. Menetelmén
haittapuolena on, ettd selluloosa ensin liuotetaan ja lopuksi saostetaan, jolloin

selluloosakuidun alkuperéinen rakenne muuttuu.

Metallinanopartikkeleita on syntetisoitu kirjallisuuden mukaan myds kuidun huokosiin
sekd kuituja on kaytetty metallinanopartikkeleiden, kuten kobolttiferriittinano-
partikkeleiden, kasvutemplaatteina. Naitd menetelmid voisi my0ds ajatella kontrastia
lisd&vana keinona, etenkin kuidun huokosrakenteiden tai kuidun
paikallistamistutkimuksissa kuidun kokonaiskontrastia lis&amadn. Yhtend ideana
kontrastia voisi lisdtd tomografiandytteisiin  myds painekyllastykseen kaytetyilla
aineilla. Painekyllastyksessé suoja-ainekemikaalit, joita ovat C-, CC- ja CCA-kyllasteet,
pystyvét tunkeutumaan puun soluainekseen. Tehoaineina niissa ovat kupari-, kromi- ja
arseeniyhdisteet. Yhdisteet reagoivat ligniinin ja selluloosayhdisteiden funktionaalisten
ryhmien, kuten karbonyylin, karboksyylihapporyhméan, metoksyylin ja fenolisen

hydroksyylin, kanssa joko kompleksoituen, saostuen tai adsorpoituen.

Menetelmid, joita tomografiakuvantamisessa ensimmaisena olisi hyva kokeilla, olisi
PARA-kultamerkintamenetelmd, jota voisi kokeilla nimenomaan hienoaineksen ja
nanoselluloosan paikallistamiseksi paperiarkin kuituverkostosta. Yhtena
mahdollisuutena voisi olla myds kuitujen pelkka liuottelu metallisuolaliuoksissa ja
pelkistimen, kuten natriumboorihydridin kéytt6. Metallisuolaliuoksena voisi kayttaa
esimerkiksi tetrakloorikultahappoa, ja kulta pelkistettdisiin kuidun pinta- ja siséosiin

natriumboorihydridilla.
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