Lappeenrannan teknillinen yliopisto
School of Engineering Science

Kemiantekniikka

Esikasittelymenetelmienvertaileminen prosessoidun
puukuidun morfologisten ominaisuuksientutkimi sta
varten valo- ja pyyhkaisyelektronimikroskoopilla

Kandidaatintyd 2018

Tekija: Aleksi Kiuru

Ohjaaja: Eeva JernstropLUT
Nina Laine UPM
Toni Vakiparta LUT



TIVISTELMA

Lappeenrannateknillinen yliopisto
School of Engineering Science
Kemiantekniikka

Aleksi Kiuru

Esikasittelymenetelmien  vertaileminen prosessoidun puukuidun morfologisten
ominaisuuksien tutkimista varten valo- ja pyyhkéaisyelektronimikroskoopilla

58 sivua, 54 kuvaa, 2 taulukkoa
Ohjaajat: Eeva JernstrobUT, Nina Laine UPM ja Toni ¥kiparta LUT
Hakusanat:sellu, puukuidut, menetelmakehitysgsikasittelymenetelmatyalomikroskopia,

pyyhkaisyelektronimikroskopia

Digitalisaatio on viimeigen vuosikymmeiren aikana pakottanut perinteigatperinvalmistajat
uudistumaan radikaaligt kehittdmaan uusia tuotteitSamalla ka painopaperin kysynta on
laskenut, esimerkiksi sellun eli paperimasggsynta maailmanlaajuisesti kaaa Sellu on
pohjana puun tulevaisuuden tuotteiden kehityksesgéaten sen puukuitujen pinnan
yksityiskohtaisa rakerteita on pystyttdva tutklaan nopeasti ja helpostiteollisessa

ymparistossa.

Tasséa tutkimuksessa selvitetten esikasittelymenetelmien soveltuvuutta puukuitujen pinnan
rakenteen tarkasteluun valf@a pyyhkaisyelektronimikroskoopillaSEM:i& varten demassa
olevia esikasittelymenetelmia selvitettiin kirjallisuudestalittuja menetelmia, jotka olivat
ilmakuivaus, alipainekuivaus, pakastekuivaus, propaanikuivaus, HNMOi®aus ja ionisella
nesteellda kasittely, sovellettin kahden eri tyyppiskoivusellun tarkasteluun SEM:lI&
Esikasittelymenetelmien tuottamia SEMkuvia vertailtiin toisiinsa Valomikroskoopilla

puukuituja tutkittiin vain hieman laimennettuina ilman esikasittelya.

Tutkimuksen tuloksena alipainekuivaus ja pakastekuittanttivat yksityiskohtaisimmat kuvat
puukuidun pinnan rakenteestauloksena oli ilmava ja lyyhistymaton kuitusolukko, jonka
mikrofibrillirakenteet erottuivat yksityiskohtarmamin kuitujen pinnalta, kinkeista ja mutkista.
Kahdesta menetelmé&sta alipainekuivaus oli parempi sen nopeuden ja helppouden &asiosta.
sijaan Imakuivatut ja propaanikuivatut kuidut olivat lyyhistyneité ja pakkautuneita toistensa
paalle, eik&uitujen pinnoilta erottunubllenkaan mikrofibrillirakereita. HMDS -kuivaus ja
ionisella nesteella kasittely eivat myoskaan tuottaneet alipmrmakastekuivauksen tasoisia
kuvia, mutta esittivapotentiaalia. HMDS-kuivatut kuidut olivat osittain yksityiskohtaisia,
mutta kaytettya menetelmé&a pitaisi huomadisti kehittdd. lonisella nesteella kasitellyissa

kuidussa pinnan yksityiskohdat eivat nédkyneet, mutta kuitu sailytti parhaimmin muotonsa.
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Digitalization has driven radical change in traditional paper makers and forced innovation of
future products. While the demand of printing paper has declined in the past few decades,
markets for pulp are constantly expanding. Pulp is the basis of véuiows woodproducts;

hence quick angimple observation of surface features of pulp wood fibres is crifital

industrial environments.

This research compared the feasibility of different preparation methods in investigating surface
features of wood files using light and scanning electron microscopy-eRigting preparation
methods were researched first. Chosen methods, which were air drying, vacuum drying, freeze
drying, propane drying, HMDSirying and ionic liquid treatment, were applied to imagimg t

kinds of spruce pulp and the results compared. No sample preparation was needed for imaging

with light microscope.

Vacuum drying and freeze drying produced the most detailed images of the wood fibre surface
features. The wood fibres were fluffy and rallapsed, and had detailed microfibril structures

on the surfaces, bends and twists. Vacuum drying was the superior method of the two due to its
fast and simple execution. In contrast, air dried and propane dried wood fibres were collapsed
and glued to&ch other. No microfibril stictures were seen on the wood fibre surfaces. HMDS
-drying and ionic liquid drying did not produce images equal to vacuum and freeze drying yet
showed potential. HMDSdried fibres were occasionally detailed, but the methodires)

plenty of development still. lonic liquid treatment produced little surface detail but maintained

the natural fibre structureest



LYHENTEET

HMDS HeksametyylidisilatsaariHexamethyldisilazane)
SEM Pyyhkaisyelektronimikroskoopgscanning Electron Microscope)
BSE Takaisinsironneet elektronit (Backscattered Electrons)

SE Sekundé&iset elektronit (Secondary Electrons)
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1 JOHDANTO

Metsateollisuus on ollut keskeisena osana Suomen kansantaloutta jo lahes 150 vuotta.
Suomalainerpapert ja massateollisuus on ollut metsien runsauden ja teknisen osaamisen
ansiosta maailman huipulla jo pitkdarMetsateollisuuden osuus Suomen vahvasti
vientivetoisesta talalesta on kuitenkin laskenut 1956luvun 80%:sta nykypaivan noin
vildennekseen Metsateollisuus ry, 2000). Taulukossa | on esitettyi®omen
metséateollisuuden vietikuja, jotkakoostwat enimmakseen paperista ja kartongjsgaha ja
hoylatavarastaekad jonkin verrampuulevyista.Taulukostanahdaan etta etenkin paperin ja

kartonginosuus vienistaon pudonnutajusti vimeisen kymmenen vuoden aikana.

Taulukko | Suomen metsateollisuuden vientimaarat vuos®0, 20074a 2016 (Metsateollisuus
ry, 2017)
Muutos ed. vuodest|
1990 2007 2016
(20152016)
Paperi & kartonki [1000 t] 7700 13600 9850 -3.0%
Sellu [1000 t] 1400 2360 3150 8.4%
Sahaja hoylatavara [1000 #h | 4170 7210 8650 9.4%
Puulevyt [1000 780 1500 1000 -4.1%

Suurin vaikutus Suomen metséteollisuuteam ollut digitalisaatiolla joka on pakottanut
perinteiset paperinvalmistajaudistumaan radikaalisesDigitalisaationansiosta printeisen
paperin kulutus maailmanlaajuisesti hupenee noimd4osivauhtigSiemens, 2016Berg &
Linggvistin (2017) mukaanamomalehti ja tulostuspaperin kysyntéa ¢askenut huomattavasti
lansimaissajoskin kehittyvat taloudet, kuten Kiina ja Intia, yllapitdvat hieman kysyntaa.
Papenn laskevan kysynnajattamaa aukkoa on taytetpakkauskartongin, pehmopaperin ja
sellun avulla (Berg & Lingqgvist, 2017) Etenkin sellm eli paperimassan kysynta
maailmanlaajuisesti on jatkuvasti kasvavaa sen ymparistoystavallisyyden ja Ilukuisien
sovellusten ansiosta. Selluloosaa voidaan soveltaa perinteisen paperintuotannon lisaksi
rakennustarvikemateriaaliksi, farmaseuttisiin tarpeigifopa tekstiili ja vaateteollisuuteen
(Watkinset al., 2015).

Sellua tuotetaan Suomesskemiallisesti kuiduttamalla kayttden sulfaattimenetelmaa.
Sulfaattimenetelméassa puukuidut erotetaan toisistaan liuottamalla niitd yhdistava sideaine,
ligniini, lipeéliuoksessa, jok&oostuu natriumhydroksidista ja natriumsulfidisBuomessa
tuotetun selin yleisimpia raakaineita ovat ménty, kuusi ja koivu, mutta esimerkiksi Etela

Amerikassa hyddynnetdadn myds runsaasti nopeakasvuista eukalyptugileisateollisuus
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ry, 2000)Laine et al. (2004) korostavat, et&élgloosamassagalostaminen on tarkeda paperi

ja kartonkituotantoalalostaminen esimerkiksi parantaa puukuitujen sidosominaisuuksia, jotka
ovat vahvan, silean ja hyvan tulostettavuuden omaavan paperin tuottamisen edellytyksena.
Tavoitteena voi olla suoristaa ja lyhentaa liian pitkia kuitaj&ehittdé paperin absorboivuutta,

huokoisuutta ja optisia ominaisuuksia. (Laine et al., 2004)

Jalostuksen vaikutukset puukuituun tapahtuvat soluseinaman t&salleuidun rakenteen eli
morfologian tarkka ja yksityiskohtainen tuntemus on valttamatonta pdyton uusien
sovelluksien ja tulevaisuuden tuotteiden kehittamisessa. Puukuidun morfologiaa ei voida
tarkastella paljain silmin, vaan avuk&rvitaanvalo- ja pyyhkaisyelektronimikroskopia.
Valomikroskoopilla on helppo tarkastella markaa puukuitunaytetta, mutta sen resg@éutio
pyyhkaisyelektronimikroskooppia pienemmakdryyhkéaisyelektronimikroskoopilla saash
yksityiskohtaisia kuvia puukuidun pinnan rakesdéta mutta kuvaaminen vaatifytteen
esikasittelyn, joka usein vaurioittaguukuidun luonnollista rakennetta. Tasta syysta
korkealaatuisi&uvia puukuidun rakenteesta, jotka vastaavat kuidun luontaista olomuotoa, on

hankala tuottaaittavan nopeasti ja vaivattomastiollisessa ymparistossa.

Tassa kandidaatintyostdtkitaaneri esikasittelymenetelmien soveltuvuyttaukuidun pinnan
rakenteen tutkimiseen valga pyyhkaisyelektronimikroskoopillaEsikasittelymenetelman
tulisi mahdolistaa luontaisin ja yksityiskohtaisin kuva puukuidusta, ollen samalla nopea ja
helppo toteuttaa teollisessa ymparistossa. Tarkoituksenselwittdd kirjallisuudesta mita
morfologisia ominaisuuksia voidaan kuvata mikroskoopeilla ja mita menetelmia apt{iska.
Menetelmia testataan ja niilgaatuja kuvia vertaillaan keskenaduntkimuksen tuloksena on
hyvaksi todettu menetelma puukuitujen tutkimisgeta voidaan jatkossa soveltaa laajempiin
tutkimuksiin.



2 PUUKUIDUT
2.1 Puukuitujen luokittelu

Puukuituja esiintyy luonnossa monissa eri muodoiBsaL on eloperdistd materiaalia eli se
sisaltda hiilta. Hiilen lisaksi puu koostuu vedysta, hapesta, typestdraekamasta muusta
epaorgaarisesta alkuaineesta. Puulajikkeet voidaan jakaa pitki@ituisiin havupuihin ja
lyhytkuituisiin lehtipuihin.Paperi ja massateollisuuden kannalta tarkeimmat puulajikkeet ovat

havupuistananty ja kuussekalehtipuista koivu ja eukalyptugMetsateollisuus ry, 2000)

Havu ja lehtipuut eroavat toisistaan rakegitisesti sekd makromolekylaarisestiavupuiden
suurin osa solukosta on trakeideja, eli putkisoluja, joiden pituus on vélltén.Lehtipuiden
solukko koostuu ohuista kuiduista ja paksuista putkilosoluista, joiden pituus vaihtelee valilla
0,8 1,0 mm.Putkilosolut voidaan tunnistaayds niiden paatyseinamien perforaatiolevyista.
(Kéarkkainen, 2003Puukuidut koostuvat paaosin selluloosasta, hemiselluloosasta ja ligniinista.
Selluloosan maara pysyy jotakuinkin vakiona, mutta hemiselluloosaa ja ligngiridyg
havupuissa enemman kuin lehtipuisgiioch, 2006) Taulukossall on esitetty hawvu ja

lehtipuidensoluseinamiemakromolekylaariset koostumukset

Taulukko 1 Havu ja lehtipuiden selluloosan, hemiselluloosan ja ligniinin pitoisuudet
soluseinamass#&och, 2006)
Havupuut [%] | Lehtipuut [%]
Selluloosa 401 44 401 44
Hemiselluloosa | 30i 32 1535
Ligniini 251 32 181 25

2.2 Puukuitujen rakenne

Kasvisolua ymparoi soluseindma, jokataa puulle selujan rakenteen. Soluseinaman tarkein
komponentti on selluloosajoka on yleisin luonnossa esiintyvd polymeeri. Se on
anisotrooppinen,ei-haarautunut polysakkaridi, n&a yksi molekyyli on koostunut noin
10000staglukoosanhydridiyksikoist{CsH1206) (Sten 1997) Glukoosiyksikot ovat liittyneet
t oi s i -l,#gukosidiilla sidoksilla (Karkkainen, 2003)Kuvassa 1 on esitetty

selluloosapolymeerin rakennerjaonomeerien vélineglukosidisidos.



3-1,4- glukosidinen sidos

Kuva 1 Selluloosapolymeerin  rakenne  ja b-1,4-glukosidisen  sidoksen  sijainti
polymeerirakenteesguokattu:Gurunathan, Mohanty & NayaR(15).

Karkkaisen (2003) mukaaneltuloosanolekyyli on kuin pitkd nauha, jonkaeunoilla
sijaitsevien hydroksyyliryhmien ansiostaolekyylit muodostavat keskendaan suurempia
kimppuja. Pienimpia jarjestaytyneitd selluloosakimppuja kutsutaan elementaarifibrilleiksi.
Elementaarifibrillit aggregoituvat suuremmiksi kimpuiksi, mikrofibrilleiksi. Tietyissa osissa
mikrofibrillinauhaa sellulosaketjut ovat jarjestaytyneet lujaan hilarakenteeseen. Mikrofibrillit
voivat lisaksi ryhmittya fibrilleiksi, joita voidaan havaita jatissa puukuidussa pinrtdaa
lisdavind haivenina. (Karkkainen, 2003Jjikrofibrill ien pituus on noin 1G/30 nm ja
seinam@aksuus5i 10 nm jolloin niita voidaan havaita pyyhkaisyelektronimikroskoopilla
(Stén 1997)

Soluseindman kaksi muutayleisintd rakenneosaa ovat hemiselluloosa ja ligniini.
Hemiseluloosa onhaarautunutta, muuteakenteeltaan homolagjaselluloosan kassa Sen
molekyylit ovat suuntautuneet samalla tavalla kuin selluloosamolekgighirkkainen, 2003)
Ligniini on toisiksi yleisin luonnollinen polymeeri selluloosan jalkeen ja sitd on ndia3ea
puiden biomassassa. Ligniini on veteen liukenematonta ja se tmnoifisenasideaineena
selluloosan ja hemiselluloosan valil@Vatkinset al, 2015)Kemiallisen kuidutuksemikana

kuidut reagoivat sulfaattikemikaalien kanssa ja suurin osa ligtditiiskenee pois. Samalla

anisotrooppiset kuituverkostot hajoavat ja selluloosa erottuu kuidun muista komponenteista.

Tuloksena puukuidusta tulee erittdin huokoin@&tén, 1997Puukuidun huokoisuus vaihtelee
lajikkeiden valilla, esimerkiksi mannyn trakigissa on suuria ikkunahuokosia, kun taas

koivukuiduissa ei ole huokosia (Kéarkkainen, 2003).

2.21 Soluseinaman rakenne

Puukuidunsoluseindmé&koostuu primaariseinamésta seka useista sekundaariseinamista, jotka

erottuvat toisistaan fibrillirakeaenperusteellgChingaCarrascp2011) Kuidut ovat liittyneet
toisiinsa amorfisen valilamellin avulla, joka koostuu solun kasvuvaiheessa pektiinista ja
aikuisvaiheessa lahinna ligniinist®rimaariseinama orsolun uloin seinamga se on

muodostunut harvasta mikrofibrilliverkosta. Prim&ariseindmanuodostuu ldhes taysin
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ligniinista eiké siina ole lamellejgStén 1997) Karkkaisen (2003) mukaaraWamellia ja
primaariseindmaé kasitellaén yleensad yhdessa, silla ne ovat molemmat ohuita ja omaavat
samantyyppisen kemiallisen koostumuksen.Kemiallisen kuidutuksen aikana ohut
primaariseinama liukenee lahes kokonaan pois. (Karkkainen, 2002) 2 havainnoi seka

mikrofibrillien selluloosanauhja etta kuituseinaman eri kerroksien rakennetta.

Lumen

S3 \

S2 >Sekundaéri-
seinadma

S1 /

Hemiselluloosa ¢—¢- Primaari-

Selluloosa < — seinama
|8
Valilamelli
Kuva?2. Puukuidun selluloosan fibrillaarinen rakenne ja seindman kerrfidsetkattu:Zhang
et al., 2015)

Sekundaariseamantarkoitus on tuodaoluunmekaanista lujuuttalseimmtien sevoidaan
jakaaohueen ulkokerroksee(®:), pakswn keskikerroksee(s,) ja ohueen sisdkerrokseéss).
Sekundaariseinaméan kerrokset sisaltdvat suuriman osan solun selluloosasta ja
hemiselluloosastaS; -kerros on fibrillirakenteeltaan ristikkomainen ja se koostu@ 2
lamellista. $-kerroksenpaksuus on noin.0i 0.3 um ja senfibrillikulma kasvaa ulkokehalta
sisaanpain. Sisimmassa lamellissa fibrillikulma on noini 780. (Stén 1997) 80%
kuituseinaman vahvuudesta tulBg -kerrdksesta Seon vahvin soluseindman kerros jonka
paksuus vaihtelee valilla-2 pm. S -kerroksen jamakgys juontuu ruuvikierteend kuidun
akselia ympari kiertavistd mikrofibrilleistjoiden kulma pituusakseliin nahden oni 20°.
Lamellien lukum&&rd on huomattavasti suurempi; 480 kevatpuissa ja 150 kesdpuissa
(Karkkainen, 2003) S -kerros on ohut, useasta lamellista koostutatidériseind
Sekundaariseinamierakenne on kuin terdsbetonilla, jossa selluloosamikrofibrillit toimivat
vahvistavina terastankoina ja henhislmosaligniini matriisit toimivat betoningZhanget al.,
2015) Puukuidunsisimpanaon ontelo, jota kutsutaamyds lumeniksi.Ontelo muodostuu
taysin kehittyneen puukuidwolunsisaienorganellenrappeutuess&uukuitujen ontelopinta
ala on valilta 2670%. (Madsen& Gamstedt2013)
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2.3 Puukuitujen kosteus

Puu on hygroskooppinen eli vettd imeva aine (Karkkainen, 2008ja on puukuiduissa
kahdessa eri muodossa, sitoutuneena ja sitoutumatton&itwutunut vesi on osana
soluseinama kun taassitoutumaton vesi esiintyy nestemaisena sek& hoyryna solujen
onteloissa. Soluseindméan mikrofibrillien vapaat hydroksyyliryhmat vetavat puoleensa
vesimolekyyleja, jotka sitoutuvat niihin vetysidoksiKun soluseindmaé on taysin kyllastynyt,
vettd alkaa esiilya sitoutumattomana. Luontaiset puukuidut sisalt@ma sitoutumatonta

vett§ jonka maara voi olla jopa kaksinkertainen puun massaan verrgfRas, 1995)

Kun puua kuivataan, puukuiduista poistuu ensimmaisend onteloiden sitoutumaton vesi.
Sitoutumatoman veden poistaminen ei vaikuta kuidun rakenteeseen. Kun kaikki sitoutumaton
vesi onpoistunut saavutetaan jalleen kuidun soluseinaman kyllastymisgfstzaaminen
kyllastymispistetta pidemmalle aiheuttaa sitoutuneen veden poistumisen, jolloin kuidun
rakenne muuttuu(Reeb, 1995)Vuorinen et al. (2010) huomasivat tutkimuksessaan, etta
sitoutuneenveden poistaminen johtaa huokosten peruuntumattomaan sulkeutumiseen ja
aiheuttaa mikrofibrillien valisten vetysidosten muodostumisen. Sidokset vastustavat
hydraatiota eivatkéa hajoa uudelleenkosteutuksen aikana, joten kuidun alkuperaista turvonnutta
olomuotoa on vaikeaa palauttaa kuivaamisen jalké€eachy, Kontturi & Vuorinen, 2010)

Puukuitujen rakenteen tutkimisen kannalta on kriittigifygaa puukuidurkostea olomuoto.
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3 KUITUMIKROSKOPIA

Puukuituja voidaan tutkia valga elektronimikroskoopeillaMikroskooppien avulla saadaan
tietoa kuitujen morfologiasta, eli ndahdaan kuidun pinnan pienia yksityiskohtia, kuten
kuituseinamig, fibrilleja ja huokosidassa tyossa tutkittavana kuitunaytteena on prosessoitu,

markakuitunayteUPM:n Kaukaarsellutehtaa sulfaattikeittolinjalta.

3.1 Valomikroskopia

Valomikroskooppi kayttdd nakyvaa valoa pienikokoisten naytteiden tarkast¥li@isimmat
valomikroskoopit ovat suunniteltbiologisten naytteiden tutkimiseg@a niiden etuna on
naytteiden tarkastelu ilmanika&sittelya Esimerkiksi puukuituja voidaan suoraan tarkastella

marking jolloin etuna on nahdéa puukuidun rakenne sen kosteassa olomuodossa.

Valomikroskooppeja on kahta tyyppia, klassingrstereomikroskooppi. Molemmiabostwat
telineesta, johon optisémponentiti okulaari, objektiivi, tarkennuslinssit ja valonlahde

ovat kiinnitettyna. Teline on koottu siten, etta linssit, naytekappale ja valaisujarjestelma
asettuvat tarkasti toistensa suhtedflassisen mikroskoopin valaisujarjestelma toimii
johtamalla naytteen lapi valoa esimerkikantalajannitteisen kvartsialogeenilampun avulla
jolloin kuva naytteesta heijastuu okulaarin kautta katsojan silBii@reomikroskodptoimivat
valaisemalla naytettd okulaarin suunnagioin tarkastellaan naysen pinnasta heijastuvaa
valoa. Nykyaan on yleisempdad kayttda okulaarin sijaan digikameraa, jonka avulla kuva

naytteesta siirtyy suoraan tietokoneen ruud(Bergess, Marten & Taylor, 1990)

Objektiivin tarkoitus on suurentaa jatuottaa mahdollisimman yksityiskohtainen kuva
naytteestaObjektiivit ovat rajoittuneet aina yhteen suurennukseen. Objektiivin sijaan voidaan
kayttaa linssipakkaa, joka mahdollistaa liukuvan suurennukiNégtteen yksityiskohtien
minimietaisyyttd, jonka dbktiivi kykenee erottamaan, Kkutsutaan resoluutioksi.
Valomikroskooppien resoluuti® rajoittaa valon aallonpituus. Nykypaivan valomikroskoopit

kykenevéatparhaimmillaan 200 nmesoluutioon(Burgess, Marten & Taylor, 1990)

3.2 Elektronimikrosko pia

Elektronmikroskopia hyddyntaa elektronisuibkluomaan suurennetun kuvan tarkasteltavasta
naytteesta. Tavallisesti elektronimikroskoopit jaetaan kahteen tyyppiin,
pyyhkaisyelektronimikroskoomhin  (Scanning  Electron  Microscope SEM) ja
l&pivalaisuelektronimikroskoggeihin (Transmission Electron Microscop@EM). SEM ja

TEM mikroskooppeja on mahdollista yhdistaa niin sanotuksi STEM mikroskoopiksi, jolloin
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esimerkiksi TEM:iin lisatadn naytteen pyyhkaisyominaisubektronimikroskoopit ova
valomikroskooppia teknisempia, silla elektronit eivat lapaise ilmaa tai |BEigtteet on
esikasiteltava ennen tarkastelua, silla esimerkiksi hoyrystyva kdsidagteen sisalla oleva
IImama&ara ilmakehan paineessadd naytteen tarkastelun.

33SEM
3.3.1 SEMn rakenne

SEM mahdollistaandytteerpinnan elitopografian yksityiskohtaisen tarkasteljonka ansiosta

se on erittain suosittu biologisten naytteiden tutkimusvalin¢kkatsenGloba et al., 2016)

SEM koostuwseista komponenteisjatkaovat esitettyna kuvassaBlektronikolonni sisaltaa
elektronisuihkua ohjaavat elektromagneettiset linssit asetettuna toinen toisensa paalle, seka
elektronilahteen kolonnin huipulla/irtalahde syoéttaa virtaa linsseille ja tuottaa elektronien
kilhdytykseen vaatima korkean jannitteen Linssien kirkkautta, tarkkuutta ja suurennusta
voidaan saadella sahkovirran syoton avullse nayte asetetaan kolonnin alapuolella
sijaitsevaan kammioon/akuumipumpu poista ilman kolonnistga kammiostaAlipaineen
ansiasta elektronit voivat liikkkua vapaasti kolonnissa ja naytteen kontaminaatio elektronisateen
ja jaannoskaasujen valisestd vuorovaikutuksesta minimojRurgess, Marten & Taylor,
1990)
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Kuva 3. SEM laitteistga kuvanmuodostu@viuokattu: HitachiHigh-Technologies2013.
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Lepistd (2016) mainitsee teoksessaan, etld@isiynpia elektronilahteitd ovat volframi,
lantaaniheksaboridi (Lafp ja kenttdemissio. Volframi ja LaB®vat termisia elektronilahteita,

jotka kuumennettaessa emittoivat elektroneMolframilankaa, jota kutsutaan myo6s
filamentiksi, kaytetdan eniten sen edullisen hankintahinnan ja kohtuullisten kayttokustannusten
ansiostaVolframilankaan kytketddmuutaman kymmenen voltjinnite ja sen lapi johdetaan
riittdvan suuri virta jolloin langan lampdtila kohoa&lektroniemission vaatimaa®500
2800°K lampdtilaan LaBe toimii matalammilla [ampdtiloilla kuin volframinoin 1500
1900°K, mutta sen muotoileminen filamentiksi on hankalaa pulveser@lomuotonsdakia

Liséaksi kun wlframifilamentti toimii noin 160 Pa alipaineessalLaBs vaatii hieman

korkeammannoin 10% 10° Pa alipainee. (Lepisto, 2016)

Toisin kuin termiset elektronildhteet, kenttdemissio perustuu erittdin voimakkaan sahkodkentan
avulla tuotettuihin elektroneihin Kenttdemissiolaitteen kolonnin vaatima alipaine on
korkeampi, jopa 1® Pa ja sen hankintahinta on korkeampi. (Lepistd, 2016)
Kenttdemissiokarjertuottama kirkkaus, virrantiheys ja elinika ovat ylivertaisia verrattuna
termisiin elektronil&hteisiinSEM vamistaja Hitachin (2013) mukadun wlframifilamentin
kirkkauso n | u o k’lK\em?St5alelinika 50 h, kenttaemissiokarjen vastaavat ovat 10
Alcm?MStr ja 23 vuotta. (Hitachi High-Technologies 2013) Kuitenkin todellisuudessa
elektronilahteet voivat kestaa pidempdgppuen laitteesta ja kayttajasta. Esimerkikssien
kenttdemissiok&ien elinikd on10+ vuotta. Samoinolframifilamentin todellinerelinika on
pidempi, silla useimpien naytteiden tarkastelussa filamenttikaikedvitse kayttaa taydella

teholla.

3.3.2 SEM:n kuvanmuodostus

SEM:n kuvanmuodostus tapahtuu fokusoimalla erittdin hieno elektronisuihku naytteen
pinnalle Elektronisuihku skannaa koko kuvausalueen ruutumaisesti, jolloin saadaan rasteriksi
kutsuttu tarkka kuvanadytteen koko pinnasteElektronisuihku ei |&péise naytetfdvaan
naytteestéemittoituu erityyppish signaaleja joita laitteiston detektorit havaitsav SEM:n
paasiallinen kuvanmuodostus perustuu takaisinsirosiiei elektroneihin (back scattering
electrons BSE) ja sekundaarisiin elektroneihin, jotkdsorboitwat ja emittoituvat uudestaan
naytteesta (secondary electrons SE. (Mehta, 2012) Liséksi naytteesta emittoituu
rontgensateita, katodiluminesensgaaugerin elektronejgotka antavat tietoaesimerkiksi
naytteen alkuainekoostwksestaja kemiallisista sidoksista, muttaivat kuitenkaanliity

naytteen kuvanmuodostukse@ditachiHigh-Technolagies 2013)
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Kiihdytysjannite 1kV Kiihdytysjannite 135kV

Suurennos

Elektronien
siroutuminen naytteen sisélla Monte Carlo
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Kuva 4. Elektronien uppoaminen naytteeseen kiihdytysjannitteen kasvaessa. (Muokattu:
Hitachi High-Technologies2013

SEM:n etuna on valomikroskooppia huomattavasti parempi resoluutio ja syvyysteravyys
johtuen elektronisuihkun aallonpituudpienuudesta verrattuna valon aallonpituuteen (Clegg,
2007) SEM:n resoluutio onlaitteesta riippuenparhaimmillaan0.5/1.0nm joka riittaa
puukuidun seinaman huokosrakenteen ja mikrofibrillien erottamis&ggktronisuihkun
kilhdytysjannitettd voidaan vatella noin 525 kV valilla. Mitd suurempi jannite, sita
korkeampi resoluutio kuvalla(Lepistd, 2016)Kuitenkin elektronit uppoavat naytteeseen
enemman jannitteen kasvaessHgjo pinnan yksityiskohdat sumentuvKiuvassal on esitetty
kiihdytysjannitteen nostamisen vaikutus elektronien siroutwnisigi naytteen pinnan sisalla
Puukuidun kanssa tapahtuu sama ilmi6, joten on valittava tarkkaan oikea kiihdytysjannite
pinnan yksityiskohtaisetarkastelm kannalta.

3.4 Naytteiden pinnoitus

Useimmat naytteet, kuten lahes kaikki biologiset naytteet, on pinnoitettava metallilla tai hiilella
ennen elektronimikroskoopilla tutkimista. Pinnoite on sahk®da johtava, joten se hillitsee
naytteen varautumistayahentaalampdvaurioi ja parantaa sekundaaristen elektronien
tuottamaa signaalia. Pinnoitetun naytteen kanssa voidaan kayttdd korkeampaa
kiihdytysjannitetta, jolloin resoluutio paranedeisimpiad metallipinnoitteita ovat esimerkiksi
kulta, kulta/palladium seos, platina jagea (H6flinger, 2013)
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Elektronimikroskopiassa yleisintéytteiden pinnoitumenetelma&utsutaa sputteroinniksi
Sputteroinnissa  pinnoitemateriaaligpommitetaan  korkeaenergisilla  ioneilla, kuten
kaasuioneilla, mik&a aiheuttaa kohteen atomien irtoamisaera kerroksenéelly & Arnell,
2000)Sputteroinnin ansiosta naytteen metallipinnoite pyayytaman kymmenen nanometrin
paksuisena eikd pinnoite peita naytteen yksityiskohti&EM-laitteiston resoluutio ja
sputteroinnin laatu kulkevat kasi kadessatdviiarkempi SEM, sita tarkempi sputterointi

vaaditaan, jottei metallipinnoite peitd naytteen yksityiskohtia.

Biologisten naytteiden pinnoittamen ei aina ole tarpeeRerinteisessd SEM:s¥&mmio ja
kolonni ovat samassa alipaineessa. Tietyissa nykypaivan malkddan kammioon voidaan
paastda kaasua, kuten ilmaa tai typpebpin kammian paine kasvaa korkeammaksi kuin
kolonnin.Kuvatessa elektronit iskeytyvaakimioon paastetifyin kaasimolekyyleihin eivatka
varaudu naytteeseenKyseinen SEM tunnetaan yleisimmin kauppanimilla ESEM
(Environmental SEM) tai VPSEM (Variable Pressure SEM).
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4 SEM ESIKASITTELYMENETELMAT

Esikasittelyn tarkoituksena owmalmistella nayte sellaigsi, ettd sitavoidaan tarkastella
SEM:lIA Useimmiten tdma tarkoittaa naytteen kuivaamista, jotta vesimolekyylit eivat hoyrysty
SEM:n alipaineessa ja hankaloita kuvaami&sikasittelymenetelmid on monenlaisia ja ne
vaikuttavat eri tavalla naytteen ominaisuuksiin skel@an laatuunLiséksi esikasittelyn kesto

ja monimutkaisuusiippuvat naytteestd&Esimerkiksi akteerisolut vaativat vain 30 minuutin
esikasittelyn, kun taas suhteellisesti paksumpien puukuitujen esikasittely voi kestéaa jopa yli yon
(James Cook University018§.

Etenkin biologisten naytteiden esikasittelyn yhteydessa suoritetaan joko fysikaalinen tai
kemikaalinen fiksaatio eli jahmetypnkatarkoituksena on pysayttdd naytteen biokemialliset
tai proteolyyttiset prosessitleisimmin kemidli nen fiksaatio suoritetaan liuottamalla naytetta
glutaraldehydiliuoksessa(Yeung et al., 2015)KatsenGloba et al. (2016) mainitsevat
tutkimuksessaan, etta kerhiaen fiksaatio parantaaydsnaytteen luontaisuuden sailymista ja
vahentadnaytteenkutistumista kuivauksesa Liséksi ndyte usein varjataan raskasmetalleilla
kuten osmium tetroksidillaiksaation yhteydessadnikd parantaa kuvien kontrasti@atsen

Globa et al.2016

4.1 Puukuidun esikasittely

Kuten tiedetdén, yukuitu on luonnostaan igéin vesipitoinen SEM:n sisélla vallitsevan
alipaineen takia yukuiduista onpoistettava vesi, jottaiitd voidaan tarkastellSEM:IIa
Perinteinen ilmakuivaus on yksinkertaisin ja helpoin t&pavata puukuiuja. Naytteesta
poistetaan ylimaarainemeste jgatetddn huoneenlampoon kuivumakmakuivausa voidaan
nopeuttaa huomattavasti kayttamalla alipainethbaakuivaus kuitenkin altistaa naytteen
vaurioille ja epamuodostumille Nesteen haihtuessa néayte altistipintajannityksen
aiheuttamillevoimille joita esiintyy nesteen ja kaasun faasirajgll&e & Chow, 2012).isaksi
luvussa 2.2.3 kasiteltiin kuinkaeden haihduttaminen puukuidusta aiheuttaa mikrofibrillien
limautumisen toisiinsa ja huokosten yhistymisen. Puukuidun pinnan rakenteen
yksityiskohtaisen tarkastelun edellytyksené on esikasitella nayteedi®sgsailyyvastaavassa

olomuodossa kuiméarkana.

Puukuituja voilaan vaihtoehtoisesti tarkastella paineistetussa SEM kammid3siaeen
ansiosta puukuifa voitaisiin tarkastella esikasittelemattominkpska maran kuidun
vesimolekyylit eivat hoyrystyiskammiossaKuitenkin elektronit térmailevat ja pysahtyvat
paineistetussa kammiossa oleviin kaasumolekyyleihin, jolloin on kaytettdva korkeaa

kiihdytysjanntetta. Markaa naytetta ei voida pinnoittaa metallilla, sdl@ut metallikerros
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imeytyy vesikerrokseernKorkeajannitteinen elektronisuihku tunkeutuu kuvan 4 mukaisesti
syvdlle pinnoittamattomaamaytteeseen, jolloin pinnan yksityiskohdat sumentuVaten
paineistetun SEM kammion kanspaukuituja voidaantarkastella esikasitteleméattominé ja

luontaisina, mutta kuen laatu jaé heikoksi eivatka toivotut pinnan yksityiskohdat nay.

4.2 Kriittisen pisteen kuivaus

Eras tehokkaimmista puukuidun esikasittelymenetelmista on kriittisen pisteen kubeaus.
avulla voidaan erinomaisesti sailyttdd naytteen pinnan yksityiskohdat sek& solunsisaiset
aggregoituneet rakentedenetelma perustuu kriittisen l[ampdétilan ja paingemdon. [Imidn
mukaan nesteja hoyryfaasien valilla sijaitsee jokin lampdtila ja sitd vastaava paine, jossa
molemmat faasit ovat tasapainossa ja talloin ovat yhta tilngigteen vesi korvataan inertilla
fluidilla, kuten nestemaisella hiilidioksidillgonka kriittinen lampotila on noin 35°C. Kun
lampdotila nostetaan hieman yli kriittisen, hiilidioksidi muuttuu hoyryksi ilman &akillista
tiheydenmuutosta.Talldin valtytaan pintajannityksen aiheuttamilta vahingoilta naytteen
rakenteeseen B{ttermann, Rodighiero & Wepf 2016) Hiilidioksidi ei kuitenkaan sekoitu
tarpeeksi hyvin veteen, joten sen sijaan on kaytettava valittdjanestetta, joka sekoittuu seka
veteen etta hiilidioksidiin. Yleisimmin kaytettyja valittdjanesteitd ovat metanoli, etanoli,

asetoni § amyyliasetaattilectron Microscopy Science201§.

4.3 Pakastekuivaus

Pakastekuivaus soveltuu parhaiten naytteille, jotka ovat luontaisesti erittéain vesipitoisia ja
vaikeita esikasitella. Pakastekuivaus tunnetaan myos nimella kryofiksaatioparisetteena
nimensa mukaisesti on jahmettdd nayte nopegstioin nayte sailyttdd luonteikkaan
olemuksenNayte jaadytetaan ja asetetaan kuivumaan pakastekuivaimeen, jossa Galllisee

1 Papaine ja-80i 0°C lampotila.Pakastimessa jaa sublimoityalloin valtytddnnestekaasu

faasimuutokseaiheuttamilta vaurioilta kuitundytteen morfologiaélree & Chow, 2012)

Pakastekuivaus ei ole ongelmaton esikasittelymenetelma. K@teba et al. (2016)
korostavat, ettdnaytteen jaadytysn suoritettava mahdollisimman nopeagiita valtytaan
jaakristallien muodostumiselta faiden aiheuttamiltaakennevaurioiltandytteeseeKatsen
Globa et al., 2016)484adytysroidaan suorittapikaisestinestemaisella typellonka lampotila
on nornaalissa ilmanpaineessa (101 kPE)6°C.Pathan, Bond & Gaskin (2010) ehdottavat
jaékristallien muodostumisen vahentamiseksi kasittelemaan naytte@9%20pitoiella

glyserolilla. Kuitenkin glyserolikasittely vaatii naytteen fiksaation glutaraldehydilieitksa
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glyseroli ei valttamatta taysin sublimoidu pakastuskuivauksen aikaathan, Bond & Gaskin,

2010)Taten glyserolikasittelya ei suoritettu puukuitujen tutkimisessa SEM:lI&.

Naytetta jaadyttdessa nestemaisella typella on huomidigdanfrostefekti. Efektin mukaan
aarimmainen lampdotilaero naytteen ja nestetypen valilla aiheuttaa kaasumaisen eristavan
hdyrykalvon muodostumisen nesteen ja naytteen valiin, jolloin korkaktdenvalilla haviaa.
(Pathan, Bond & Gaskin, 201Qepistd (2016) ehdtda Leidenfrostefektin valttamiseksi
asettamaanayteennestetypelld jaadytetyn metallin pinnallkeylmé& metalli ei voi hoyrystya,

jolloin valtytdan eristdvan hoyrykalvon muodostumiséliapistd, 2016) Pathan, Bond &
Gaskinin (2010) mukaan Leidenfresfiektin aiheuttamakontaktiongelma voidaamyds

ohittaa suorittamallpikajaadytysestemaisella propaanillal78°C)nestemaisen typen sijaan.
Propaanijaadytyksen jalkeen nayte asetetaan kuivumaan alipaine@2attran, Bond &

Gaskin, 2010Propaanikuiauksen riskind on propaanin korkea syttyvflyspistd, 2016)

Pakastekuivasl voidaanvaihtoehtoisestimyds suorittaa ilmarpakastekuivauksen vaatimaa
laitteistoa. Nayte asetetaan nestemaisella typellda jadhdytettyyn, alipaineessa olevaan
messinkiserpidikkeen paalle. Messinkinen pidike on asetettu hiilidioksidijadkakun paalle,
mik&a yllapitad alle -60°C kuivauslampdétilan. Hidioksidijaakakku haihtuu hiljalleen
messinkisen pidikkeen alta, jollopidike uppoaasiihenmahdollistaen jatkuvan kontaktiagn
kanssa. Kuivaus suoritetaan yon yli alipaineessa ja tehokkaan kylmaloukun kanssa, jottei
lampdotila nouseg(Pathan, Bond & Gaskin, 2010)

4.4 Heksametyylidisilatsaaniliuos

HeksametyylidisilatsaafHMDS) on kemikaalinen kuivausagentti, joka toimii vaihtoehtona
kriittisen pisteen kuivaukselle. HMDgasittelyon esikasittelymenetelmangsinkertainen ja
sitd sovelletaan etenkin biologisten naytteiden tutkimuks@ames Cook University2019
Esimekiksi Braet et al. (1997pvat soveltaneeHMDS -liuosta tutkiessaarrotan maksan
endoteelisollg ja KatsenGloba et al.(2016 tutkiessaanihmisen mesenkyylikantasohuj

Molemmissa tutkimuksissa SEMuvat olivatriittavan yksityiskohtaisia.

HMDS hydrolysoituu nopeasti, joten naytetta ei suoraan voida kasitella HMdksella
vesipitoisuuden takia (Aldrich, 2018KatsenGloba et al. (2016) korvasivat naytteen veden
etanolilla ennen HMDSKkasittelyd. Varmistaakseen veden perinpohjaisen poistamisge
kasiteltiin kasvavan pitoisissa etanoliliuoksissa (10%, Z3%,¢ , 1 Bt@nétikasittelyn
jalkeen nayte asetettiittl liuokseenHMDS:a ja 100% etanoliasekélopuksi 100%0HMDS -

liuokseen.Kuivausagerniksi ehdotettinmyds asetonigetanolin sijaan Naytetta kasiteltiin
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kussakin liuoksessa vain 3 min ajailla pidemmat liuotusajat aiheuttivat enemman solujen
kutistumista(KatsenGloba et al.2016)

HMDS:n haittapuolina on sen haihtuvuus ja myrkyllisyys. Naytteen kasittely on suoritettava
vetokaapissa eika hoyryja saa hengittdd. Lisdksi joidenkin biomateriaalien kanssa saattaa

tapahtua ehaluttuja reaktioita.

4.5 loninen neste

loniset nesteeteli suolasulatovat huoneenlampdtilassa nestemaisia suolaliugkgitka
koostuvat monenlaisist@neista ja ionipareistdoniset liuokset ovat sahkoa johtavia ja ei
syttyvia. Niiden hoyrynpaineet ovat erittdin mataliajoten ne eivat hoyrysty
elektronimikroskoopin alipaineessa (Bittermann, Rodighiero & Wepf, 2016)onisten
nesteiden alhaisemdyrynpaineen ja sdhkdnjohtavuuden ansiosta niilla kasiteltyja naytteita
voidaan suoraa tarkastella elektronimikroskoopilla ilman pinnoiti&iao, Liao & Zhang
(2007) painottavabinisten nesteiden haittapunégonisissa nesteisséa kaytettyjeyrkyllisien
anionien kuten heksafluorifosfamt, disyanoamida ja bromidn, luontaisa vaaoja. Vaikka
ioniset nesteet ovatuoneenlammadsskihes haihtumattomiane ovat riskind ymparistélle
(Zhao, Liao & Zhang, 2007)

SEM -laitevalmistaja Hitachi (2015) dkehittdnyt ja patentoinut oman Hile@®00 nimisen
ionisen nesteen elektronimikroskopitkimukseen Kuvassa 5 on esitetty Hitachin
ehdottama esikéasittelymenetelma ionisella neste@listaraldehydifiksaatio ei ole tarpeen

puukuitujen tarkastelussa

Glutaraldehydi loninen neste Suodatinpaperille SEM
fiksaatio suspensio tiputus tarkastelu

—
=

Kuvab. Naytteen esikasittely ionisella liuoksella ennen SEM kuvaiititachi High
Technologies2015

Bittermann, Rodighiero & Wepfin tutkimuksessa (2016) HH&8®0 ioninen nestmahdollisti
tutkittavien solujen rakenteertyydyttavan tarkastelumatalammilla suurennuksilla, mutta
korkeammilla suurenoksilla huomattiin rakenteeryhigtymidd. lonisen nesteen eduiksi

huomattiin nopea esikasittely, topografian selvd nékyminen ja rakenteen suhteellinen
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sailyminen ehjana. Kuitenkin pinnan yksityiskohdavatsailyneetyhta selvihakuin kriittisen

pisteen kuivaukdka tai pakastekuivaulela. (Bittermann, Rodighiero & Wepf, 2016)

4.6 Quantomix WETSEM -kapseli

Markien naytteiden kuvantamista SEM:é@ helpotettu keksimalla vaihtoehtoisia ratkaisua
esikasittelylle. Yksi ndista ratkaisuista on markkinoijan Quantomix kehittama WETSEM
kapselj joka on esitettyjkuvassa6. Marka rayte asetetaametallipaéllysteisesta muovista
valmistetun kapselin sisélle jota suojaa alipaitt kestavdmembraani. Membraani on
tarpeeksi ohutjotta se mahdollistaa elektronisuihkun lapipaaggrnvarautuminen tapahtuu
kapseliin Kapselin avulla tarkastellaan paaosin takaisinsironneita elekjepynenutta
sekundéaaristerlektronien ja rontgensateiden analyysi on myds mahdolKsiaselin kanssa
sopivan kokoinemaytepystytaarkuvamaanSEM:Ila noin 3 4 minuutissaKapseleiden avulla
on onnistuneesti tutkittu nestemaisia naytteitd, pulvereita, metallisia, orgaanisia, ja
epaorgaanisia naytteita partikkelisuspensiossa, seka biologisia kudoksia etta(Echija,
2009)
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Kuva6. Quantomix WETSEM kapseli ja sen toimintaperiaate (Katz, Bentur & Kovler, 2007)

Markien puukuitujen tarkastelussagseleiden haittapuolena karkean hinnar1000'3 0 0)0 G
lisdksi sama ongelmaoka ilmenee paineistetussa SEMammiossa kuvattaessdotta
membraanin ja kostean ilman |&pi voidaan ndhda, on kaytettdva korkeaa kiihdytysjannitetta.
Korkea jannite sumentaa pinnan yksityiskohdatkjawan resoluutio jad pieneksi. Vaikka
WETSEM -kapselimahdollistaa puukuidun tarkastelun luontaisenatsgéaennakdisetyodyt

jaavat vahaisiksi.
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5 MATERIAALIT JA MENETELMAT

Puukuituja tutkittiin valomikroskoopilla seka SEM:lla. UPM toimitti kokeita varten kéeun
sellutehtaalta peralaatikon koivusulppua ja jauhatettua koivusulplaita suoritettiin kaksi
kierrosta. Ensimmadisend peralaatikon koivusulppua kuvattiin valomikroskoapiian
esikasittelydja SEM:lla kayttaen esikasittelymenetelmina ilmakuivausta, alipainekuivausta,
pakastekuivausta, propaanikuivausta, HMKMB/austa ja ionista nestetta. Kriittisen pisteen
kuivausta ei voitu suorittaa, koska yliopistolla ei ole siihen tarkoitettua laittelgtyizsk&an
WETSEM -kapseleita ei kaytettyl oisdla kierroksellajauhatettua koivusulppud 60 kWhit,

UPM) kuvattiin uudelleen alipainga pakastekuivauksen avulla.

5.1 Valomikroskopialaitteisto ja kuvaaminen

Valomikroskooppina kaytossii Olympuksen malli SZX9oka on esitettynd kuvassaMalli
toimii joko lapivalaisd tai stereovalomikroskooppinanuttakuvaus suoritettiin lapivalaisuna.
Malli mahdollisti liukuvan suurennuksersuurennuksina kaytettiin asetettuja arvoja, jotta

kuvien skaala oli paikkansapitév

Sl

Kuva?. Olympus SZX9 valomikroskooppi
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Peréalaatikon koivusulpusta otettiin lusikallinéquitumassaa pienempaan purkkiin, jota
laimennettiin  noin 20 ml vedellda. Massan laimentaminen alentaa kuitujen tiheytta
vesiliuoksessa, jolloin kuituaggregaatit pienenevat ja yksittaisia kuituja on helpompi erottaa.
Laimennettua naytetta otettiin kertakayttopile 1-2 tippaa lasialustalle, jonka paalle
asetettiin ohut lasilevyKuvat otettiin tietokoneella olevan Leican valokuvausohjelman avulla,

eli valomikroskoopin okulaaria ei kaytetty.

5.2SEM laitteisto ja esikasittelymenetelmien suoritus

Pyyhkaisyelekionimikroskooina kaytdssa oliHitachin malli SU3500 joka on esitettyna
kuvassa 8.Mallin elektronilahteend on kaytdssa volframifilamentialli mahdollisti
kuvaamisenkorkeassa vakuumissa seka matalassa alipameggen se toimii perinteisen
SEM:n tavoin seka luvun 3.4 lopussa esitetyn ESEM taiSEM:n tavoin Kuvaus suoritettiin

10 kV kiihdytysjannitteella lukuurottamatta ionisella nesteella kasiteltyd puukuituja, jota

kuvattiin 3 kV jannitteella.

Kuvas. Hitachi SU3500 pyyhkaisyelektronimikroskooppi seka siihen sivulla ja takaa
kiinnitetyt kaksi ThermoScientific UltraDry ED&nalysaattoria.

SEM-kuvauk®t suoritettiin useina eri paivina, jolloin laimennettiin aina uusi kuitumassanéayte

kokeita varten.
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lImakuivaus suoritetiin asettamalla tippa sekoitettua ja laimennettua sellunaytetta alumiiniselle
SEM-napille, jonka pinnalla olkaksipuolistahiilit eippia Vesitippaa levitettiin hiemarotta

kuidut levittyvat hyvadputterointia varterNayte jatettiin kuivumaan poydalle dekantterilasin
alle, jottei roskat tai muut helposti SEM:Il& nakyvat hiukkaset kontamembindytetta.
Alipainekuivalksen valmistelut suoritettiin identtisesti ilmakuivauksen kansshlayte

kuivattiin sputterin vakuursisa.

HMDS -kasittelya edelsi etanolik&sittely, joka suoritettiin soveltaen Kai&eba et al. (2016)
luvussa 4.4desittamaamenetelmaaHMDS -kasittely suoritettiin kayttaen ruiskusuodatinta,
jolloin kasittelyliuoksen vaihtaminen kay vaivattomaBtiihtagtaetanolista (99.9%, Aldrich)
valmistettin 20%, 40%, 60, 80% ja 100% pitoiset etanoliliuokset Laimennettua
kuitundytetta ruiskutettiin 0,5 ml suodattimen lgpiloin kuidut jaivat suodattimen pinnalle
lonivaihdettua vettéruiskutettiin runsaastisuodattimen |api jolloin mahdolliset suolat ja
liuenneet aineet peseytyivat pois. Suodattimen lapi ruiskutettiin 1 ml 20% etanolibitesta
ettd ruiskua ei tyhjennetty taysin. Ruiskjitettiin kiinni suodattimeer8 min ajan jotta
suodatimen pinta eipdassyt kuivumaarSama toistettiin mui etanoliliuoksila ja 100%
etanoliliuoksella nayte kasiteltiin viela uudemman kerratanolikasittelyn jalkeen nayte
kasiteltinsamoin tavoin liuoksellgokasisalsi 1 ml 100% etanoliliuosta ja 1 ml 100% HMDS
liuosta (99.9%, Aldrich). Viimeiseksi nayte kasiteltinl ml 100% HMDSliuoksella.
Ruiskusuodatin rikottiin auki ja suodatinkalvon annettiin kuivua huoneenlampdtilassa tunnin
ajan Suodatinpaperista leikattipienempi pala, joka liimattiin SEMhapille hiilit eipin avulla.
Kuvassa 9 on esitetty sputteroitavaksi menevitytteet, jotka on ilmakuivattu,

alipainekuivausta varten valmisteltu ja HMB&sitelty
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Kuva9. Sputteriin tyhjiokasiteltavaksi ja pinnoitettavaksi menevat ilmakuivatipaineessa
kuivattava ja HMDSkasitelty nayteY mpyranmuotoisen alumiininapin I&pimitta on 15

mm.

B ¥Fauos

Pakastekuivausta varten valmisteltin kaksi eri nayteB&simmainen naytgaadytettiin
pakastimess&25°C) yon ylija toinenvalitttmastinestetypella jaadytetymetallialustan(-
196°C)paalla. Pakastimessa jaadytetty nayte valmistetiemmalla laimennettukuitunaytetta

1 mlmuovipurkkiin johonlisattiin viela 15 ml ionivaihdettua vettd/etta lisattiin, jotta purkin
pohjalle vajoavien kuitujen paalle muodospaksu jaakerros, joka ei ehdi sulaa ennen
pakastekuivaimeen laittamistBoista naytetta varten jaadytettiin metallialusta muovipurkissa
nestetypella. Nestetypped kaadettiin reilusti, jotta metallialusta peittyi taysin. Nestetypen
haihtuessa tarpeeksi kain metallialustan pinnalle tiputettin muutama tippa laimennettua
kuitunaytettd, jotka jaatyivavalittomasti. Naytepurkt peitetiin parafiinikalvdla, johon
puhkottiin reikiaveden haihtumista varteNaytteet asetettiivalitttmasti Christ Alpha 24
LDplus pakastekuivaimeejoka on esitettynd kuvassa Naytteita esikuivattiin laitteessa 12

h ajan4 Papaineessa jeb0°C lampdtilassa. Varsinainen kuivaus suoritettiin 12 h jarPa
paineessa ja-76°C lampotilassa. Pakastekuivauksen lopputuloksenali kuivuneet
kuitunaytteet, joita eroteltiin pinseteilla SEMapille hiiliteipin paallga sputteroitiin Kuvassa

11 on esitetty pakastimessa jaadytetyn ja pakastekuivaimessa kuivattu kuitunayte.



Kuval0. Christ Alpha 24 LDplus Kuvall Pakastimessa jaadytetty
pakastekuivain. pakastekuivaimessa kuiva
kuitunayte.

Propaanikuivaus suoritettin  erlenmeyeflasissa johon johdetiin propaanikaasua
Propaanikaasua otettiin normaalista kaasupullosta, joten se gigéksl 0-20%vetta.Lasioli
upotettunanestemaiseen typpegalloin propaani nestayi hiljalleen. Kun propaania nesteytyi
tarpeeksi, lasi  poistettin  nestetyppihauteesta.  Propaanin  annettin  l[ammeta
kiehumispisteeseensgolloin vari muuttu sameasta kirkkaaksiKuitunaytetta otettiin
pinseteillasuoraanaimentamattomanpurkistamahdollisimman pieni maar§oka upotettiin
propaaniin noin 10 gjaksi Jaatynyt nayte asetettiin puhtaalle kelloladidlévumaantunnin

ajeksi. Kuivunut nayte asetettiin SENMapille hiiliteipill & ja sputteroitiin.
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Kuval2 Propaanikuivauslaitteistgunaisen letkun kautta johdetéén propaanikaasua venttiilin
l&pi metallisella putkella erlenmeyedasiin. Nestetyppi kaadettiin lasin ja styroksin
valissa olevaan muoviastiaan.

i

lonisella nesteellakasittely suoritettiin kuvarb mukaisestilman glutaraldehydfiksaatiota
Laimennettugkuitunaytettd otettiin mikropipetilla 2 pl pieneen astiaan ja siihen lis&tiuh
20% Hilem1000 ionistanestetta Liuokset sekoitettiin toisiinsa ja seosta otatt? pl
polymeerisuodatinpaperillgoka asetettiin SEMnapille hiiliteipill& Suodatinpapeni avulla
ylimaarainen vesi imeytyi jadytteen ympaérille jai ionisamesteemuodostaméalvo. Naytetta

ei sputteroitu, vaase oli valmis kuvattavaksi.

Tuloksien perusteella suoritettiin uusintakoteeialipainekuivauksen ja pakastekuivauksen
kanssa sekd pestylla peralaatikon koivusulpullaettd jauhatetulla koivusulpulla
Alipainekuivaus suoritettiin alkuperdiseen tapaan sputterin alipaine@sdastekuivaus

suoritettiin molemmin tavoin, pakastimessa jaadyttamalla ja metallin pinnalla jaadyttamalla.
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6 TULOKSET JA TULOSTEN TARKASTELU
Kuvattavat kuidut UPM Kaukaan sellutehtaan perélaatikon koivusulppua ja jauhatettua

koivusulppua. Kuvissa estyi myds hieman muiden puulajikkeiden, kuten mannyn, haavan ja
lep&n puukuituja, joka ei ollut kuitenkaan esikasittelymenetelmien vertailun kannalta oleellista.

6.1 Valomikroskopiakuvat
Valomikroskoopilla otettiin kuvia kaksi kertaa eri naytteesta. Tarkoituksena oli nahda kuitujen

luontainen rakenne vedessa seka nahda koivupuun eri kuitutyypit. Kuvid$aoh3esitetty

valomikroskoopilla otettuja kuvikoivupuunkuiduistaja putkilosolusta

Kuva 13. ValomikroskooppikuvakuitunaytteestaKuvassa nakyét koivun ohuet kuiduseka
paksumpi putkilosolu.
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Kuva 14. Valomikroskooppikuvakoivun kuiduista.Kuvassa nakyéat kuidun taitekohdat seka
kuidunseinamat

Kuva 15. Valomikroskooppikuva pituusakselinsa  ympari kiertyneesta putkilosolusta
Paperinvalmistajien tehtdavd on suoristaa kuituja paperin lujuuden parantamiseksi
(Karkkainen, 2003)Putkilosolun liteys on helposti nahtavissa.

Valomikroskooppikuvissa esiintyvatukujen ja putkilosolujen eroavaisuudet pituuden ja
paksuuden kannalta. Kuitujen taitekohdat ja seindmien muoto erottuvat selkeasti, mutta

fibrillien yksityiskohtia ei valomikroskoopin resoluutiolla paasta tarkastelemaan.
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6.2 EnsimmaisetSEM-kuvat

Esitetyt SEM -kuvat puukuiduista kuvattin  SE ja BSEelektronien avulla.
Esikasittelymenetelmien vertailemisen kannalta esitettynd on onnistuneita seké epaonnistuneita
kuvia pulkuiduista.Kuvia otettiin vaihtelevalla suurennuksella, jolloin kuvat edustkaito
naytettd. Naytteen mahdollisimman suuri suurennus riip@putteroinnin laadusta ja
etdisyydesta maadoitukseduniallinen suurennus fokusoi elektronisuihkun niin tarkasti, etta
nayte alkoi liikkehtim&&n tai vaurioituLiséksisuurennetuissa kuvissaiintyi kultapinnoitteen

rakeisuutta.

6.2.1llmakuiva ttujen kuitujen kuvat

Kuvissa 1618 on esitettyilmakuivatut kuitunayteet

A

LUT 10.0kV X200 SE
Kuva 16 SEM kuva ilmakuivatusta kuitunaytteestaKuidut nayttavat lyyhistyneiltd ja
kasautuneilta toisiensa paalle.
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LUT 10.0kV X2.00k SE

Kuva 17. SEM kuvailmakuivatusta kuitunaytteest&uitujen pimassa nakyvat rakenteet ovat
siihen liimautuneita mikrofibrilleja.

LUT 10.0kV X20.0k SE

Kuva 18. SEM kuvailmakuivatusta kuitunaytteest&uurennoksesta nahdaan kuinka tiukasti
mikrofibrillit ovat liimautuneet kuidun pintaan veden haihtuessa.

lImakuivaws on yksinkertainen ja helppo esikasittelymenetelma, muttei sovellu puukuitujen
pinnan yksityiskohtaiseen tarkastelutfuidut olivat lyyhidyneita, lattania ja pakkautuneita
toisiensa paalle. Mikrofibrillit eivat esiintyneet halutusti irrallaan kuidusta vaan olivat

limautuneina kuidun pintaan.
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6.22 Alipainekuivattujen kuitujen kuvat

Kuvissaldi 25 on esitetty alipainekuivatut kuitaytteet.

Kuva 19. SEM kuva alipainekuivatusta kuitunayttees@idut esiintyvat ilmavammin eivatka
ole kasautuneita toisiinsa. Irrallisia mikrofibrilleja esiintyy kuitugressa

LUT 10.0kV X500 SE

Kuva 20. SEM kuva alipainekuivatusta kuitunaytteedtéalliset mikrofibrillit ovat punoutuneet
toisiinsa
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Kuva2l SEM kuva alipainekuivatu kuitunaytteen kuidun pinnastilikrofibrillit esiintyvat
irrallaan kuidun pinnalla gétké oleliimautuneenaiihen

r ol ‘J'T
LUT 10.0kV X20.0k SE 2.00pm
Kuva 22 SEM kuva alipainekuivatu kuitunaytte@ kuidun pinnan mikrofibrilliverkostosta.

Alavasemmalla esiintyy primaariseindmaa muistuttava kalvomainen rakenne.
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5 -~ A ,
LUT 10.0kV X100 BSE-3D
Kuva 23. SEM kuva alipainekuivatusta kuitunaytteestlleskella kuvaa nakyy koivun
putkilosolu.

\ -
S i

LUT 10.0kV X500 BSE-3D
Kuva 24. SEM kuva alipainekuivatukuitunaytteen putkilosolun perforaatiolevysta.
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LUT 10.0kV X2.00k SE

Kuva 25. SEM kuva alipainekuivatukuitunaytteen putkilosolun sisaisista onteloi€tateloiden
monikulmaiset rajat erottuvat.

Alipainekuivauksen avulla saatiihaluttuja, yksityiskohtaisi&uitukuvia. Teorian mukaan
sitoutuneen veden haihduttaran aiheuttaa rakennevaurioita, kuten ilmakuiissa kuvissa
nahdaan. Kuitenkin veden haihduttaminen voimakkaassa alipaineessa ei nayta tekevan samoin,
vaan tuloksena oli ilmavia kuituja. Mikrofibrillit erottumt selkeasti seké hajonneista etté ehjien
kuitujen pinnalta. Hajonneiden kuitujen fibrilliverkostot ja putkilosolujen huokoset nakyivat

selkeasti.

6.2.3 Pakastekuiv#tujen kuitujen kuvat

Kuvissa26i 30o0n esitetty pakastimessa jaadytetypgkastekuivatut kuinayteet
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Kuva 26. SEM kuva pakastinjaadytetysta ja pakastekuivatusta kuitunayttaéptinekuivatun
kuitunaytteen tavoin kuidut esiintyvat ilmavammin eivatka ole kasautuneita toisiinsa.
Irrallisia mikrofibrilleja seka niihin kiinnittyneita levymaisabjektejaesiintyy kuitujen
ohessa.

53
4
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LUT 10.0kV X200 SE
Kuva 27. SEM kuva pakastinjaadytetya pakastkuivatun kuitunaytte@ putkilosolusta.
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Kuva 8. SEM kuva pakastinjgadytety ja pakastekuivatu kuidun pinnasta Pinnan
mikrofibrillien rakenne erottuu selkegstiutta irrallisia mikrofibrilleja ei nay

LUT 10.0kV X500 SE

Kuva 2. SEM kuva pakastinjdddytetyja pakastekuivaigsta kuiduista. Mikrofibrillit ovat
irrallaan kuitujen pinnasta, mutta niihin on tarttunut levyméiigkteja
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LUT 10.0kV X2.00k SE

Kuva 30. SEM kuva pakastinjaadytatya pakastekuivatukuidun mikrofibrilleihin tarttuneista
levymaisistéobjekteista Pakastekuivauksessa vesi sublimoituu, jolloin vedessa olevat
pienhiukkasekiteytyvatkiinni naytteeseen

Kuvissa 31i 33 on esitetty metallin pinnalla jaadytetyt ja pakastekuivatut kuitunaytekuvat.

LUT 10.0kV X50 SE
Kuva 31l SEM kuvametallin pinnalla jaadytetystia pakastekuivatusta kuitunaytteedt@van
26 tavoin kuidut ovat ilmavia, mutta niihin on kiinnittyneina viela enemaotijakteja
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Kuva 32. SEM kuva metallin pinnalla jaadytety ja pakastekuivatu kuitunaytteen kuidun
pinnasta. Pinnan yksityiskohdat erottuvat selkeastigdisia mikrofibrilleja nékyy.

L
L
Smni

LUT 10.0kV X500 BSE-3D

Kuva 33. SEM kuva metallin pinnalla jaadytety ja pakastekuivatu kuitunayttea
putkilosolusta. Putkilosolun sisaiset huokdsgterforaatiolevierottuvat selkeasti.

Molemmat pakastekuivausmenetelmat tuottivat haluttuja, yksityiskohtaisia kuvia
kuitunaytteestéAlipainekuivauksen tavoin mikrofibrillit erottuivat selkeéasti kuitujen pinnalta,
kuitujen taitekohdista ja kinkeistdHajonneita kuituja oli kuitenkin vahemman, eika
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fibrilliverkostoja esiintynyt samalla tavall&en sijaan kuitujen fibrilliverkostoihin oli tarttunut

kiinni levymaisia partikkelejaPutkilosolujen huokoset nékyiviilleenselkeésti.
6.2.4 Propaanikuivdtu jen kuitujen kuvat

Kuvissa34i 37 on esitettypropaanikuivatut kuitunaytteet.

LUT 10.0kV X50 BSE-3D

Kuva 34. SEM kuvapropaanikuivatustiuitunaytteestdlmakuivauksen tavoin kuidut nayttavat
lyyhistyneilta ja kiinnittyneilta toisiinsa.
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LUT 10.0kV X500 BSE-3D N 100um
Kuva 35. SEM kuvapropaanikuivata kuitundytte@ kuiduista. Kuitujen pinnan yksityiskohtia
tai irrallisia mikrofibrilleja ei nay.

LUT 10.0kV X2.00k SE

Kuva 36. SEM kuvapropaanikuivata kuitunaytteen kuidun kinkista. Irrallisia mikrofibrilleja ei
nay kuidun kinkissa.
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LUT 10.0kV X2.00k SE

Kuva 37. SEM kuva propaanikuivato kuitundytteen kiertyneesta kuidusta. Kiertyneessakaan
kuidussa ei nay irrallisia mikrofibrilleja.

Propaanikuivatut tidut nayttavatimakuivatuilta kuiduilta eli lyyhistyneilta ja limautuneilta
toisiinsa.Kuidun mutkissa ja kinkeissa pitaisi nakyaalhisia fibrillej&, joita kuvissa ei esiinny.
Propaanikuivattujen  kuitujen  yksityiskohtaisuuteen vaikutti  kuitujen  kuivaaminen
huoneilmassa eika alipaineessa, kirathan, Bond & Gaskif2010) neuvoivatLiséaksi kuidut
saattoivat jaatya jo ennarestemaiseepropaaniinupottamista, mikd on voinut vaurioittaa

kuitujen rakennetta.

6.25 HMDS -kasiteltyjen kuitujen kuvat

Kuvissa 38 42 on esitetty HMDSKkasitellyt kuitunaytteet.
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LUT 10.0kV X200 SE

Kuva 38. SEM kuvaHMDS -kasitellystékuitunaytteestaMenetelman toteutuksen takédnjia
kuituja ei paatynyt montaa kuvattavaksi. Pienet kuidunpalaset paatyivat helpommin
suodatinpaperillevasemmalla on kuvattavaksi paatynyt pala suodatinkangasta.

Kuva 39. SEM kuvaHMDS -kasitellystakuitundytteestédKuitujen pinnat eivat naytéa kovin
yksityiskohtaisilta eika niiden pinnalla esiinny irrallista mikrofibrilliverkostoa.
Kuitenkin kuitujen valeissé esiintyy joitakin mikrofibrillej.










































