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Digitalisaatio on viimeisien vuosikymmenien aikana pakottanut perinteiset paperinvalmistajat 

uudistumaan radikaalisti ja kehittämään uusia tuotteita. Samalla kun painopaperin kysyntä on 

laskenut, esimerkiksi sellun eli paperimassan kysyntä maailmanlaajuisesti kasvaa. Sellu on 

pohjana puun tulevaisuuden tuotteiden kehityksessä, joten sen puukuitujen pinnan 

yksityiskohtaisia rakenteita on pystyttävä tutkimaan nopeasti ja helposti teollisessa 

ympäristössä. 

Tässä tutkimuksessa selvitettiin eri esikäsittelymenetelmien soveltuvuutta puukuitujen pinnan 

rakenteen tarkasteluun valo- ja pyyhkäisyelektronimikroskoopilla. SEM:iä varten olemassa 

olevia esikäsittelymenetelmiä selvitettiin kirjallisuudesta. Valittuja menetelmiä, jotka olivat 

ilmakuivaus, alipainekuivaus, pakastekuivaus, propaanikuivaus, HMDS -kuivaus ja ionisella 

nesteellä käsittely, sovellettiin kahden eri tyyppisen koivusellun tarkasteluun SEM:llä. 

Esikäsittelymenetelmien tuottamia SEM -kuvia vertailtiin toisiinsa. Valomikroskoopilla 

puukuituja tutkittiin vain hieman laimennettuina ilman esikäsittelyä. 

Tutkimuksen tuloksena alipainekuivaus ja pakastekuivaus tuottivat yksityiskohtaisimmat kuvat 

puukuidun pinnan rakenteesta. Tuloksena oli ilmava ja lyyhistymätön kuitusolukko, jonka 

mikrofibrillirakenteet erottuivat yksityiskohtaisimmin kuitujen pinnalta, kinkeistä ja mutkista. 

Kahdesta menetelmästä alipainekuivaus oli parempi sen nopeuden ja helppouden ansiosta. Sen 

sijaan ilmakuivatut ja propaanikuivatut kuidut olivat lyyhistyneitä ja pakkautuneita toistensa 

päälle, eikä kuitujen pinnoilta erottunut ollenkaan mikrofibrillirakenteita. HMDS -kuivaus ja 

ionisella nesteellä käsittely eivät myöskään tuottaneet alipaine- ja pakastekuivauksen tasoisia 

kuvia, mutta esittivät potentiaalia. HMDS -kuivatut kuidut olivat osittain yksityiskohtaisia, 

mutta käytettyä menetelmää pitäisi huomattavasti kehittää. Ionisella nesteellä käsitellyissä 

kuidussa pinnan yksityiskohdat eivät näkyneet, mutta kuitu säilytti 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 various future wood products; 

hence quick and simple observation of surface features of pulp wood fibres is critical in 

industrial environments.  

This research compared the feasibility of different preparation methods in investigating surface 

features of wood fibres using light and scanning electron microscopy. Pre-existing preparation 

methods were researched first. Chosen methods, which were air drying, vacuum drying, freeze 

drying, propane drying, HMDS -drying and ionic liquid treatment, were applied to imaging two 

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 non-collapsed, 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 each other. No microfibril structures 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. HMDS -dried fibres were occasionally detailed, but the method requires 

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

the natural fibre structure best.  
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LYHENTEET  

HMDS  Heksametyylidisilatsaani (Hexamethyldisilazane) 

SEM  Pyyhkäisyelektronimikroskooppi (Scanning Electron Microscope) 

BSE  Takaisinsironneet elektronit (Backscattered Electrons) 

SE  Sekundääriset elektronit (Secondary Electrons) 
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1 JOHDANTO 

Metsäteollisuus on ollut keskeisenä osana Suomen kansantaloutta jo lähes 150 vuotta. 

Suomalainen paperi- ja massateollisuus on ollut metsien runsauden ja teknisen osaamisen 

ansiosta maailman huipulla jo pitkään. Metsäteollisuuden osuus Suomen vahvasti 

vientivetoisesta taloudesta on kuitenkin laskenut 1950 -luvun 80%:sta nykypäivän noin 

viidennekseen (Metsäteollisuus ry, 2000). Taulukossa I on esitettynä Suomen 

metsäteollisuuden vientilukuja, jotka koostuvat enimmäkseen paperista ja kartongista, saha- ja 

höylätavarasta sekä jonkin verran puulevyistä. Taulukosta nähdään, että etenkin paperin ja 

kartongin osuus viennistä on pudonnut rajusti viimeisen kymmenen vuoden aikana.   

Taulukko I Suomen metsäteollisuuden vientimäärät vuosilta 1990, 2007 ja 2016. (Metsäteollisuus 

ry, 2017). 

 
1990 2007 2016  

Muutos ed. vuodesta 

(2015-2016) 

Paperi & kartonki [1000 t] 7700 13600 9850 -3.0% 

Sellu [1000 t] 1400 2360 3150 8.4% 

Saha- ja höylätavara [1000 m3] 4170 7210 8650 9.4% 

Puulevyt [1000 m3] 780 1500 1000 -4.1% 

Suurin vaikutus Suomen metsäteollisuuteen on ollut digitalisaatiolla, joka on pakottanut 

perinteiset paperinvalmistajat uudistumaan radikaalisesti. Digitalisaation ansiosta perinteisen 

paperin kulutus maailmanlaajuisesti hupenee noin 5%:n vuosivauhtia (Siemens, 2016). Berg & 

Lingqvistin (2017) mukaan sanomalehti- ja tulostuspaperin kysyntä on laskenut huomattavasti 

länsimaissa, joskin kehittyvät taloudet, kuten Kiina ja Intia, ylläpitävät hieman kysyntää. 

Paperin laskevan kysynnän jättämää aukkoa on täytetty pakkauskartongin, pehmopaperin ja 

sellun avulla. (Berg & Lingqvist, 2017) Etenkin sellun eli paperimassan kysyntä 

maailmanlaajuisesti on jatkuvasti kasvavaa sen ympäristöystävällisyyden ja lukuisien 

sovellusten ansiosta. Selluloosaa voidaan soveltaa perinteisen paperintuotannon lisäksi 

rakennustarvikemateriaaliksi, farmaseuttisiin tarpeisiin ja jopa tekstiili- ja vaateteollisuuteen 

(Watkins et al., 2015).  

Sellua tuotetaan Suomessa kemiallisesti kuiduttamalla käyttäen sulfaattimenetelmää. 

Sulfaattimenetelmässä puukuidut erotetaan toisistaan liuottamalla niitä yhdistävä sideaine, 

ligniini, lipeäliuoksessa, joka koostuu natriumhydroksidista ja natriumsulfidista. Suomessa 

tuotetun sellun yleisimpiä raaka-aineita ovat mänty, kuusi ja koivu, mutta esimerkiksi Etelä-

Amerikassa hyödynnetään myös runsaasti nopeakasvuista eukalyptuspuuta. (Metsäteollisuus 
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ry, 2000) Laine et al. (2004) korostavat, että selluloosamassan jalostaminen on tärkeä osa paperi 

ja kartonkituotantoa. Jalostaminen esimerkiksi parantaa puukuitujen sidosominaisuuksia, jotka 

ovat vahvan, sileän ja hyvän tulostettavuuden omaavan paperin tuottamisen edellytyksenä. 

Tavoitteena voi olla suoristaa ja lyhentää liian pitkiä kuituja tai kehittää paperin absorboivuutta, 

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

Jalostuksen vaikutukset puukuituun tapahtuvat soluseinämän tasolla. Puukuidun rakenteen eli 

morfologian tarkka ja yksityiskohtainen tuntemus on välttämätöntä puun käytön uusien 

sovelluksien ja tulevaisuuden tuotteiden kehittämisessä. Puukuidun morfologiaa ei voida 

tarkastella paljain silmin, vaan avuksi tarvitaan valo- ja pyyhkäisyelektronimikroskopiaa. 

Valomikroskoopilla on helppo tarkastella märkää puukuitunäytettä, mutta sen resoluutio jää 

pyyhkäisyelektronimikroskooppia pienemmäksi. Pyyhkäisyelektronimikroskoopilla saadaan 

yksityiskohtaisia kuvia puukuidun pinnan rakenteesta mutta kuvaaminen vaatii näytteen 

esikäsittelyn, joka usein vaurioittaa puukuidun luonnollista rakennetta. Tästä syystä 

korkealaatuisia kuvia puukuidun rakenteesta, jotka vastaavat kuidun luontaista olomuotoa, on 

hankala tuottaa riittävän nopeasti ja vaivattomasti teollisessa ympäristössä. 

Tässä kandidaatintyössä tutkitaan eri esikäsittelymenetelmien soveltuvuutta puukuidun pinnan 

rakenteen tutkimiseen valo- ja pyyhkäisyelektronimikroskoopilla. Esikäsittelymenetelmän 

tulisi mahdollistaa luontaisin ja yksityiskohtaisin kuva puukuidusta, ollen samalla nopea ja 

helppo toteuttaa teollisessa ympäristössä. Tarkoituksena on selvittää kirjallisuudesta mitä 

morfologisia ominaisuuksia voidaan kuvata mikroskoopeilla ja mitä menetelmiä on jo käytössä. 

Menetelmiä testataan ja niillä saatuja kuvia vertaillaan keskenään. Tutkimuksen tuloksena on 

hyväksi todettu menetelmä puukuitujen tutkimiseen, jota voidaan jatkossa soveltaa laajempiin 

tutkimuksiin. 
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2 PUUKUI DUT 

2.1 Puukuitujen luokittelu 

Puukuituja esiintyy luonnossa monissa eri muodoissa. Puu on eloperäistä materiaalia eli se 

sisältää hiiltä. Hiilen lisäksi puu koostuu vedystä, hapesta, typestä sekä muutamasta muusta 

epäorgaanisesta alkuaineesta. Puulajikkeet voidaan jakaa pitkäkuituisiin havupuihin ja 

lyhytkuituisiin lehtipuihin. Paperi ja massateollisuuden kannalta tärkeimmät puulajikkeet ovat 

havupuista mänty ja kuusi sekä lehtipuista koivu ja eukalyptus. (Metsäteollisuus ry, 2000) 

Havu- ja lehtipuut eroavat toisistaan rakenteellisesti sekä makromolekylaarisesti. Havupuiden 

suurin osa solukosta on trakeideja, eli putkisoluja, joiden pituus on väliltä 1ï4 mm. Lehtipuiden 

solukko koostuu ohuista kuiduista ja paksuista putkilosoluista, joiden pituus vaihtelee välillä 

0,8ï1,0 mm. Putkilosolut voidaan tunnistaa myös niiden päätyseinämien perforaatiolevyistä. 

(Kärkkäinen, 2003)  Puukuidut koostuvat pääosin selluloosasta, hemiselluloosasta ja ligniinistä. 

Selluloosan määrä pysyy jotakuinkin vakiona, mutta hemiselluloosaa ja ligniiniä esiintyy 

havupuissa enemmän kuin lehtipuissa. (Koch, 2006) Taulukossa II on esitetty havu- ja 

lehtipuiden soluseinämien makromolekylaariset koostumukset.  

Taulukko II Havu- ja lehtipuiden selluloosan, hemiselluloosan ja ligniinin pitoisuudet 

soluseinämässä. (Koch, 2006) 

 Havupuut [%] Lehtipuut [%] 

Selluloosa 40ï44  40ï44 

Hemiselluloosa 30ï32 15ï35 

Ligniini  25ï32 18ï25 

2.2 Puukuitujen rakenne 

Kasvisolua ympäröi soluseinämä, joka antaa puulle sen lujan rakenteen. Soluseinämän tärkein 

komponentti on selluloosa, joka on yleisin luonnossa esiintyvä polymeeri. Se on 

anisotrooppinen, ei-haarautunut polysakkaridi, jonka yksi molekyyli on koostunut noin 

10000:sta glukoosianhydridiyksiköistä (C6H12O6) (Stén, 1997). Glukoosiyksiköt ovat liittyneet 

toisiinsa ɓ-1,4-glukosidisilla sidoksilla (Kärkkäinen, 2003). Kuvassa 1 on esitetty 

selluloosapolymeerin rakenne ja monomeerien välinen glukosidisidos. 
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Kuva 1. Selluloosapolymeerin rakenne ja ɓ-1,4-glukosidisen sidoksen sijainti 

polymeerirakenteessa (Muokattu: Gurunathan, Mohanty & Nayak, 2015).  

Kärkkäisen (2003) mukaan selluloosamolekyyli on kuin pitkä nauha, jonka reunoilla 

sijaitsevien hydroksyyliryhmien ansiosta molekyylit muodostavat keskenään suurempia 

kimppuja. Pienimpiä järjestäytyneitä selluloosakimppuja kutsutaan elementaarifibrilleiksi. 

Elementaarifibrillit aggregoituvat suuremmiksi kimpuiksi, mikrofibrilleiksi. Tietyissä osissa 

mikrofibrillinauhaa selluloosaketjut ovat järjestäytyneet lujaan hilarakenteeseen. Mikrofibrillit 

voivat lisäksi ryhmittyä fibrilleiksi, joita voidaan havaita jauhetussa puukuidussa pinta-alaa 

lisäävinä haivenina. (Kärkkäinen, 2003) Mikrofibrill ien pituus on noin 10ï30 nm ja 

seinämäpaksuus 5ï10 nm, jolloin niitä voidaan havaita pyyhkäisyelektronimikroskoopilla 

(Stén, 1997).  

Soluseinämän kaksi muuta yleisintä rakenneosaa ovat hemiselluloosa ja ligniini. 

Hemiselluloosa on haarautunutta, muuten rakenteeltaan homologista selluloosan kanssa. Sen 

molekyylit ovat suuntautuneet samalla tavalla kuin selluloosamolekyylit. (Kärkkäinen, 2003) 

Ligniini on toisiksi yleisin luonnollinen polymeeri selluloosan jälkeen ja sitä on noin 10ï25% 

puiden biomassassa. Ligniini on veteen liukenematonta ja se toimii amorfisena sideaineena 

selluloosan ja hemiselluloosan välillä. (Watkins et al., 2015) Kemiallisen kuidutuksen aikana 

kuidut reagoivat sulfaattikemikaalien kanssa ja suurin osa ligniinistä liukenee pois. Samalla 

anisotrooppiset kuituverkostot hajoavat ja selluloosa erottuu kuidun muista komponenteista. 

Tuloksena puukuidusta tulee erittäin huokoinen. (Stén, 1997) Puukuidun huokoisuus vaihtelee 

lajikkeiden välillä, esimerkiksi männyn trakeideissa on suuria ikkunahuokosia, kun taas 

koivukuiduissa ei ole huokosia (Kärkkäinen, 2003).  

2.2.1 Soluseinämän rakenne 

Puukuidun soluseinämä koostuu primääriseinämästä sekä useista sekundääriseinämistä, jotka 

erottuvat toisistaan fibrillirakenteen perusteella (Chinga-Carrasco, 2011). Kuidut ovat liittyneet 

toisiinsa amorfisen välilamellin avulla, joka koostuu solun kasvuvaiheessa pektiinistä ja 

aikuisvaiheessa lähinnä ligniinistä. Primääriseinämä on solun uloin seinämä ja se on 

muodostunut harvasta mikrofibrilliverkosta. Primääriseinämä muodostuu lähes täysin 
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ligniinistä eikä siinä ole lamelleja. (Stén, 1997) Kärkkäisen (2003) mukaan välilamellia ja 

primääriseinämää käsitellään yleensä yhdessä, sillä ne ovat molemmat ohuita ja omaavat 

samantyyppisen kemiallisen koostumuksen. Kemiallisen kuidutuksen aikana ohut 

primääriseinämä liukenee lähes kokonaan pois. (Kärkkäinen, 2003) Kuva 2 havainnoi sekä 

mikrofibrillien selluloosanauhoja että kuituseinämän eri kerroksien rakennetta.  

 

Kuva 2. Puukuidun selluloosan fibrillaarinen rakenne ja seinämän kerrokset (Muokattu: Zhang 

et al., 2015).  

Sekundääriseinämän tarkoitus on tuoda soluun mekaanista lujuutta. Useimmiten se voidaan 

jakaa ohueen ulkokerrokseen (S1), paksuun keskikerrokseen (S2) ja ohueen sisäkerrokseen (S3). 

Sekundääriseinämän kerrokset sisältävät suuriman osan solun selluloosasta ja 

hemiselluloosasta. S1 -kerros on fibrillirakenteeltaan ristikkomainen  ja se koostuu 2-6 

lamellista. S1 -kerroksen paksuus on noin 0.1ï0.3 µm ja sen fibrillikulma kasvaa ulkokehältä 

sisäänpäin. Sisimmässä lamellissa fibrillikulma on noin 50ï70°. (Stén, 1997) 80% 

kuituseinämän vahvuudesta tulee S2 -kerroksesta. Se on vahvin soluseinämän kerros jonka 

paksuus vaihtelee välillä 1-5 µm. S2 -kerroksen jämäkkyys juontuu ruuvikierteenä kuidun 

akselia ympäri kiertävistä mikrofibrilleistä, joiden kulma pituusakseliin nähden on 10ï30°. 

Lamellien lukumäärä on huomattavasti suurempi, 30ï40 kevätpuissa ja 150 kesäpuissa. 

(Kärkkäinen, 2003) S3 -kerros on ohut, useasta lamellista koostuva tertiääriseinä. 

Sekundääriseinämien rakenne on kuin teräsbetonilla, jossa selluloosamikrofibrillit toimivat 

vahvistavina terästankoina ja hemiselluloosa-ligniini matriisit toimivat betonina (Zhang et al., 

2015). Puukuidun sisimpänä on ontelo, jota kutsutaan myös lumeniksi. Ontelo muodostuu 

täysin kehittyneen puukuidun solunsisäisten organellien rappeutuessa. Puukuitujen ontelopinta-

ala on väliltä 20-70%. (Madsen & Gamstedt, 2013) 
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2.3 Puukuitujen kosteus 

Puu on hygroskooppinen eli vettä imevä aine (Kärkkäinen, 2003). Vettä on puukuiduissa 

kahdessa eri muodossa, sitoutuneena ja sitoutumattomana. Sitoutunut vesi on osana 

soluseinämää, kun taas sitoutumaton vesi esiintyy nestemäisenä sekä höyrynä solujen 

onteloissa. Soluseinämän mikrofibrillien vapaat hydroksyyliryhmät vetävät puoleensa 

vesimolekyylejä, jotka sitoutuvat niihin vetysidoksin. Kun soluseinämä on täysin kyllästynyt, 

vettä alkaa esiintyä sitoutumattomana. Luontaiset puukuidut sisältävät aina sitoutumatonta 

vettä, jonka määrä voi olla jopa kaksinkertainen puun massaan verrattuna. (Reeb, 1995) 

Kun puuta kuivataan, puukuiduista poistuu ensimmäisenä onteloiden sitoutumaton vesi. 

Sitoutumattoman veden poistaminen ei vaikuta kuidun rakenteeseen. Kun kaikki sitoutumaton 

vesi on poistunut, saavutetaan jälleen kuidun soluseinämän kyllästymispiste. Kuivaaminen 

kyllästymispistettä pidemmälle aiheuttaa sitoutuneen veden poistumisen, jolloin kuidun 

rakenne muuttuu. (Reeb, 1995) Vuorinen et al. (2010) huomasivat tutkimuksessaan, että 

sitoutuneen veden poistaminen johtaa huokosten peruuntumattomaan sulkeutumiseen ja 

aiheuttaa mikrofibrillien välisten vetysidosten muodostumisen. Sidokset vastustavat 

hydraatiota eivätkä hajoa uudelleenkosteutuksen aikana, joten kuidun alkuperäistä turvonnutta 

olomuotoa on vaikeaa palauttaa kuivaamisen jälkeen. (Suchy, Kontturi & Vuorinen, 2010) 

Puukuitujen rakenteen tutkimisen kannalta on kriittistä säilyttää puukuidun kostea olomuoto.  
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3 KUITUMIKROSKOPIA  

Puukuituja voidaan tutkia valo- ja elektronimikroskoopeilla. Mikroskooppien avulla saadaan 

tietoa kuitujen morfologiasta, eli nähdään kuidun pinnan pieniä yksityiskohtia, kuten 

kuituseinämiä, fibrillejä ja huokosia. Tässä työssä tutkittavana kuitunäytteenä on prosessoitu, 

märkä kuitunäyte UPM:n Kaukaan sellutehtaan sulfaattikeittolinjalta.  

3.1 Valomikroskopia 

Valomikroskooppi käyttää näkyvää valoa pienikokoisten näytteiden tarkasteluun. Yleisimmät 

valomikroskoopit ovat suunniteltu biologisten näytteiden tutkimiseen ja niiden etuna on 

näytteiden tarkastelu ilman esikäsittelyä. Esimerkiksi puukuituja voidaan suoraan tarkastella 

märkinä, jolloin etuna on nähdä puukuidun rakenne sen kosteassa olomuodossa. 

Valomikroskooppeja on kahta tyyppiä, klassinen- ja stereomikroskooppi. Molemmat koostuvat 

telineestä, johon optiset komponentit ï okulaari, objektiivi, tarkennuslinssit ja valonlähde ï 

ovat kiinnitettyinä. Teline on koottu siten, että linssit, näytekappale ja valaisujärjestelmä 

asettuvat tarkasti toistensa suhteen. Klassisen mikroskoopin valaisujärjestelmä toimii 

johtamalla näytteen läpi valoa esimerkiksi matalajännitteisen kvartsi-halogeenilampun avulla, 

jolloin kuva näytteestä heijastuu okulaarin kautta katsojan silmiin. Stereomikroskoopit toimivat 

valaisemalla näytettä okulaarin suunnasta, jolloin tarkastellaan näytteen pinnasta heijastuvaa 

valoa. Nykyään on yleisempää käyttää okulaarin sijaan digikameraa, jonka avulla kuva 

näytteestä siirtyy suoraan tietokoneen ruudulle. (Burgess, Marten & Taylor, 1990) 

Objektiivin tarkoitus on suurentaa ja tuottaa mahdollisimman yksityiskohtainen kuva 

näytteestä. Objektiivit ovat rajoittuneet aina yhteen suurennukseen. Objektiivin sijaan voidaan 

käyttää linssipakkaa, joka mahdollistaa liukuvan suurennuksen. Näytteen yksityiskohtien 

minimietäisyyttä, jonka objektiivi kykenee erottamaan, kutsutaan resoluutioksi. 

Valomikroskooppien resoluutiota rajoittaa valon aallonpituus. Nykypäivän valomikroskoopit 

kykenevät parhaimmillaan 200 nm resoluutioon. (Burgess, Marten & Taylor, 1990) 

3.2 Elektronimikrosko pia 

Elektronimikroskopia hyödyntää elektronisuihkua luomaan suurennetun kuvan tarkasteltavasta 

näytteestä. Tavallisesti elektronimikroskoopit jaetaan kahteen tyyppiin, 

pyyhkäisyelektronimikroskooppeihin (Scanning Electron Microscope; SEM) ja 

läpivalaisuelektronimikroskooppeihin (Transmission Electron Microscope; TEM). SEM ja 

TEM mikroskooppeja on mahdollista yhdistää niin sanotuksi STEM mikroskoopiksi, jolloin 
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esimerkiksi TEM:iin lisätään näytteen pyyhkäisyominaisuus. Elektronimikroskoopit ovat 

valomikroskooppia teknisempiä, sillä elektronit eivät läpäise ilmaa tai lasia. Näytteet on 

esikäsiteltävä ennen tarkastelua, sillä esimerkiksi höyrystyvä kosteus tai laitteen sisällä oleva 

ilmamäärä ilmakehän paineessa estävät näytteen tarkastelun.  

3.3 SEM 

3.3.1 SEM:n rakenne  

SEM mahdollistaa näytteen pinnan eli topografian yksityiskohtaisen tarkastelun, jonka ansiosta 

se on erittäin suosittu biologisten näytteiden tutkimusvälineenä (Katsen-Globa et al., 2016). 

SEM koostuu useista komponenteista, jotka ovat esitettynä kuvassa 3. Elektronikolonni sisältää 

elektronisuihkua ohjaavat elektromagneettiset linssit asetettuna toinen toisensa päälle, sekä 

elektronilähteen kolonnin huipulla. Virtalähde syöttää virtaa linsseille ja tuottaa elektronien 

kiihdytykseen vaatiman korkean jännitteen. Linssien kirkkautta, tarkkuutta ja suurennusta 

voidaan säädellä sähkövirran syötön avulla. Itse näyte asetetaan kolonnin alapuolella 

sijaitsevaan kammioon. Vakuumipumppu poistaa ilman kolonnista ja kammiosta. Alipaineen 

ansiosta elektronit voivat liikkua vapaasti kolonnissa ja näytteen kontaminaatio elektronisäteen 

ja jäännöskaasujen välisestä vuorovaikutuksesta minimoituu. (Burgess, Marten & Taylor, 

1990)  

 
Kuva 3.  SEM laitteisto ja kuvanmuodostus (Muokattu: Hitachi High-Technologies, 2013). 
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Lepistö (2016) mainitsee teoksessaan, että yleisimpiä elektronilähteitä ovat volframi, 

lantaaniheksaboridi (LaB6) ja kenttäemissio. Volframi ja LaB6 ovat termisiä elektronilähteitä, 

jotka kuumennettaessa emittoivat elektroneja. Volframilankaa, jota kutsutaan myös 

filamentiksi, käytetään eniten sen edullisen hankintahinnan ja kohtuullisten käyttökustannusten 

ansiosta. Volframilankaan kytketään muutaman kymmenen voltin jännite ja sen läpi johdetaan 

riittävän suuri virta, jolloin langan lämpötila kohoaa elektroniemission vaatimaan 2500ï

2800°K lämpötilaan. LaB6 toimii matalammilla lämpötiloilla kuin volframi, noin 1500ï

1900°K, mutta sen muotoileminen filamentiksi on hankalaa pulverimaisen olomuotonsa takia. 

Lisäksi kun volframifilamentti toimii noin 10-4 Pa alipaineessa, LaB6 vaatii hieman 

korkeamman, noin 10-4ï10-5 Pa alipaineen. (Lepistö, 2016) 

Toisin kuin termiset elektronilähteet, kenttäemissio perustuu erittäin voimakkaan sähkökentän 

avulla tuotettuihin elektroneihin. Kenttäemissiolaitteen kolonnin vaatima alipaine on 

korkeampi, jopa 10-9 Pa ja sen hankintahinta on korkeampi. (Lepistö, 2016) 

Kenttäemissiokärjen tuottama kirkkaus, virrantiheys ja elinikä ovat ylivertaisia verrattuna 

termisiin elektronilähteisiin. SEM valmistaja Hitachin (2013) mukaan kun volframifilamentin 

kirkkaus on luokkaa 5Ā105 A/cm2ĀStr ja elinikä 50 h, kenttäemissiokärjen vastaavat ovat 109 

A/cm2ĀStr ja 2-3 vuotta. (Hitachi High-Technologies, 2013) Kuitenkin todellisuudessa 

elektronilähteet voivat kestää pidempään riippuen laitteesta ja käyttäjästä. Esimerkiksi uusien 

kenttäemissiokärkien elinikä on 10+ vuotta. Samoin volframifilamentin todellinen elinikä on 

pidempi, sillä useimpien näytteiden tarkastelussa filamenttikärkeä ei tarvitse käyttää täydellä 

teholla.   

3.3.2 SEM:n kuvanmuodostus 

SEM:n kuvanmuodostus tapahtuu fokusoimalla erittäin hieno elektronisuihku näytteen 

pinnalle. Elektronisuihku skannaa koko kuvausalueen ruutumaisesti, jolloin saadaan rasteriksi 

kutsuttu tarkka kuva näytteen koko pinnasta. Elektronisuihku ei läpäise näytettä, vaan 

näytteestä emittoituu erityyppisiä signaaleja, joita laitteiston detektorit havaitsevat. SEM:n 

pääasiallinen kuvanmuodostus perustuu takaisinsironneisiin elektroneihin (back scattering 

electrons, BSE) ja sekundäärisiin elektroneihin, jotka absorboituvat ja emittoituvat uudestaan 

näytteestä (secondary electrons, SE). (Mehta, 2012) Lisäksi näytteestä emittoituu 

röntgensäteitä, katodiluminesenssia ja augerin elektroneja, jotka antavat tietoa esimerkiksi 

näytteen alkuainekoostumuksesta ja kemiallisista sidoksista, mutta eivät kuitenkaan liity  

näytteen kuvanmuodostukseen. (Hitachi High-Technologies, 2013) 
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Kuva 4. Elektronien uppoaminen näytteeseen kiihdytysjännitteen kasvaessa. (Muokattu: 

Hitachi High-Technologies, 2013) 

SEM:n etuna on valomikroskooppia huomattavasti parempi resoluutio ja syvyysterävyys, 

johtuen elektronisuihkun aallonpituuden pienuudesta verrattuna valon aallonpituuteen (Clegg, 

2007). SEM:n resoluutio on laitteesta riippuen parhaimmillaan 0.5ï1.0nm, joka riittää 

puukuidun seinämän huokosrakenteen ja mikrofibrillien erottamiseen. Elektronisuihkun 

kiihdytysjännitettä voidaan vaihdella noin 5-25 kV välillä. Mitä suurempi jännite, sitä 

korkeampi resoluutio kuvalla. (Lepistö, 2016) Kuitenkin elektronit uppoavat näytteeseen 

enemmän jännitteen kasvaessa, jolloin pinnan yksityiskohdat sumentuvat. Kuvassa 4 on esitetty 

kiihdytysjännitteen nostamisen vaikutus elektronien siroutumiseen hiili näytteen pinnan sisällä. 

Puukuidun kanssa tapahtuu sama ilmiö, joten on valittava tarkkaan oikea kiihdytysjännite 

pinnan yksityiskohtaisen tarkastelun kannalta.  

3.4 Näytteiden pinnoitus 

Useimmat näytteet, kuten lähes kaikki biologiset näytteet, on pinnoitettava metallilla tai hiilellä 

ennen elektronimikroskoopilla tutkimista. Pinnoite on sähköä johtava, joten se hillitsee 

näytteen varautumista, vähentää lämpövaurioita ja parantaa sekundääristen elektronien 

tuottamaa signaalia. Pinnoitetun näytteen kanssa voidaan käyttää korkeampaa 

kiihdytysjännitettä, jolloin resoluutio paranee. Yleisimpiä metallipinnoitteita ovat esimerkiksi 

kulta, kulta/palladium seos, platina ja hopea. (Höflinger, 2013)  
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Elektronimikroskopiassa yleisintä näytteiden pinnoitusmenetelmää kutsutaan sputteroinniksi. 

Sputteroinnissa pinnoitemateriaalia pommitetaan korkeaenergisillä ioneilla, kuten 

kaasuioneilla, mikä aiheuttaa kohteen atomien irtoamisen ohuena kerroksena. (Kelly & Arnell, 

2000) Sputteroinnin ansiosta näytteen metallipinnoite pysyy muutaman kymmenen nanometrin 

paksuisena, eikä pinnoite peitä näytteen yksityiskohtia. SEM-laitteiston resoluutio ja 

sputteroinnin laatu kulkevat käsi kädessä. Mitä tarkempi SEM, sitä tarkempi sputterointi 

vaaditaan, jottei metallipinnoite peitä näytteen yksityiskohtia.  

Biologisten näytteiden pinnoittaminen ei aina ole tarpeen. Perinteisessä SEM:ssä kammio ja 

kolonni ovat samassa alipaineessa. Tietyissä nykypäivän malleissa SEM:n kammioon voidaan 

päästää kaasua, kuten ilmaa tai typpeä, jolloin kammion paine kasvaa korkeammaksi kuin 

kolonnin. Kuvatessa elektronit iskeytyvät kammioon päästettyihin kaasumolekyyleihin eivätkä 

varaudu näytteeseen. Kyseinen SEM tunnetaan yleisimmin kauppanimillä ESEM 

(Environmental SEM) tai VPSEM (Variable Pressure SEM). 
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4 SEM ESIKÄSITTELYMENETELMÄT  

Esikäsittelyn tarkoituksena on valmistella näyte sellaiseksi, että sitä voidaan tarkastella 

SEM:llä. Useimmiten tämä tarkoittaa näytteen kuivaamista, jotta vesimolekyylit eivät höyrysty 

SEM:n alipaineessa ja hankaloita kuvaamista. Esikäsittelymenetelmiä on monenlaisia ja ne 

vaikuttavat eri tavalla näytteen ominaisuuksiin sekä kuvan laatuun. Lisäksi esikäsittelyn kesto 

ja monimutkaisuus riippuvat näytteestä. Esimerkiksi bakteerisolut vaativat vain 30 minuutin 

esikäsittelyn, kun taas suhteellisesti paksumpien puukuitujen esikäsittely voi kestää jopa yli yön 

(James Cook University, 2018).  

Etenkin biologisten näytteiden esikäsittelyn yhteydessä suoritetaan joko fysikaalinen tai 

kemikaalinen fiksaatio eli jähmetys, jonka tarkoituksena on pysäyttää näytteen biokemialliset 

tai proteolyyttiset prosessit. Yleisimmin kemialli nen fiksaatio suoritetaan liuottamalla näytettä 

glutaraldehydiliuoksessa. (Yeung et al., 2015) Katsen-Globa et al. (2016) mainitsevat 

tutkimuksessaan, että kemiall inen fiksaatio parantaa myös näytteen luontaisuuden säilymistä ja 

vähentää näytteen kutistumista kuivauksessa. Lisäksi näyte usein värjätään raskasmetalleilla 

kuten osmium tetroksidilla fiksaation yhteydessä, mikä parantaa kuvien kontrastia. (Katsen-

Globa et al., 2016) 

4.1 Puukuidun esikäsittely 

Kuten tiedetään, puukuitu on luonnostaan erittäin vesipitoinen. SEM:n sisällä vallitsevan 

alipaineen takia puukuiduista on poistettava vesi, jotta niitä voidaan tarkastella SEM:llä. 

Perinteinen ilmakuivaus on yksinkertaisin ja helpoin tapa kuivata puukuituja. Näytteestä 

poistetaan ylimääräinen neste ja jätetään huoneenlämpöön kuivumaan. Ilmakuivausta voidaan 

nopeuttaa huomattavasti käyttämällä alipainetta. Ilmakuivaus kuitenkin altistaa näytteen 

vaurioille ja epämuodostumille. Nesteen haihtuessa näyte altistuu pintajännityksen 

aiheuttamille voimille joita esiintyy nesteen ja kaasun faasirajalla. (Lee & Chow, 2012) Lisäksi 

luvussa 2.2.3 käsiteltiin kuinka veden haihduttaminen puukuidusta aiheuttaa mikrofibrillien 

liimautumisen toisiinsa ja huokosten lyyhistymisen. Puukuidun pinnan rakenteen 

yksityiskohtaisen tarkastelun edellytyksenä on esikäsitellä näyte siten, että se säilyy vastaavassa 

olomuodossa kuin märkänä.  

Puukuituja voidaan vaihtoehtoisesti tarkastella paineistetussa SEM kammiossa. Paineen 

ansiosta puukuituja voitaisiin tarkastella esikäsittelemättöminä, koska märän kuidun 

vesimolekyylit eivät höyrystyisi kammiossa. Kuitenkin elektronit törmäilevät ja pysähtyvät 

paineistetussa kammiossa oleviin kaasumolekyyleihin, jolloin on käytettävä korkeaa 

kiihdytysjännitettä. Märkää näytettä ei voida pinnoittaa metallilla, sillä ohut metallikerros 
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imeytyy vesikerrokseen. Korkeajännitteinen elektronisuihku tunkeutuu kuvan 4 mukaisesti 

syvälle pinnoittamattomaan näytteeseen, jolloin pinnan yksityiskohdat sumentuvat. Täten 

paineistetun SEM kammion kanssa puukuituja voidaan tarkastella esikäsittelemättöminä ja 

luontaisina, mutta kuvien laatu jää heikoksi eivätkä toivotut pinnan yksityiskohdat näy.  

4.2 Kriittisen pisteen kuivaus 

Eräs tehokkaimmista puukuidun esikäsittelymenetelmistä on kriittisen pisteen kuivaus. Sen 

avulla voidaan erinomaisesti säilyttää näytteen pinnan yksityiskohdat sekä solunsisäiset 

aggregoituneet rakenteet. Menetelmä perustuu kriittisen lämpötilan ja paineen ilmiöön. Ilmiön 

mukaan neste- ja höyryfaasien välillä sijaitsee jokin lämpötila ja sitä vastaava paine, jossa 

molemmat faasit ovat tasapainossa ja tällöin ovat yhtä tiheitä. Näytteen vesi korvataan inertillä 

fluidilla , kuten nestemäisellä hiilidioksidilla, jonka kriittinen lämpötila on noin 35°C. Kun 

lämpötila nostetaan hieman yli kriittisen, hiilidioksidi muuttuu höyryksi ilman äkillistä 

tiheydenmuutosta. Tällöin vältytään pintajännityksen aiheuttamilta vahingoilta näytteen 

rakenteeseen. (Bittermann, Rodighiero & Wepf 2016) Hiilidioksidi ei kuitenkaan sekoitu 

tarpeeksi hyvin veteen, joten sen sijaan on käytettävä välittäjänestettä, joka sekoittuu sekä 

veteen että hiilidioksidiin. Yleisimmin käytettyjä välittäjänesteitä ovat metanoli, etanoli, 

asetoni ja amyyliasetaatti (Electron Microscopy Sciences, 2018).  

4.3 Pakastekuivaus 

Pakastekuivaus soveltuu parhaiten näytteille, jotka ovat luontaisesti erittäin vesipitoisia ja 

vaikeita esikäsitellä. Pakastekuivaus tunnetaan myös nimellä kryofiksaatio ja sen periaatteena 

nimensä mukaisesti on jähmettää näyte nopeasti, jolloin näyte säilyttää luonteikkaan 

olemuksen. Näyte jäädytetään ja asetetaan kuivumaan pakastekuivaimeen, jossa vallitsee 0,01ï

1 Pa paine ja -80ï0°C lämpötila. Pakastimessa jää sublimoituu, jolloin vältytään neste-kaasu-

faasimuutoksen aiheuttamilta vaurioilta kuitunäytteen morfologiaan. (Lee & Chow, 2012)  

Pakastekuivaus ei ole ongelmaton esikäsittelymenetelmä. Katsen-Globa et al. (2016) 

korostavat, että näytteen jäädytys on suoritettava mahdollisimman nopeasti, jotta vältytään 

jääkristallien muodostumiselta ja niiden aiheuttamilta rakennevaurioilta näytteeseen (Katsen-

Globa et al., 2016). Jäädytys voidaan suorittaa pikaisesti nestemäisellä typellä, jonka lämpötila 

on normaalissa ilmanpaineessa (101 kPa) -196°C. Pathan, Bond & Gaskin (2010) ehdottavat 

jääkristallien muodostumisen vähentämiseksi käsittelemään näytteen 20-30% pitoisella 

glyserolilla. Kuitenkin glyserolikäsittely vaatii näytteen fiksaation glutaraldehydiliuoksella ja 
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glyseroli ei välttämättä täysin sublimoidu pakastuskuivauksen aikana. (Pathan, Bond & Gaskin, 

2010) Täten glyserolikäsittelyä ei suoritettu puukuitujen tutkimisessa SEM:llä. 

Näytettä jäädyttäessä nestemäisellä typellä on huomioitava Leidenfrost-efekti. Efektin mukaan 

äärimmäinen lämpötilaero näytteen ja nestetypen välillä aiheuttaa kaasumaisen eristävän 

höyrykalvon muodostumisen nesteen ja näytteen väliin, jolloin kontakti kahden välillä häviää. 

(Pathan, Bond & Gaskin, 2010) Lepistö (2016) ehdottaa Leidenfrost-efektin välttämiseksi 

asettamaan näytteen nestetypellä jäädytetyn metallin pinnalle. Kylmä metalli ei voi höyrystyä, 

jolloin vältytään eristävän höyrykalvon muodostumiselta (Lepistö, 2016). Pathan, Bond & 

Gaskinin (2010) mukaan Leidenfrost-efektin aiheuttama kontaktiongelma voidaan myös 

ohittaa suorittamalla pikajäädytys nestemäisellä propaanilla (-178°C) nestemäisen typen sijaan. 

Propaanijäädytyksen jälkeen näyte asetetaan kuivumaan alipaineeseen. (Pathan, Bond & 

Gaskin, 2010) Propaanikuivauksen riskinä on propaanin korkea syttyvyys (Lepistö, 2016).  

Pakastekuivaus voidaan vaihtoehtoisesti myös suorittaa ilman pakastekuivauksen vaatimaa 

laitteistoa. Näyte asetetaan nestemäisellä typellä jäähdytettyyn, alipaineessa olevaan 

messinkisen pidikkeen päälle. Messinkinen pidike on asetettu hiilidioksidijääkakun päälle, 

mikä ylläpitää alle -60°C kuivauslämpötilan. Hiilidioksidijääkakku haihtuu hiljalleen 

messinkisen pidikkeen alta, jolloin pidike uppoaa siihen mahdollistaen jatkuvan kontaktin jään 

kanssa. Kuivaus suoritetaan yön yli alipaineessa ja tehokkaan kylmäloukun kanssa, jottei 

lämpötila nouse. (Pathan, Bond & Gaskin, 2010)  

4.4 Heksametyylidisilatsaaniliuos 

Heksametyylidisilatsaani (HMDS) on kemikaalinen kuivausagentti, joka toimii vaihtoehtona 

kriittisen pisteen kuivaukselle. HMDS -käsittely on esikäsittelymenetelmänä yksinkertainen ja 

sitä sovelletaan etenkin biologisten näytteiden tutkimukseen. (James Cook University, 2018) 

Esimerkiksi Braet et al. (1997) ovat soveltaneet HMDS -liuosta tutkiessaan rotan maksan 

endoteelisoluja ja Katsen-Globa et al. (2016) tutkiessaan ihmisen mesenkyylikantasoluja. 

Molemmissa tutkimuksissa SEM -kuvat olivat riittävän yksityiskohtaisia.  

HMDS hydrolysoituu nopeasti, joten näytettä ei suoraan voida käsitellä HMDS -liuoksella 

vesipitoisuuden takia (Aldrich, 2018). Katsen-Globa et al. (2016) korvasivat näytteen veden 

etanolilla ennen HMDS -käsittelyä. Varmistaakseen veden perinpohjaisen poistamisen näyte 

käsiteltiin kasvavan pitoisissa etanoliliuoksissa (10%, 20%, 30%, é , 100%). Etanolikäsittelyn 

jälkeen näyte asetettiin 1:1 liuokseen HMDS:a ja 100% etanolia, sekä lopuksi 100% HMDS -

liuokseen. Kuivausagentiksi ehdotettiin myös asetonia etanolin sijaan. Näytettä käsiteltiin 
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kussakin liuoksessa vain 3 min ajan, sillä pidemmät liuotusajat aiheuttivat enemmän solujen 

kutistumista. (Katsen-Globa et al., 2016) 

HMDS:n haittapuolina on sen haihtuvuus ja myrkyllisyys. Näytteen käsittely on suoritettava 

vetokaapissa eikä höyryjä saa hengittää. Lisäksi joidenkin biomateriaalien kanssa saattaa 

tapahtua ei-haluttuja reaktioita.  

4.5 Ioninen neste 

Ioniset nesteet eli suolasulat ovat huoneenlämpötilassa nestemäisiä suolaliuoksia, jotka 

koostuvat monenlaisista ioneista ja ionipareista. Ioniset liuokset ovat sähköä johtavia ja ei-

syttyviä. Niiden höyrynpaineet ovat erittäin matalia, joten ne eivät höyrysty 

elektronimikroskoopin alipaineessa. (Bittermann, Rodighiero & Wepf, 2016) Ionisten 

nesteiden alhaisen höyrynpaineen ja sähkönjohtavuuden ansiosta niillä käsiteltyjä näytteitä 

voidaan suoraa tarkastella elektronimikroskoopilla ilman pinnoitusta. Zhao, Liao & Zhang 

(2007) painottavat ionisten nesteiden haittapuolena ionisissa nesteissä käytettyjen myrkyllisien 

anionien, kuten heksafluorifosfaatin, disyanoamidin ja bromidin, luontaisia vaaroja. Vaikka 

ioniset nesteet ovat huoneenlämmössä lähes haihtumattomia, ne ovat riskinä ympäristölle. 

(Zhao, Liao & Zhang, 2007) 

SEM -laitevalmistaja Hitachi (2015) on kehittänyt ja patentoinut oman Hilem-1000 nimisen 

ionisen nesteen elektronimikroskopiatutkimukseen. Kuvassa 5 on esitetty Hitachin 

ehdottama esikäsittelymenetelmä ionisella nesteellä. Glutaraldehydi-fiksaatio ei ole tarpeen 

puukuitujen tarkastelussa.  

 
Kuva 5. Näytteen esikäsittely ionisella liuoksella ennen SEM kuvausta (Hitachi High-

Technologies, 2015) 

Bittermann, Rodighiero & Wepfin tutkimuksessa (2016) Hilem-1000 ioninen neste mahdollisti 

tutkittavien solujen rakenteen tyydyttävän tarkastelun matalammilla suurennuksilla, mutta 

korkeammilla suurenoksilla huomattiin rakenteen lyyhistymistä. Ionisen nesteen eduiksi 

huomattiin nopea esikäsittely, topografian selvä näkyminen ja rakenteen suhteellinen 
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säilyminen ehjänä. Kuitenkin pinnan yksityiskohdat eivät säilyneet yhtä selvinä kuin kriittisen 

pisteen kuivauksella tai pakastekuivauksella. (Bittermann, Rodighiero & Wepf, 2016) 

4.6 Quantomix WETSEM -kapseli 

Märkien näytteiden kuvantamista SEM:llä on helpotettu keksimällä vaihtoehtoisia ratkaisua 

esikäsittelylle. Yksi näistä ratkaisuista on markkinoijan Quantomix kehittämä WETSEM -

kapseli, joka on esitetty kuvassa 6. Märkä näyte asetetaan metallipäällysteisestä muovista 

valmistetun kapselin sisälle, jota suojaa alipainetta kestävä membraani. Membraani on 

tarpeeksi ohut, jotta se mahdollistaa elektronisuihkun läpipääsyn ja varautuminen tapahtuu 

kapseliin. Kapselin avulla tarkastellaan pääosin takaisinsironneita elektroneja, mutta 

sekundääristen elektronien ja röntgensäteiden analyysi on myös mahdollista. Kapselin kanssa 

sopivan kokoinen näyte pystytään kuvamaan SEM:llä noin 3ï4 minuutissa. Kapseleiden avulla 

on onnistuneesti tutkittu nestemäisiä näytteitä, pulvereita, metallisia, orgaanisia, ja 

epäorgaanisia näytteitä partikkelisuspensiossa, sekä biologisia kudoksia että soluja. (Echlin, 

2009)  

 
Kuva 6.  Quantomix WETSEM kapseli ja sen toimintaperiaate (Katz, Bentur & Kovler, 2007) 

Märkien puukuitujen tarkastelussa kapseleiden haittapuolena on korkean hinnan (1000ï3000ú) 

lisäksi sama ongelma, joka ilmenee paineistetussa SEM -kammiossa kuvattaessa. Jotta 

membraanin ja kostean ilman läpi voidaan nähdä, on käytettävä korkeaa kiihdytysjännitettä. 

Korkea jännite sumentaa pinnan yksityiskohdat ja kuvan resoluutio jää pieneksi. Vaikka 

WETSEM -kapseli mahdollistaa puukuidun tarkastelun luontaisena, sen todennäköiset hyödyt 

jäävät vähäisiksi. 
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5 MATERIAALIT JA MENETELMÄT  

Puukuituja tutkittiin valomikroskoopilla sekä SEM:llä. UPM toimitti kokeita varten Kaukaan 

sellutehtaalta perälaatikon koivusulppua ja jauhatettua koivusulppua. Kokeita suoritettiin kaksi 

kierrosta. Ensimmäisenä perälaatikon koivusulppua kuvattiin valomikroskoopilla ilman 

esikäsittelyä ja SEM:llä käyttäen esikäsittelymenetelminä ilmakuivausta, alipainekuivausta, 

pakastekuivausta, propaanikuivausta, HMDS-kuivausta ja ionista nestettä. Kriittisen pisteen 

kuivausta ei voitu suorittaa, koska yliopistolla ei ole siihen tarkoitettua laitteistoa. Myöskään 

WETSEM -kapseleita ei käytetty. Toisella kierroksella jauhatettua koivusulppua (160 kWh/t, 

UPM) kuvattiin uudelleen alipaine- ja pakastekuivauksen avulla.  

5.1 Valomikroskopialaitteisto ja kuvaaminen 

Valomikroskooppina käytössä oli Olympuksen malli SZX9, joka on esitettynä kuvassa 7. Malli 

toimii joko läpivalaisu- tai stereovalomikroskooppina, mutta kuvaus suoritettiin läpivalaisuna. 

Malli mahdollisti liukuvan suurennuksen. Suurennuksina käytettiin asetettuja arvoja, jotta 

kuvien skaala oli paikkansapitävä.  

 
Kuva 7.  Olympus SZX9 valomikroskooppi.  
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Perälaatikon koivusulpusta otettiin lusikallinen kuitumassaa pienempään purkkiin, jota 

laimennettiin noin 20 ml vedellä. Massan laimentaminen alentaa kuitujen tiheyttä 

vesiliuoksessa, jolloin kuituaggregaatit pienenevät ja yksittäisiä kuituja on helpompi erottaa. 

Laimennettua näytettä otettiin kertakäyttöpipetillä 1-2 tippaa lasialustalle, jonka päälle 

asetettiin ohut lasilevy. Kuvat otettiin tietokoneella olevan Leican valokuvausohjelman avulla, 

eli valomikroskoopin okulaaria ei käytetty.  

5.2 SEM laitteisto ja esikäsittelymenetelmien suoritus 

Pyyhkäisyelektronimikroskooppina käytössä oli Hitachin malli SU3500, joka on esitettynä 

kuvassa 8. Mallin elektronilähteenä on käytössä volframifilamentti. Malli  mahdollisti 

kuvaamisen korkeassa vakuumissa sekä matalassa alipaineessa, joten se toimii perinteisen 

SEM:n tavoin sekä luvun 3.4 lopussa esitetyn ESEM tai VP-SEM:n tavoin. Kuvaus suoritettiin 

10 kV kiihdytysjännitteellä lukuun ottamatta ionisella nesteellä käsiteltyä puukuituja, jota 

kuvattiin 3 kV jännitteellä.  

 
Kuva 8. Hitachi SU3500 pyyhkäisyelektronimikroskooppi sekä siihen sivulla ja takaa 

kiinnitetyt kaksi ThermoScientific UltraDry EDS-analysaattoria.  

SEM -kuvaukset suoritettiin useina eri päivinä, jolloin laimennettiin aina uusi kuitumassanäyte 

kokeita varten.  
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Ilmakuivaus suoritetiin asettamalla tippa sekoitettua ja laimennettua sellunäytettä alumiiniselle 

SEM-napille, jonka pinnalla oli kaksipuolista hiilit eippiä. Vesitippaa levitettiin hieman, jotta 

kuidut levittyvät hyvää sputterointia varten. Näyte jätettiin kuivumaan pöydälle dekantterilasin 

alle, jottei roskat tai muut helposti SEM:llä näkyvät hiukkaset kontaminoineet näytettä. 

Alipainekuivauksen valmistelut suoritettiin identtisesti ilmakuivauksen kanssa. Näyte 

kuivattiin sputterin vakuumissa.  

HMDS -käsittelyä edelsi etanolikäsittely, joka suoritettiin soveltaen Katsen-Globa et al. (2016) 

luvussa 4.4 esittämää menetelmää. HMDS -käsittely suoritettiin käyttäen ruiskusuodatinta, 

jolloin käsittelyliuoksen vaihtaminen käy vaivattomasti. Puhtaasta etanolista (99.9%, Aldrich) 

valmistettiin 20%, 40%, 60%, 80% ja 100% pitoiset etanoliliuokset. Laimennettua 

kuitunäytettä ruiskutettiin 0,5 ml suodattimen läpi, jolloin kuidut jäivät suodattimen pinnalle. 

Ionivaihdettua vettä ruiskutettiin runsaasti suodattimen läpi jolloin mahdolliset suolat ja 

liuenneet aineet peseytyivät pois. Suodattimen läpi ruiskutettiin 1 ml 20% etanoliliuosta siten, 

että ruiskua ei tyhjennetty täysin. Ruisku jätettiin kiinni suodattimeen 3 min ajan, jotta 

suodattimen pinta ei päässyt kuivumaan. Sama toistettiin muilla etanoliliuoksilla ja 100% 

etanoliliuoksella näyte käsiteltiin vielä uudemman kerran. Etanolikäsittelyn jälkeen näyte 

käsiteltiin samoin tavoin liuoksella, joka sisälsi 1 ml 100% etanoliliuosta ja 1 ml 100% HMDS-

liuosta (99.9%, Aldrich). Viimeiseksi näyte käsiteltiin 1 ml 100% HMDS-liuoksella. 

Ruiskusuodatin rikottiin auki ja suodatinkalvon annettiin kuivua huoneenlämpötilassa tunnin 

ajan. Suodatinpaperista leikattiin pienempi pala, joka liimattiin SEM -napille hiilit eipin avulla. 

Kuvassa 9 on esitetty sputteroitavaksi menevät näytteet, jotka on ilmakuivattu, 

alipainekuivausta varten valmisteltu ja HMDS -käsitelty. 
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Kuva 9. Sputteriin tyhjiökäsiteltäväksi ja pinnoitettavaksi menevät ilmakuivattu, alipaineessa 

kuivattava ja HMDS-käsitelty näyte. Ympyränmuotoisen alumiininapin läpimitta on 15 

mm.  

Pakastekuivausta varten valmisteltiin kaksi eri näytettä. Ensimmäinen näyte jäädytettiin 

pakastimessa (-25°C) yön yli ja toinen välittömästi nestetypellä jäädytetyn metallialustan (-

196°C) päällä. Pakastimessa jäädytetty näyte valmistetiin ottamalla laimennettua kuitunäytettä 

1 ml muovipurkkiin, johon lisättiin vielä 15 ml ionivaihdettua vettä. Vettä lisättiin, jotta purkin 

pohjalle vajoavien kuitujen päälle muodostui paksu jääkerros, joka ei ehdi sulaa ennen 

pakastekuivaimeen laittamista. Toista näytettä varten jäädytettiin metallialusta muovipurkissa 

nestetypellä. Nestetyppeä kaadettiin reilusti, jotta metallialusta peittyi täysin. Nestetypen 

haihtuessa tarpeeksi kuivan metallialustan pinnalle tiputettiin muutama tippa laimennettua 

kuitunäytettä, jotka jäätyivät välittömästi. Näytepurkit peitettiin parafiinikalvolla, johon 

puhkottiin reikiä veden haihtumista varten. Näytteet asetettiin välittömästi Christ Alpha 2-4 

LDplus pakastekuivaimeen, joka on esitettynä kuvassa 10. Näytteitä esikuivattiin laitteessa 12 

h ajan 4 Pa paineessa ja -50°C lämpötilassa. Varsinainen kuivaus suoritettiin 12 h ajan 0.1 Pa 

paineessa ja -76°C lämpötilassa. Pakastekuivauksen lopputuloksena oli kuivuneet 

kuitunäytteet, joita eroteltiin pinseteillä SEM -napille hiiliteipin päälle ja sputteroitiin. Kuvassa 

11 on esitetty pakastimessa jäädytetyn ja pakastekuivaimessa kuivattu kuitunäyte.  
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Propaanikuivaus suoritettiin erlenmeyer -lasissa, johon johdettiin propaanikaasua. 

Propaanikaasua otettiin normaalista kaasupullosta, joten se sisälsi myös 10-20% vettä. Lasi oli 

upotettuna nestemäiseen typpeen, jolloin propaani nesteytyi hiljalleen. Kun propaania nesteytyi 

tarpeeksi, lasi poistettiin nestetyppihauteesta. Propaanin annettiin lämmetä 

kiehumispisteeseensä, jolloin väri muuttui sameasta kirkkaaksi. Kuitunäytettä otettiin 

pinseteillä suoraan laimentamattomana purkista mahdollisimman pieni määrä, joka upotettiin 

propaaniin noin 10 s ajaksi. Jäätynyt näyte asetettiin puhtaalle kellolasille kuivumaan tunnin 

ajaksi. Kuivunut näyte asetettiin SEM -napille hiiliteipillä ja sputteroitiin.    

Kuva 11. Pakastimessa jäädytetty ja 

pakastekuivaimessa kuivattu 

kuitunäyte. 

Kuva 10. Christ Alpha 2-4 LDplus 

pakastekuivain. 
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Kuva 12. Propaanikuivauslaitteisto; punaisen letkun kautta johdetaan propaanikaasua venttiilin 

läpi metallisella putkella erlenmeyer -lasiin. Nestetyppi kaadettiin lasin ja styroksin 

välissä olevaan muoviastiaan. 

Ionisella nesteellä käsittely suoritettiin kuvan 5 mukaisesti ilman glutaraldehydi-fiksaatiota. 

Laimennettua kuitunäytettä otettiin mikropipetillä 2 µl pieneen astiaan ja siihen lisättiin 2 µl 

20% Hilem-1000 ionista nestettä. Liuokset sekoitettiin toisiinsa ja seosta otettiin 2 µl 

polymeerisuodatinpaperille, joka asetettiin SEM -napille hiiliteipillä. Suodatinpaperin avulla 

ylimääräinen vesi imeytyi ja näytteen ympärille jäi ionisen nesteen muodostama kalvo. Näytettä 

ei sputteroitu, vaan se oli valmis kuvattavaksi.  

Tuloksien perusteella suoritettiin uusintakokeita alipainekuivauksen ja pakastekuivauksen 

kanssa sekä pestyllä perälaatikon koivusulpulla että jauhatetulla koivusulpulla. 

Alipainekuivaus suoritettiin alkuperäiseen tapaan sputterin alipaineessa. Pakastekuivaus 

suoritettiin molemmin tavoin, pakastimessa jäädyttämällä ja metallin pinnalla jäädyttämällä.  
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6 TULOKSET JA TULOSTEN TARKASTELU  

Kuvattavat kuidut UPM Kaukaan sellutehtaan perälaatikon koivusulppua ja jauhatettua 

koivusulppua. Kuvissa esiintyi myös hieman muiden puulajikkeiden, kuten männyn, haavan ja 

lepän puukuituja, joka ei ollut kuitenkaan esikäsittelymenetelmien vertailun kannalta oleellista.    

6.1 Valomikroskopiakuvat  

Valomikroskoopilla otettiin kuvia kaksi kertaa eri näytteestä. Tarkoituksena oli nähdä kuitujen 

luontainen rakenne vedessä sekä nähdä koivupuun eri kuitutyypit. Kuvissa 13-15 on esitetty 

valomikroskoopilla otettuja kuvia koivupuun kuiduista ja putkilosoluista.  

 
Kuva 13. Valomikroskooppikuva kuitunäytteestä. Kuvassa näkyvät koivun ohuet kuidut sekä 

paksumpi putkilosolu.  
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Kuva 14. Valomikroskooppikuva koivun kuiduista. Kuvassa näkyvät kuidun taitekohdat sekä 

kuidun seinämät.  

 
Kuva 15. Valomikroskooppikuva pituusakselinsa ympäri kiertyneestä putkilosolusta. 

Paperinvalmistajien tehtävä on suoristaa kuituja paperin lujuuden parantamiseksi 

(Kärkkäinen, 2003). Putkilosolun litteys on helposti nähtävissä.  

Valomikroskooppikuvissa esiintyvät kuitujen ja putkilosolujen eroavaisuudet pituuden ja 

paksuuden kannalta. Kuitujen taitekohdat ja seinämien muoto erottuvat selkeästi, mutta 

fibrillien yksityiskohtia ei valomikroskoopin resoluutiolla päästä tarkastelemaan. 
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6.2 Ensimmäiset SEM-kuvat 

Esitetyt SEM -kuvat puukuiduista kuvattiin SE ja BSE-elektronien avulla. 

Esikäsittelymenetelmien vertailemisen kannalta esitettynä on onnistuneita sekä epäonnistuneita 

kuvia puukuiduista. Kuvia otettiin vaihtelevalla suurennuksella, jolloin kuvat edustivat koko 

näytettä. Näytteen mahdollisimman suuri suurennus riippui sputteroinnin laadusta ja 

etäisyydestä maadoitukseen. Liiallinen suurennus fokusoi elektronisuihkun niin tarkasti, että 

näyte alkoi liikehtimään tai vaurioitui. Lisäksi suurennetuissa kuvissa esiintyi kultapinnoitteen 

rakeisuutta.  

6.2.1 Ilmakuiva ttujen kuitujen  kuvat 

Kuvissa 16ï18 on esitetty ilmakuivatut kuitunäytteet.  

 
Kuva 16. SEM kuva ilmakuivatusta kuitunäytteestä. Kuidut näyttävät lyyhistyneiltä ja 

kasautuneilta toisiensa päälle.  
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Kuva 17. SEM kuva ilmakuivatusta kuitunäytteestä. Kuitujen pinnassa näkyvät rakenteet ovat 

siihen liimautuneita mikrofibrillejä.  

 
Kuva 18. SEM kuva ilmakuivatusta kuitunäytteestä. Suurennoksesta nähdään kuinka tiukasti 

mikrofibrillit ovat liimautuneet kuidun pintaan veden haihtuessa.  

Ilmakuivaus on yksinkertainen ja helppo esikäsittelymenetelmä, muttei sovellu puukuitujen 

pinnan yksityiskohtaiseen tarkasteluun. Kuidut olivat lyyhistyneitä, lättäniä ja pakkautuneita 

toisiensa päälle. Mikrofibrillit eivät esiintyneet halutusti irrallaan kuidusta vaan olivat 

liimautuneina kuidun pintaan.  
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6.2.2 Alipainekuiva ttujen kuitujen  kuvat 

Kuvissa 19ï25 on esitetty alipainekuivatut kuitunäytteet. 

 
Kuva 19. SEM kuva alipainekuivatusta kuitunäytteestä. Kuidut esiintyvät ilmavammin eivätkä 

ole kasautuneita toisiinsa. Irrallisia mikrofibrillejä esiintyy kuitujen ohessa.   

 
Kuva 20. SEM kuva alipainekuivatusta kuitunäytteestä. Irralliset mikrofibrillit ovat punoutuneet 

toisiinsa.  
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Kuva 21. SEM kuva alipainekuivatun kuitunäytteen kuidun pinnasta. Mikrofibrillit esiintyvät 

irrallaan kuidun pinnalla eivätkä ole liimautuneena siihen.  

 
Kuva 22. SEM kuva alipainekuivatun kuitunäytteen kuidun pinnan mikrofibrilliverkostosta. 

Alavasemmalla esiintyy primääriseinämää muistuttava kalvomainen rakenne.  
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Kuva 23. SEM kuva alipainekuivatusta kuitunäytteestä. Keskellä kuvaa näkyy koivun 

putkilosolu. 

 
Kuva 24. SEM kuva alipainekuivatun kuitunäytteen putkilosolun perforaatiolevystä.  
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Kuva 25. SEM kuva alipainekuivatun kuitunäytteen putkilosolun sisäisistä onteloista. Onteloiden 

monikulmaiset rajat erottuvat.  

Alipainekuivauksen avulla saatiin haluttuja, yksityiskohtaisia kuitukuvia. Teorian mukaan 

sitoutuneen veden haihduttaminen aiheuttaa rakennevaurioita, kuten ilmakuivatuissa kuvissa 

nähdään. Kuitenkin veden haihduttaminen voimakkaassa alipaineessa ei näytä tekevän samoin, 

vaan tuloksena oli ilmavia kuituja. Mikrofibrillit erottuivat selkeästi sekä hajonneista että ehjien 

kuitujen pinnalta. Hajonneiden kuitujen fibrilliverkostot ja putkilosolujen huokoset näkyivät 

selkeästi.  

6.2.3 Pakastekuivattujen kuitujen  kuvat 

Kuvissa 26 ï 30 on esitetty pakastimessa jäädytetyt ja pakastekuivatut kuitunäytteet.  
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Kuva 26. SEM kuva pakastinjäädytetystä ja pakastekuivatusta kuitunäytteestä. Alipainekuivatun 

kuitunäytteen tavoin kuidut esiintyvät ilmavammin eivätkä ole kasautuneita toisiinsa. 

Irrallisia mikrofibrillejä sekä niihin kiinnittyneitä levymäisiä objekteja esiintyy kuitujen 

ohessa.   

 
Kuva 27. SEM kuva pakastinjäädytetyn ja pakastekuivatun kuitunäytteen putkilosolusta.  
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Kuva 28. SEM kuva pakastinjäädytetyn ja pakastekuivatun kuidun pinnasta. Pinnan 

mikrofibrillien rakenne erottuu selkeästi, mutta irrallisia mikrofibrillejä ei näy.  

 
Kuva 29. SEM kuva pakastinjäädytetyn ja pakastekuivatuista kuiduista. Mikrofibrillit ovat 

irrallaan kuitujen pinnasta, mutta niihin on tarttunut levymäisiä objekteja.  
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Kuva 30. SEM kuva pakastinjäädytetyn ja pakastekuivatun kuidun mikrofibrilleihin tarttuneista 

levymäisistä objekteista. Pakastekuivauksessa vesi sublimoituu, jolloin vedessä olevat 

pienhiukkaset kiteytyvät kiinni näytteeseen.  

Kuvissa 31 ï 33 on esitetty metallin pinnalla jäädytetyt ja pakastekuivatut kuitunäytekuvat.  

 
Kuva 31. SEM kuva metallin pinnalla jäädytetystä ja pakastekuivatusta kuitunäytteestä. Kuvan 

26 tavoin kuidut ovat ilmavia, mutta niihin on kiinnittyneinä vielä enemmän objekteja. 
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Kuva 32. SEM kuva metallin pinnalla jäädytetyn ja pakastekuivatun kuitunäytteen kuidun 

pinnasta. Pinnan yksityiskohdat erottuvat selkeästi ja irrallisia mikrofibrillejä näkyy. 

 
Kuva 33. SEM kuva metallin pinnalla jäädytetyn ja pakastekuivatun kuitunäytteen 

putkilosolusta. Putkilosolun sisäiset huokoset ja perforaatiolevy erottuvat selkeästi.  

Molemmat pakastekuivausmenetelmät tuottivat haluttuja, yksityiskohtaisia kuvia 

kuitunäytteestä. Alipainekuivauksen tavoin mikrofibrillit erottuivat selkeästi kuitujen pinnalta, 

kuitujen taitekohdista ja kinkeistä. Hajonneita kuituja oli kuitenkin vähemmän, eikä 
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fibrilliverkostoja esiintynyt samalla tavalla. Sen sijaan kuitujen fibrilliverkostoihin oli tarttunut 

kiinni levymäisiä partikkeleja. Putkilosolujen huokoset näkyivät jälleen selkeästi.  

6.2.4 Propaanikuivattu jen kuitujen  kuvat 

Kuvissa 34 ï 37 on esitetty propaanikuivatut kuitunäytteet. 

 
Kuva 34. SEM kuva propaanikuivatusta kuitunäytteestä. Ilmakuivauksen tavoin kuidut näyttävät 

lyyhistyneiltä ja kiinnittyneiltä toisiinsa.   
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Kuva 35. SEM kuva propaanikuivatun kuitunäytteen kuiduista. Kuitujen pinnan yksityiskohtia 

tai irrallisia mikrofibrillejä ei näy. 

 
Kuva 36. SEM kuva propaanikuivatun kuitunäytteen kuidun kinkistä. Irrallisia mikrofibrillejä ei 

näy kuidun kinkissä.  
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Kuva 37. SEM kuva propaanikuivatun kuitunäytteen kiertyneestä kuidusta. Kiertyneessäkään 

kuidussa ei näy irrallisia mikrofibrillejä.  

Propaanikuivatut kuidut näyttävät ilmakuivatuilta kuiduilta, eli lyyhistyneiltä ja liimautuneilta 

toisiinsa. Kuidun mutkissa ja kinkeissä pitäisi näkyä irrallisia fibrillejä, joita kuvissa ei esiinny. 

Propaanikuivattujen kuitujen yksityiskohtaisuuteen vaikutti kuitujen kuivaaminen 

huoneilmassa eikä alipaineessa, kuten Pathan, Bond & Gaskin (2010) neuvoivat. Lisäksi kuidut 

saattoivat jäätyä jo ennen nestemäiseen propaaniin upottamista, mikä on voinut vaurioittaa 

kuitujen rakennetta.  

6.2.5 HMDS -käsiteltyjen kuitujen  kuvat 

Kuvissa 38 ï 42 on esitetty HMDS -käsitellyt kuitunäytteet. 
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Kuva 38. SEM kuva HMDS -käsitellystä kuitunäytteestä. Menetelmän toteutuksen takia ehjiä 

kuituja ei päätynyt montaa kuvattavaksi. Pienet kuidunpalaset päätyivät helpommin 

suodatinpaperille. Vasemmalla on kuvattavaksi päätynyt pala suodatinkangasta.  

 
Kuva 39. SEM kuva HMDS -käsitellystä kuitunäytteestä. Kuitujen pinnat eivät näytä kovin 

yksityiskohtaisilta eikä niiden pinnalla esiinny irrallista mikrofibrilliverkostoa. 

Kuitenkin kuitujen väleissä esiintyy joitakin mikrofibrillejä. 




























