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1 JOHDANTO

1 Johdanto

Uusiutuvien energialdhteiden kehittdminen on talla hetkelld yksi tieteen tutkimuksen
tarkeimmista tavoitteista. Meneilldéin oleva ilmastonmuutos ja fossiilisten polttoainei-
den nopea hupeneminen vaativat kestdvampien ja ymparistoystavillisempien energia-
ratkaisujen kehittdmistd. Mahdollisuuksia on monia, mutta niihin liittyy sekd hyvia
ettd huonoja puolia. Tamén tyon taustalla olevan tutkimuksen tavoitteena on tehos-
taa prosessia, jossa energiaa tuotetaan kasveista ja muusta biomassasta entsyymien
katalysoimien kemiallisten reaktioiden avulla.

Maapallon kasveihin on varastoitunut suunnaton miérd auringon energiaa, jota
muu elickunta hyodyntaa eri tavoin. Kasvit muodostavat yhteyttamalla hiilihydraat-
teja, joista glukoosi on rasvojen ja proteiinien ohella eldinten tirkein energialdhde.
Tuhansista glukoosiyksikoistd koostuva hiilihydraatti, selluloosa, on puolestaan kas-
vien péadasiallinen rakennuskomponentti. Se on samalla luonnon yleisin polymeeri,
joten se on valtava uusiutuva energialihde.|1, 2]

Selluloosan kiyttdminen polttoainetuotannossa edellyttidi sen hajottamista glu-
koosiksi. Tama onnistuu hydrolyysireaktioiden avulla. Glukoosista puolestaan voidaan
tuottaa energiaa kidymisreaktioilla, joita soluissakin tapahtuu hapettomissa oloissa.
Kéaymisen lopputuotteena on etanoli, joka palaessaan vapauttaa runsaasti energiaa.
Bioetanolia kiiytetdsin korvaamaan 6ljypohjaisia polttoaineita liikenteessé jo tdna péi-
vani, mutta sen tuotannossa kiytettivit raaka-aineet rajoittuvat piddasiassa sokeri-
ruokoon ja viljakasveihin. Kokonaisten puukasvien ja paperiteollisuuden sivutuottei-
den hyédyntdmisen uskotaan kuitenkin kasvattavan bioetanolin tuotantoa voimak-
kaasti jo l&hivuosina.|3]

Selluloosaa voidaan hydrolysoida glukoosiksi entsyymien katalysoimissa reaktiois-
sa, jolloin puhutaan entsymaattisesta hydrolyysista. Tédhén prosessiin liittyy kuitenkin
joitakin ongelmia, muun muassa entsyymien toimintaa, niiden katalysoimien reaktioi-
den l&dhtoaineita ja reaktioiden nopeuksia koskien. Selluloosan ja sité hajottavien ent-
syymien vuorovaikutusta makromolekylaarisella tasolla on tutkittu jo ainakin 1980-
luvun alusta ldhtien[4] ja aihe on edelleen ajankohtainen.|3]

Téassé tyossa kiytetddn eri rontgenfysiikan menetelmié selvittiméadn entsyymien
vaikutusta mikrokiteisen selluloosavalmisteen rakenteeseen kidetasolta mikrometrien
mittakaavaan. Koska kyseessi on fysiikan pro gradu -tutkielma, tarkoituksena on kes-
kittya ensisijaisesti tyohon liittyviain rontgenfysiikkaan ja sen menetelmien tuottamien

tulosten analysoimiseen ja tulkintaan.
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2 Selluloosa ja sen entsymaattinen hydrolyysi

2.1 Selluloosa ja selluloosavalmisteet

Selluloosa (CgH19Os5),, on keskimédirin 10 000 yksikosta muodostunut ketjumainen po-
lysakkaridi, jossa D-glukoosimolekyylit ovat liittyneet toisiinsa 3-1,4-glykosidisidoksin
(kuva 1)[2, 5, 6]. Luonnossa selluloosamolekyylit muodostavat niin sanottuja alkeis-
eli elementaarifibrilleji!, joissa kymmenet polymeeriketjut ovat jirjestyneet karkeasti
yhdensuuntaisiksi muodostaen vetysidosten ja van der Waalsin voimien avulla hete-
rogeenisia kimppuja.[6, 7, 8|

Alkeisfibrilleissa selluloosa on osittain kiteisessé eli jirjestyneessé ja osittain amor-
fisessa eli epdjarjestyneessi faasissa, jotka vuorottelevat keskendin fibrillin pituus-
suunnassa. Fibrillien kiteisetkin osat voivat sisiltdd paljon ketjujen dislokaatioita ja
muuta lievid epidjirjestysti. Siten yksittdinen polymeeriketju saattaa olla osa useam-
paa kiteistd aluetta, eikd tarkkaa rajaa eri alueiden vililla valttdméatta ole erotetta-
vissa.[7, 8]

Kiteisessi muodossa selluloosalla esiintyy yleisesti kuutta eri kiderakennetta.? Luon-
nossa tavallisin muoto on kasveissa esiintyva selluloosa I. Sitd on edelleen kahdenlais-
ta, Ia ja I3, joista jalkimmaéinen on yleisempi monissa kasveissa kuten puuvillassa
ja puissa. Kumpaakin saattaa silti esiintyd jopa samassa mikrofibrillissd. Selluloosan
I3-kiderakenteen yksikkokoppi on monokliininen ja se on esitetty kuvassa 2.[10, 11|

Alkeisfibrillit voivat liitty4 toisiinsa muodostaen néin suurempia, muodoltaan nau-
hamaisia kimppuja, joita kutsutaan mikrofibrilleiksi. Alkuperésté riippuen mikrofibril-
lien leveydet vaihtelevat yleensi vilillda 10—30 nm ja niiden pituudet voivat olla useita
mikrometreji. Alkeisfibrillien véleissd saattaa olla ohuita 1 nm:n levyisia kapillaareja,
joissa vesi- ja muut pienet molekyylit kykenevit liikkumaan.|7, 8|

Mikrofibrillikimput kiertavit kasvin soluseinéissi keskenddn yhdensuuntaisesti. Fib-
rillien kulma solun pituussuuntaan nidhden (mikrofibrillikulma, MFA) vaihtelee ker-
roksittain, jolloin niistd muodostuu pystysuunnassa luja lamellimainen rakenne. Mik-
rofibrillien vilissd on leveydeltdén noin 10 nm:n suuruisia kapeita kiytivii, jotka ovat

tayttyneet hemiselluloosalla ja ligniinilla. Nama suuret polymeerit muodostavat mik-

IKirjallisuudessa esiintyy vaihtelevia nimityksii alkeisfibrilleji ja mikrofibrillejs koskien. Té#ssi

tutkielmassa noudatetaan ylli esitettyi terminologiaa, joka pohjautuu viitteeseen [7].
2Kiderakenne on jirjestyneen eli kiteisen aineen atomien siinnéllinen rakenne, joka rakentuu

usean atomin toistuvista yksikoistd, niin sanotuista yksikkokopeista. Rakennetta kuvataan kidehi-
lalla, jossa atomien paikat maéaritelldan hilavektorien avulla. Atomit muodostavat yhdensuuntaisia
hilatasoja, joita merkitdin Millerin indeksein &, k ja [. Kutakin hilatasoa vastaan kohtisuoraa suun-
taa merkitadn samoilla indekseilld. Esimerkiksi selluloosassa kuvan 2 vektorin a osoittama suunta,

joka on samalla alkeisfibrillin poikkileikkauksen suunta, merkitdén [200].[9]
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Kuva 2: Selluloosan I3-kiderakenne ja siihen liittyvit parametrit[10].
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rofibrilleille ikddan kuin amorfisen matriisin, joka lujittaa rakennetta entisestéén.|7, 8|

Luonnon selluloosasta voidaan tuottaa teollisesti erilaisia selluloosavalmisteita,
joista paperi lienee arkielimén kannalta tutuin. Erikoisempia selluloosavalmisteita voi-
daan valmistaa esimerkiksi hajottamalla puu- tai paperimassan selluloosaa hydrolyysi-
reaktioilla. Hydrolyysissa osa selluloosan monomeerien vilisistd happisilloista katkeaa
ja vesimolekyyli liittyy vapaaksi jadviin sidoksiin muodostaen kumpaankin paahan yh-
den OH-ryhmén. Reaktio vaatii tapahtuakseen happoa, joka ei itse kulu reaktiossa. Ve-
siliukoiset oligosakkaridit eli pienet sokerimolekyylit ja glukoosi liukenevat hydrolyysin
aikana vesiliuokseen, jolloin ne saadaan poistettua huuhtelemalla ja suodattamalla.[12]
Valmistusprosessissa selluloosaketjut lyhenevit ja suurin osa hemiselluloosasta ja lig-
niinist poistuu.[13]

Hydrolyysissa syntyvaa kiteistd selluloosavalmistetta kutsutaan mikrokiteiseksi
selluloosaksi (engl. microcrystalline cellulose, MCC). Sen hiukkaset voivat olla hyvin
erikokoisia ja -muotoisia happokésittelystd ja materiaalin alkuperista riippuen. Joka
tapauksessa ne ovat mitoiltaan pienempié kuin niiden raaka-aineena kiytetyt kuidut.
Mikrokiteistd selluloosaa esiintyy myos luonnossa. Se on stabiilia, eikd se reagoi ih-
miselimistossa. Siksi sitd kiytetddnkin muun muassa lddketablettien sidosaineena ja

monenlaisissa elintarvikkeissa.|[12]
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Tunnettu kauppanimi kuivatetulle mikrokiteiselle selluloosalle on Avicel. Avicel
on vaaleaa jauhetta, joka diffraktiokuvioiden perusteella muodostuu ldhinna huonos-
ti jarjestyneistid selluloosan I3-kiteistd amorfisessa matriisissa. Kiteisen aineen osuus
Avicelissa on noin 60 % eli suurempi kuin natiivissa selluloosassa[14]. Avicelia on kéyt-
tosovellustensa vuoksi tutkittu paljon ja sen ominaisuuksia on karakterisoitu monen-
laisilla menetelmilla. Seuraavassa esitelliin ominaisuuksista ainoastaan tdméan tyon
kannalta oleellisimmat.

Avicelin jauhehiukkaset koostuvat mikrofibrillien muodostamista aggregaateista,
minki vuoksi ne ovat melko huokoisia ja kykenevit hyvin absorboimaan ja varas-
toimaan vetti.[12] Yleisesti kuivissa selluloosamateriaaleissa esiintyvit huokoset ovat
pitkulaisia ja fibrillien suuntaisia. Niiden leveydet vaihtelevat vililla 2—30 nm ja niita
esiintyy sekd mikrofibrillien sisilld ettd niiden vileissd. Veteen upotettaessa selluloo-
san nanometritason rakenne muuttuu, kun vesi tunkeutuu alkeisfibrillien tai niiden
ryhmien viliin avaten mikrofibrillien sisdisté, kimppumaista rakennetta. Samalla syn-
tyy runsaasti ohuita mutta pitkid vesitiytteisid huokosia, jotka paisuttavat mikro-
fibrillid ja hévittavit aiemmat suuret huokoset. Lopputuloksena huokosten suhteelli-
nen tilavuusosuus kasvaa, vaikka huokosten poikkileikkauksien keskim&ardiset mitat
pienenevit.[15] Kuivatettaessa pienet huokoset sulkeutuvat jélleen.[13]

Avicelin huokoisuus nikyy sen suhteellisen suuressa spesifisessi pinta-alassa. Spe-
sifiselld, pinta-alalla kuvataan rakeisen tai huokoisen materiaalin sisiltaméa kokonais-
pinta-alaa makroskooppisessa massayksikossd ainetta ja sitd kutsutaan joskus myos
aineen kokonaispinta-alaksi. Jauhemaiselle Avicelille mitatut spesifiset pinta-alat vaih-
televat suuresti, mutta ovat suuruusluokaltaan 0,1—10 m?/g [16, 17, 18]. Syyni arvojen
suureen hajontaan on todennikdisesti vaihtelevat mittausmenetelmét. Usein spesifisid
pinta-aloja mitataan erilaisilla adsorptiomenetelmilli, jolloin mittauksen tuottaman
pinta-alan suuruus riippuu pinnalle adsorboituvien hiukkasten tai molekyylien koos-
ta. Siten esimerkiksi typpimolekyylien adsorptioon perustuva mittaus saattaa tuottaa
suuremman pinta-alan kuin vesimolekyylien tai entsyymien adsorptiomittausten pe-
rusteella voitaisiin olettaa. Toisaalta typpiadsorptio vaatii kuivan néytteen, jolloin

nédytteen morfologia saattaa olla erilainen kuin vesiliuoksessa olevan.[16]

2.2 Selluloosan entsymaattinen hydrolyysi

Entsyymit ovat proteiineja, jotka katalysoivat biokemiallisia reaktioita. Katalyytit
vihentavit reaktion kdynnistysenergiaa, jolloin reaktio nopeutuu ja helpottuu. Ne
eivit itse kulu tai muutu reaktiossa eivitkd muuta sen tasapainoa. Entsyymeji voidaan
tuottaa muun muassa luonnon mikrobien avulla ja niitd kiytetdin tehokkuutensa

vuoksi runsaasti teollisuudessa.[1]
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Entsyymin toiminnan kannalta oleellisin osa on entsyymin aktiivinen kohta. Ku-
kin entsyymi kykenee katalysoimaan ainoastaan tiettyjen molekyylien reaktioita. Mo-
lekyyleja, jotka sopivat muodoltaan ja kooltaan tietyssd asennossa entsyymin aktii-
viseen kohtaan, nimitetdén entsyymin substraatiksi ja reaktion tuottamaa molekyy-
lid reaktiotuotteeksi. Entsyymi voi joko liittdd useamman substraatin yhdeksi reak-
tiotuotteeksi tai hajottaa yhden substraatin useammaksi reaktiotuotteeksi. Reaktion
nopeuteen voidaan vaikuttaa muun muassa lahtéaineiden tai entsyymien konsentraa-
tioita, lampotilaa tai liuoksen pH-arvoa siitelemélli.[1]

Selluloosan hajottamiseen kiytetdian sellulaasientsyymejéi. Talloin puhutaan sellu-
loosan entsymaattisesta hydrolyysista. Happohydrolyysiin verrattuna menetelmé toi-
mii tarkemmin, kontrolloidummin ja miedommissa olosuhteissa, mikéd puoltaa sen so-
veltamista teollisuudessakin. Lisdksi entsymaattinen hydrolyysi tuottaa happohydro-
lyysia vihemmén kasvihuonekaasuja.[3, 6, 19]

Hydrolyysissa saadaan parhaita tuloksia kiayttamalla useiden entsyymien yhdistel-
mié, jolloin entsyymit voivat toimia auttamalla toinen toistaan. Entsyymien vélisen
synergian syyté ei tdysin tunneta, mutta todennikdoisesti sithen vaikuttavat ainakin
eri sellulaasientsyymityyppien erilaiset toimintatavat. Hydrolyysia edistivi tekija on
myos useille sellulaasientsyymeille tyypillinen selluloosaan sitoutuva péaitealue (engl.
cellulose-binding domain, CBD), entsyymin pieni alayksikko, joka on kytkoksissia pad-
yksikkoon ja jonka avulla entsyymi tarttuu kiinni selluloosamolekyyliin.[3, 6]

Sellulolyyttisii eli selluloosaa hydrolysoivia entsyymeji on kahta padtyyppid. En-
doglukanaasit (EG) katkovat sattumanvaraisesti selluloosan (-1,4-glykosidisidoksia,
miké havaitaan selluloosan polymerisaatioasteen (DP) pienenemisené. Eksoglukanaa-
sit eli sellobiohydrolaasit (CBH) puolestaan etenevit prosessiivisesti yksittéisia po-
lymeeriketjuja pitkin. Ne pilkkovat ketjua kahdesta glukoosimolekyylistd koostuviksi
sellobiooseiksi tai suoraan glukoosiksi. Entsyymien toiminta on esitetty kaavamaisesti
kuvassa 3 ja esimerkit niiden kolmiulotteisesta rakenteesta kuvassa 4. Lisiksi hydro-
lyysissa tarvitaan sellobiaasientsyymid hajottamaan sellobioosit gluukosiksi. Tama
kolmas entsyymi on nimeltiain [-glukosidaasi.|3, 6, 20]

Sellobiohydrolaasien aktiiviset kohdat sijaitsevat tunnelimaisen rakenteen sisdpin-
noilla, kun taas endoglukanaasilla ne ovat entsyymin ulkopinnalla. Tdmé&n eron vuoksi
sellobiohydrolaasit tarvitsevat vapaan polymeeriketjun paén aloittaakseen hydrolyy-
sin, kun endoglukanaasit voivat liittya ketjuun ja katkaista sen missd kohdassa tahan-
sa. [lmeisesti tastd syystd useamman erityyppisen entsyymin kiayttdminen hydrolyy-
sissa on hyodyllisté. Sellobiohydrolaasit paédsevit aloittamaan hydrolyysin endogluka-
naasien katkomien ketjujen péistd. Lisdksi tiedetdédn, ettd endoglukanaasit katkovat

ketjuja selluloosafibrillien amorfisessa osassa, kun sellobiohydrolaasit keskittyvit 14-
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Endoglukanaasi (EG)

Sellobiohydrolaasi (CBH)

~5nm

Kiteinen ale Amorfinen alue

Kuva 3: Kaavakuva sellulaasientsyymien toiminnasta alkeisfibrillin kyljessd. Kuva ei ole

mittakaavassa fibrillin pituussuunnassa.|6]
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Kuva 4: Selluloosafibrillii hajottavia entsyymejd: endoglukanaasi I (vas.)[21] ja
sellobiohydrolaasi[22].

hinné kiteiseen osaan.|6]

Sellobiohydrolaaseja on kahdenlaisia ja niistd kiytetddn lyhenteitdi CBHI ja CB-
HII. Niiden térkein ero on kulkusuunta polymeeriketjussa, mutta lisdksi niiden tun-
nelit ovat eripituiset. CBHI, jolla tunneli on pidempi, sitoutuu paremmin hydroly-
soimaansa ketjuun, jolloin se saattaa hydrolysoida sen yksin alusta loppuun. CBHII
puolestaan ei aina saa yhtd hyvaa otetta selluloosaketjusta, vaan irtoaa siitd valilla
jattaen lopulta jilkeensd runsaasti terdvikirkisid kiteitd. Selluloosaa hajottavan rih-
masienen Trichoderma reesein tuottamista sellulolyyttisistid proteiineista CBHI:4 on
60 % ja CBHII:a 20 %. Ne kykenevit hajottamaan selluloosaa myos ilman endogluka-
naasia, mutta prosessi on tilléin huomattavan hidas verrattuna sellobiohydrolaasien
ja endoglukanaasien synergiseen toimintaan.|6]

Selluloosan entsymaattisen hydrolyysin etenemiseen vaikuttavat monet tekijat.
Kéytettyjen entsyymien ja niiden konsentraatioiden, reaktio-olosuhteiden ja reaktion
lihtoaineena toimivan selluloosan puhtauden lisiksi lihtoaineen fysikaalis-kemiallisilla

ominaisuuksilla on suuri vaikutus hydrolyysin tehokkuuteen. Vaikuttavia ominaisuuk-
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sia ovat muun muassa substraatin pinnan kemiallinen koostumus ja substraatin raken-
teelliset ominaisuudet kuten kiteisyys, pinta-ala, huokoisuus ja polymerisaatioaste.|3,
19, 23, 24|

Selluloosan entsymaattisen hydrolyysin reaktionopeus pienenee yleisesti hydrolyy-
sin edetessid. Kayttiytymiselle on tarjottu useita selityksid, mutta hidastumisen lo-
pullinen mekanismi ei ole vield tédysin selvilla. Selitysten joukossa ovat muun muas-
sa lahtoaineen entsyymeille hankala fysikaalinen rakenne, entsyymien tukkeutuminen
reaktiotuotteista tai substraateista ja niiden inaktivoituminen.[3, 24]

Selluloosafibrillien fysikaalisista ominaisuuksista esimerkiksi suuri kiteisyys hidas-
taa reaktioita. Tamé johtuu siitd, ettd kiteisilla substraateilla on vihemmén entsyy-
mien sitoutumiseen sopivaa pinta-alaa kuin vihemmaén jirjestyneilld substraateilla.
Substraatin rakenne voi olla muullakin tavalla epdedullinen entsyymeille tai muut-
tua sellaiseksi hydrolyysin edetessi. Reaktion nopeuttaminen entsyymikonsentraatio-
ta nostamalla ei valttamattd auta, silla entsyymit saattavat talloin tukkeutua reak-
tiotuotteistaan. Lisiksi entsyymien lisddminen kasvattaa tuotantokustannuksia teol-
lisissa sovelluksissa.[3, 24|

Entsymaattinen hydrolyysi vaikuttaa varmasti selluloosan rakenteeseen, mutta
esimerkiksi kidekokojen ja kiteisyyksien muuttumisesta on saatu vaihtelevia tulok-
sia. Osassa tutkimuksista kiteisyysaste on noussut lievisti[19, 20| ja osassa siilynyt
samana[23]. Samalla tavalla kidekoko [200]-suunnassa on toisinaan pienentynyt[19,
23|, toisinaan siilynyt muuttumattomana|23|. Toisistaan poikkeavat tulokset voivat
selittyd lahtoaineiden vilisilla eroilla ja erilaisilla hydrolyysi- ja valmistusmenetelmil-
1. Niilla on ilmeisen suuri vaikutus entsyymien ja selluloosan vuorovaikutukseen ja
sithen, missé osassa selluloosafibrillii vuorovaikutus pddasiassa tapahtuu. Joskus myos
mittaus- ja méiaritysmenetelmissi esiintyy eroja, jolloin eri menetelmilld saatujen tu-
losten tulkintaa ei voi tehdd samalla tavalla.

Sellulolyyttisten entsyymien keskiméérdinen halkaisija on 5,9 nm[16], mink& vuoksi
ne ovat yleensé liian suuria tunkeutuakseen mikrokiteisen selluloosan partikkelien si-
sille. Avicelille ja muille selluloosavalmisteille saatujen adsorptioon perustuvien pinta-
alamittausten perusteella ndyttdd siltd, ettd entsyymit voivat hydrolysoida fibrilli-
kimppuja ainoastaan niiden pinnasta, edeten kerros kerrokselta. Lisdksi pienemmaét

mikrometritason Avicel-hiukkaset hydrolysoituvat suurempia nopeammin.[16, 23]
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3 Rontgenfysiikan menetelmien teoriaa

3.1 Rontgensiteily ja sen vuorovaikutus aineen kanssa

Aineen rakennetta voidaan tutkia sihkémagneettisen siteilyn avulla. Tutkittavien ra-
kenteiden koko riippuu kiytetyn siteilyn aallonpituudesta siten, ettd koon pienen-
tyessd taytyy aallonpituuden pienentyé vastaavassa suhteessa. Niakyvian valon alueel-
la, esimerkiksi optista mikroskooppia kiytettiessi, voidaan erottaa suuruusluokaltaan
mikrometrien rakenteita. Kun halutaan niahda tatd pienempia mittoja kuten aineen
atomitason rakennetta, on sateilyn oltava lyhytaaltoisempaa eli energialtaan suurem-
paa. Kun kiytettiviin siteilyn aallonpituus on Angstrémien (107'° m) suuruusluok-
kaa, puhutaan rontgensiteilysta.

Rontgensiteilyd voidaan tuottaa esimerkiksi rontgenputkella, jossa elektroneja ir-
roitetaan katodina toimivalta hehkulangalta ja kiihdytetdin tyhjioputkessa korkealla
jannitteelld. Tormatessddn positiiviseen anodiin elektronit sekd emittoivat jatkuva-
spektrista jarrutussiteilya ettd virittdvit anodimateriaalin atomeita korkeammille vi-
ritystiloille. Energiatilojen purkautuessa syntyy sihkomagneetista siteilyé, jonka aal-
lonpituus riippuu anodimateriaalista ja joka muodostaa sille tyypillisen viivaspektrin.
Syntyva siteily on rontgenséiteilyd anodimateriaalin karakteristisilla aallonpituuksil-
la.[25]

Aineen rakennetta tutkittaessa rontgensiteily suunnataan niytteeseen. Osuessaan
niyteaineeseen tai kulkiessaan sen lipi siteily voi vuorovaikuttaa aineen atomien kans-
sa padasiassa kahdella tavalla, siroamalla ja absorboitumalla. Aineessa kulkevan ront-
gensiteilyn intensiteetti heikkenee kummankin prosessin vuoksi Beer-Lambertin lain
mukaisesti, jolloin sen intensiteetti I aineessa kuljetun matkan z funktiona saadaan

kaavasta

I(2) = Ipe ™, (1)

missd [y on aineeseen tulevan siteilyn intensiteetti ja p lineaarinen absorptiokerroin.
Lineaarinen absorptiokerroin on absorption voimakkuutta kuvaava vakio, joka riippuu
tutkittavasta aineesta, sen tiheydestd ja kiytettavin siteilyn aallonpituudesta.|25, 26|

Rontgensironnassa pienill energioilla® niiytteeseen saapuva siiteily saa aineen elek-
tronit virdhteleméadn siteilyn sihkokentin taajuudella. Témé saa elektronit Maxwel-
lin yhtédl6iden mukaisesti emittoimaan palloaallon muotoista sihkémagneettista sitei-

lyd samalla taajuudella. Sihkomagneettisen séteilyn sanotaan sironneen elastisesti.[26]

3Pienells energialla tarkoitetaan tissd rontgensiteily, jonka energia on pienempi kuin 10 keV,
mikii vastaa aallonpituutta 1,2 A. Suuremmilla energioilla muun muassa epielastisen Comptonin

sironnan osuus kasvaa.|26]
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Useamman elektronin tai niiden muodostaman kokonaisen hilarakenteen sirotta-
mat aallot interferoivat keskenéén, jolloin siroavan siteilyn intensiteetti riippuu siron-
tasuunnasta. Koska elektronien voidaan olettaa keskittyneen atomiydinten ldheisyy-
teen, saadaan elektronirakenteen perusteella selville aineen atomirakenne. Téahén liit-
tyvilla rontgenséateilyn diffraktiolla tarkoitetaan yksittiisten sironneiden sidteiden kes-
kindisestd interferenssistd, aiheutuvaa nidenniisti siteen taittumista niytteessid. Tal-
16in alkuperiisen siteen voidaan katsoa taittuneen jirjestidytyneiden atomien muo-
dostamista hilatasoista.[25, 26]

Rontgensironnassa syntyvien sirontamaksimien paikat ovat suoraan yhteydessé si-

rottavan rakenteen dimensioihin kaavalla

2

q= PR (2)

missi d on sirottavien sddnnollisten rakenteiden vilinen etéisyys ja ¢ sirontavektorin
pituus. Sirontavektori q méaéritellisin sironneen ja tulevan séteilyn aaltovektorien ero-
tuksena. Sen itseisarvo saadaan siteen alkuperiiseen kulkusuuntaan nidhden kulmaan

20 sironneelle aallonpituuden A séteilylle kaavasta|26]

_ Amsin 0

¢=— (3)

Yksittdisen atomin sirottaman siteilyn amplitudi on pienilld kulmilla suoraan ver-

rannollinen elektronien mairdan atomissa eli kiytdnnossd atomin jarjestyslukuun Z.
Télloin atomin eri elektroneista sironneet aallot ovat ldhes samassa vaiheessa. Suu-
remmilla sirontakulmilla sdteilyn amplitudi ldhestyy nollaa. Sateilyn aallonpituus vai-
kuttaa siten, ettd samalla sirontakulman arvolla aallonpituuden kasvattaminen eli si-
teilyn energian pienentdminen kasvattaa sironnan amplitudia.[25]

Absorptiossa, jolla tissd tarkoitetaan yksinomaan valosdhkoisté absorptiota, ato-
miin osuva fotoni vapauttaa elektronin atomin sisemmaélté kuorelta, jolloin kuorelle
syntyy aukko. Syntynyt viritystila voi purkautua siten, ettd aukko tiyttyy fluoresens-
siemissiolla tai Auger-elektronin vapauttamisella. Kummassakin tapauksessa aineen
lapi kulkenut séteily on intensiteetiltdén heikompaa kuin sithen tullut séteily.[26]

Valosahkoisen ilmion ja sironnan yhdessd aiheuttaman absorption vaikutusala, jo-
ka kuvaa absorptiotapahtuman todennikdéisyytta, riippuu sekd kiytettavastd rontgen-
siteilysta ettd tutkittavasta aineesta. Vaikutusala on karkeasti kidntden verrannolli-
nen siteilyn energian kuutioon lukuun ottamatta aineen absorptioreunojen muodos-
tamia epdjatkuvuuksia. Tésta syystd absorptio on yleisesti voimakkaampaa pienem-
milla energioilla. Sovellettaessa absorptiota esimerkiksi kuvantamiseen, voidaan rént-
gensiteilyn aallonpituus valita siten, ettd tutkittavan aineen absorptioreunat jaavat

kiytettavin aallonpituusalueen ulkopuolelle. Eri alkuaineiden absorption vaikutusalat
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vaihtelevat toisaalta karkeasti aineen jirjestysluvun neljinnen potenssin Z* mukaises-
ti. Absorptiokertoimen voimakas riippuvuus absorboivasta aineesta ja siitd johtuva
kontrasti eri alkuaineiden vililla tekevit rontgensiteilystd toimivan kuvantamismene-

telmén heterogeenisille néytteille.[26]

3.2 Laajakulmasironnan teoriaa

Laajakulmasironnalla (engl. wide angle xz-ray scattering, WAXS), jota yleensa tarkoi-
tetaan rontgendiffraktiosta puhuttaessa, voidaan tutkia aineen rakennetta Angstro-
mien mittakaavassa. Perinteisesti sen avulla on maaritetty kiinteiden aineiden kidera-
kenteita, mutta sitd voidaan myds soveltaa karakterisoimaan osittain epajirjestyneita
materiaaleja. Téssd tyossd tutkittujen naytteiden kiteisen osuuden kiderakenne oli
tunnettu, joten laajakulmasironnan avulla voitiin maarittaa kiteisten alueiden keski-

méidriisia kokoja ja niiden suhteellisia osuuksia niytteessi.[25]

3.2.1 Rontgendiffraktion perusteita

Kidetasoista heijastuvan rontgensiteilyn vahvistava eli konstruktiivinen interferenssi

noudattaa Braggin lakia

A = 2dsin(0), (4)

missd A on siteilyn aallonpituus, d hilatasojen vilinen vilimatka ja 6 siteilyn tu-
lokulma hilatasoon ndhden. Kun siirrytddn normaalista tila-avaruudesta kainteisa-
varuuteen, voidaan kidetasojen vilimatka ilmaista aiemmin mééritellyn sirontavek-
torin q itseisarvon (kaava 3) avulla. T#lloin Braggin laki voidaan esittdd kaavan 2
muodossa. 25|

Sironnassa syntyvé diffraktiokuvio riippuu néytteen lisiksi myos kiytetystd mit-
tausmenetelméastd. Téassa tyossd on kiytetty niin sanottua jauhemenetelm&i. Siini
nédyte on hienojakoista jauhetta tai pienid rakeita, joiden kiteet ovat asettuneet mak-
roskooppisesti satunnaisiin suuntiin, ja kiytetty siteily on mahdollisimman monokro-
maattista. Sirontakuvio esitettynd intensiteettind sirontakulman 26 funktiona muo-
dostuu talloin sisdkkiisistd renkaista. Kukin rengas vastaa heijastusta tietysti hilata-
sosta.[25]

Laskuissa kidytetadn usein sirontakulman 26 sijasta kaavalla 3 méaritettya siron-
tavektorin q itseisarvoa, joka tarjoaa mahdollisuuden kisitelld diffraktiota rontgen-
siteilyn aallonpituudesta riippumatta. Sirontavektorin itseisarvot riippuvat suoraan

mittauslaitteiston geometriasta, minké vuoksi g-asteikko on kalibroitava vastaamaan

10
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20-asteikkoa. Kohtisuoralla mittausgeometrialla ja kaksiulotteisella ilmaisimella ka-
librointi voidaan tehd& sovittamalla 20-asteikko jonkin standardindytteen tunnettuun

diffraktiokuvioon ja kidyttamalld kaavaa 3.

3.2.2 Intensiteettijakauman korjaukset

Rontgendiffraktiossa ilmaisimelle syntyneen kuvion kisittelyssid on aluksi tapana kes-
kiarvoistaa eli integroida ja normittaa intensiteetti atsimutaalisesti jollain valitulla
ilmaisimen sektorilla. Niin tulokset riippuvat vihemmaén yksittiisista koejéirjestelyis-
td. Lopulliset integroidun intensiteetin arvot ovat mielivaltaisissa yksikoissd, mutta
arvojen viliset keskindiset suhteet eivit ole muuttuneet.

Ensimmaéinen varsinainen korjaus syntyneeseen intensiteetti—sirontakulma-kuvaa-
jaan saadaan vahentamalla siitd taustasironta. Tausta muodostuu ilman niytettd mi-
tattavan ilmasironnan ja niin sanotun pimeén virran yhteisvaikutuksesta. T#ssa tyos-
si pimed virta on suurimmaksi osaksi ilmaisimen lukuprosessissa syntyvié kohinaa,
mutta sitd aiheuttavat myo6s ilmaisimeen osuvat kosmiset hiukkaset.

Taustan vihennyksen jilkeenkin voidaan huomata, ettd syntyneet renkaat ovat le-
vinneet siteidensd suuntaisesti. Taméa johtuu usean eri tekijan yhteisvaikutuksesta.
Niistd osa on tarkeitd analyysin kannalta ja osa vaatii korjauksen laskuissa. Korjauk-
sen vaativista tekijoistd tdmén tyon kannalta tarkeimmét esitelldin tdssd lyhyesti.
Sateilyn oletetaan kulkevan néytteen lapi ja tarkasteltavat sirontakulmat ovat suu-
rempia kuin 5°, eli kyseessd on nimenomaan laajakumasironta.

Tasoilmaisimen geometriselle korjaustekijille voidaan kdyttaa likimaaraista kaavaa

B arctan(%)
~ arctan((l + 1)22) — arctan((%)’

G()

(5)

missd o/ R = tan26 on ilmaisimen keskikohtaa ldhimmén pikselin leveys jaettuna
niytteen ja ilmaisimen viliselld etdisyydelld ja [ pikselin jarjestysnumero. Korjaus
ottaa huomioon ilmaisimen tasomaisen muodon ja laskee intensiteetin kussakin pik-
selissé pallomaiselle ilmaisimelle. Korjauksella on erityisesti merkitystd suuremmilla
sirontakulmilla.|[27]

Kulkiessaan niytteen ldpi osa siteilystd absorboituu ndytteeseen, jolloin sen in-
tensiteetti pienenee Beer-Lambertin lain (kaava 1) mukaisesti. Kohtisuorassa lapaisys-
sd suurempiin kulmiin siroavat siteet joutuvat kulkemaan néytteessd pieniin kulmiin
sironneita siteitd pidemmén matkan, jolloin niiden intensiteetti ehtii heikentyd enem-
mén. [Imiota vastaavan absorption geometrisen korjauksen kulmariippuvuus saadaan

talloin kaavasta

11
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A(@) - eXp(_CoiC;9> —1exp(—,ua)’ (6)

" cos 20

missd a on niytteen paksuus ja p nidyteaineen lineaarinen absorptiokerroin. Absorp-
tiokertoimelle saadaan kiytannossa arvo joko kirjallisuudesta tai kokeellisten tulosten
perusteella.[28]

Laitevaikutuksella tarkoitetaan mittalaitteiston ominaisuuksista johtuvaa piikkien
levenemisté. Laitevaikutuksen suuruus on laitteistokohtainen ja se saadaan mittaa-
malla jokin suurista yhteniiskiteistd koostuva tunnettu niyte, joka tuottaa terévia
diffraktiopiikkejé. Laitevaikutus saadaan mittamalla ndiden piikkien leveneminen ja
se on otettava huomioon myohemmissi laskuissa.

Rontgensiteen polarisaatiolla on myos vaikutusta diffraktiokuvioon, miké voidaan
huomioida erityisella polarisaatiokorjauksella. Tassd tyGssa néin ei tehty, silla kayte-
tystd monokromaattorista ja sen geometriasta johtuen korjauksen vaikutus olisi ollut

pieni. Tarkoituksena ei mydskéén ollut laskea absoluuttisia intensiteetteji.|[25]

3.2.3 Kidekoon ja kiteisyysasteen méérittdminen

Aineen kidekoon ja diffraktiopiikkien leveyden yhteyden maarittada Scherrerin kaava

0,9\
A e
BcosOp’ (7)

missd ¢ on kiteen pituus hilatason suuntavektorin eli heijastustason normaalin suun-

t

nassa, A monokromaattisen siteilyn aallonpituus, B diffraktiopiikin puoliarvonleveys
asteissa ja fp hilatason Braggin kulma eli puolet piikin sirontakulmasta. Viivan levene-
minen johtuu tassi tapauksessa siitd, ettd samansuuntaisten hilatasojen lukuméarin
pienentyessé eri tasoista heijastuneiden séteiden interferenssi ei ole taysin destruktii-
vista Braggin kulman ympéristossi. Kidekoon lahestyessé hilan kokoon ndhden suuria
arvoja interferenssi tapahtuu tiydellisesti ja interferenssikuvio muodostuu yksittaisis-
ta tervistd J-piikeistd, mikd voidaan huomata myds Scherrerin kaavasta.[25]

Jos néyte sisaltad epajirjestyneessi faasissa olevaa ainetta, epidjarjestyneen osan
sirottama siteily muodostaa diffraktiokuvioon jatkuvan taustan. Tdmaén niin sanotun
amorfisen taustan muoto riippuu sirottavasta aineesta ja se on kidekokoanalyysin
yhteydessd vihennettdva mitatusta intensiteettijakaumasta. Jos sitd ei voida mitata
sellaisenaan, taytyy taustasirontaa approksimoida jollain perustellulla tavalla.

Taustan vihentdmisen jilkeen voidaan intensiteetti—sirontakulma-kuvaajaan sovit-
taa diffraktiopiikkien paikalle esimerkiksi Gaussin funktiot, joiden parametreista saa-

daan piikkien puoliarvonleveydet ja paikat kulma-asteikolla. Tietojen perusteella on

12
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yksinkertaista maarittaa aineen keskiméirdinen kidekoko eri suunnissa Scherrerin kaa-
van 7 avulla. Téssé vaiheessa on kuitenkin syytd huomioida laitevaikutus. Se onnistuu
sijoittamalla Scherrerin kaavaan 7 puoliarvonleveyden B tilalle lauseke /B2 — B?

inst’
missd B on alkuperdinen mittaustulokseen sovitetun Gaussin funktion puoliarvonle-
veys ja By, laitevaikutuksen aiheuttama piikin leveneminen asteissa. Téssé oletetaan
sekd heijastuksen intensiteetin ettd laitevaikutuksen noudattavan normaalijakaumaa.
Kuten aiemmin todettiin, suureen B;,s; madrittdmiseksi voidaan mitata suuresta yh-
tendiskiteestd koostuva néyte, jolloin diffraktiopiikkien levenemisen voidaan olettaa
johtuvan yksinomaan laitevaikutuksesta.
Kiteisyysasteella tarkoitetaan kiteisessid olomuodossa olevan aineen suhteellista

madrid niyteessi. Se saadaan yksinkertaisesti kaavalla

K(%) = (1— ;—;) % 100 %, (8)

missd K on kiteisyysaste prosenteissa, I, amorfisen taustan kokonaisintensiteetti ja
I mitattu kokonaisintensiteetti. Amorfisen taustan intensiteetti oletetaan tunnetuksi
tai sille voidaan kiyttda sopivaa approksimaatiota, kuten kidekokoja maéaaritettiessa

tehtiin. Téssd tapauksessa sité ei luonnollisesti vihennetd mitatusta intensiteetisté.

3.3 Pienkulmasironnan teoriaa
3.3.1 Pienkulmasironnan perusteita

Pienkulmasironta (engl. small angle x-ray scattering, SAXS) on réntgensironnan me-
netelmi, jolla voidaan tutkia aineen rakennetta kymmenien ja tuhansien Angstro-
mien vilisessé pituusskaalassa. Perinteisen laajakulmasironnan tavoin pienkulmasi-
ronnassa rontgensiteilyn siroaminen aineessa tapahtuu ldhinné sen elektroneista. Me-
netelmien olennainen ero on kuitenkin se, ettd pienkulmasironnalla havaitaan ainoas-
taan elektronitiheyden vaihteluita tyypillisid atomitasojen vilimatkoja suuremmilla
etaisyyksilla.[29)

Pienkulmasironnassa sirontakulmat ovat ainoastaan muutamien asteiden suurui-
sia, jolloin sen yhteydessid syntyvé diffraktiokuvio on olennaisesti erilainen kuin laa-
jakulmasironnassa syntyva. Kuvion analysoiminen on myés selvisti mutkikkaampaa
kuin laajakulmasironnassa. Pienkulmasironnan etuna on kuitenkin tutkittavien raken-
teiden suuri pituusskaala. Yhdestid pienkulmasirontakuvaajasta voidaan 16ytaa useita
erilaisia sirontakulma-alueita, jotka kuvaavat tutkittavan naytteen rakennetta eri ko-
koluokissa.

Pienkulmasirontaa kiytetddn usein kolloidisen suuruusluokan epihomogeenisuuk-

sien tutkimiseen. Téllaisia ovat esimerkiksi proteiinit tai muut luonnon makromole-
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kyylit vesiliuoksessa. Menetelmélld voidaan saada tilanteesta riippuen tietoa epdhomo-
geenisuuksien koosta, muodosta, massasta ja jopa koostumuksesta. Joissain tapauksis-
sa suureiden méadrittdminen edellyttdd absoluuttisten intensiteettien tuntemista.|29]

Yksi kiyttokohde pienkulmasironnalle ovat huokoiset ja rakeiset materiaalit[30].
Niissd néyte on jauhetta, joka koostuu huokoisista mikrometritason rakeista. Rakeet
voivat olla itse ilmassa tai nesteméisessé liuoksessa ja niiden huokoset voivat sisil-
tda kaasua tai nestettd, jolloin aine muistuttaa makroskooppisesti vaahtoa tai geelid.

Téssa tyossa tutkitut ndytteet olivat kuivia tai veteen sekoitettuja rakeisia jauheita.

3.3.2 Pienkulmasironnan avulla mairitettavat suureet

Pienkulmasironnalla tutkittavat rakenteet voivat muodostua erillisisti partikkeleista,
jotka voivat olla selvisti irrallaan toisistaan tai kiinni toisissaan, tai jatkuvista sa-
man elektronitiheyden alueista|31]. Erilaisten rakenteiden pienkulmasironnan analyy-
simenetelmét ja niilld saatavat suureet eroavat hieman toisistaan, mutta muutamat
perusperiaatteet ovat silti samat.

Pienkulmasironnan intensiteetti—sirontakulma-kuvaajan perusteella voidaan méaa-

rittd4 niin sanottu invariantti ¢) kaavalla

Q= [ Ia)a*da (9

missd [ on mitattu intensiteetti sirontavektorin itseisarvon (kaava 3) funktiona|31].
Integraalin laskemiseksi on integroitava funktio I(q)g* ekstrapoloitava ¢:n arvoihin
0 ja oo, miké ei aina onnistu kidytdnnossa. Invariantin yksikkond kiytetddn yleensi
yksikkod 1/cm?.

Invariantin avulla saadaan laskettua absoluuttisia suureita suoraan mitatusta pien-
kulmasironnan diffraktiokuviosta. Kahdesta faasista muodostuneelle siledpintaiselle

systeemille yksi téllainen suure on spesifinen pinta-ala

S T

v =g dm g (10)

missd 1 ja @y ovat materiaalissa olevien kahden faasin tilavuusosuudet. Spesifinen

pinta-ala S/V (yksikké 1/m) kertoo kahden faasin vilisen rajapinnan pinta-alan suu-
ruuden tietysséd tilavuudessa. Usein spesifinen pinta-ala ilmoitetaan myos yksikoissa
m? /g, jolloin se kertoo pinta-alan yhdessi grammassa tarkasteltavaa ainetta. T&lloin
kaavan 10 suure S/V on jaettava vield aineen tiheydelld d,,.[30, 31]

Intensiteetti I(q) vastaa téssa differentiaalista sirontavaikutusalaa d3/d€2, jolloin
sen yksikk6 on 1/cm ja yhden elektronin sirottama intensiteetti on suuruudeltaan 1.
Tamén niin sanotun absoluuttisen intensiteetin ja ilmaisimessa havaitun pulssiméirian

N(q) vililld on suora yhteys
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KN(q)

I(Q) = T (11)

missd [ on ndytteen optinen paksuus, 7" sen transmissio ja K kalibrointindytteen

pienkulmasirontamittauksesta saatava dimensioton vakio. Transmissiolla tarkoitetaan
niytteen ldpédisevin ja sithen saapuvan intensiteetin suhdetta ja se voidaan méarittaa
kokeellisesti.|32]

Kaavan 11 optinen paksuus riippuu nédyteaineen tarkemmasta koostumuksesta. Jos
esimerkiksi huokoisen néytteen huokoset ovat tayttyneet jollain muulla aineella kuin
ilmalla, taytyy ne laskea kiintedn osan lisdksi mukaan optiseen paksuuteen. Niytteen

optinen paksuus [ saadaan kaavasta

[ = —In(T)/n. (12)

missd p on ndytteen lineaarinen absorptiokerroin, joka puolestaan lasketaan niytteen
siséltdmien komponenttien absorptiokertoimien painotettuna summana.|25]

Kaavassa 10 esiintyvin raja-arvon olemassaolo tunnetaan Porodin lakina. Se edel-
lyttad, ettd kahden elektronitiheydeltddn toisistaan eroavan faasin vilinen rajapinta
on tarkasti médritelty ja siled. Laki on kuitenkin voimassa riippumatta siitd, muo-
dostuuko tutkittava faasi erillisistd hiukkasista, tiheddn pakatusta systeemisti tai jat-
kuvista alueista. Jos vastaava potenssilaki péatee jollain muulla ¢:n potenssilla kuin
4, voidaan sen perusteella tehdd péadtelmid hiukkasten pinnanmuodoista tai niiden
sisdisestd rakenteesta. Niihin tapauksiin perehdytédén myohemmin.|31]

Kun oletetaan, ettd dispersi faasi muodostuu erillisista hiukkasista, voidaan pienil-
13 kulmilla kdyttdd Guinierin approksimaatiota. Talloin intensiteetille péitee verran-

nollisuus

I(q) o exp(—¢°R2/3), (13)

missd R, on hiukkasen muotoa karakterisoiva vakio (hitausside). Jos Guinierin lakia
ei havaita diffraktiokuvion alkupééssi, saattaa se kertoa hiukkasten pakkautumisesta,
tai erittdin harvasta kaasumaisesta systeemisté. Guinierin approksimaation ja Porodin
lain avulla voidaan suorittaa integrointi kaavan 9 invarianttia laskettaessa.|31]

Kaavan 9 ohella invariantti () voidaan laskea myos kaavalla

Q= 272@1@2(AP)27 (14)

missid Ap on faasien 1 ja 2 elektronitiheyksien erotus (engl. scattering length density

contrast, yksikkd 1/cm?). Jos siis tunnetaan absoluuttinen intensiteetti (kaava 11),
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3 RONTGENFYSIIKAN MENETELMIEN TEORIAA

voidaan kaavat 10 ja 14 yhdistamalld laskea spesifinen pinta-ala elektronitiheyseron
perusteella, jolloin viltytddn integroinnilta.|32]

Téassa tyossa toinen tarkastelun kohteena olevista tilanteista on sellainen, missé
niyte koostuu nesteméisessi linottimessa olevista huokoisista rakeista ja jossa myos
huokoset sisiltavit samaa nestettd. Talloin kokonaispinta-ala massayksikossé kiintedd
ainetta saadaan edelld esitetyn perusteella kaavasta

Sgm = K lim [N(q)
’ 2rlpsd,, (Ap)? = T

missd K on kalibrointindytteen mittauksesta saatava dimensioton vakio, [ niytteen

— Nog(q))q", (15)

optinen paksuus kaavasta 12 (yksikké cm), g kiinteén aineen tilavuusosuus, d,, kiin-
tedin aineen tiheys (yksikkd g/cm?), Ap kiintedin ja nestefaasin vilinen elektroniti-
heysero (yksikké 1/cm?), T mittausdatasta saatava niytteen transmissio ja N(q) ja
Nig(q) ilmaisimessa havaitut pulssiméérit ¢:n funktiona erikseen mitatuille nédytteelle
ja taustalle. Toisin sanoen kun tiedetddn ndytteen massa kuivana ja mirkiané, saadaan
kaavasta 15 sen nesteessé ollessaan sisiltdmé kokonaispinta-ala.[30, 32]

Toinen tyOssa tarkasteltava systeemi on néyte, jossa rakeiden vilit ja huokoset
ovat tiyttyneet ilmalla. Tdhén voidaan kiyttid samaa kaavaa 15, jossa laskettavis-
ta suureista ainoastaan elektronitiheysero ja optinen paksuus muuttuvat. Massana
kiaytetaan talloin yksinkertaisesti kiintedn aineen kuivamassaa.

Pienkulmasirontakuvioista voidaan Porodin lain avulla maérittda myos niin sanot-
tuja Porodin pituuksia (engl. Porod length tai average chord length). Porodin pituus
kuvaa kaksifaasisessa systeemissi rajapintojen keskiméariistd etdisyyttd. Sen avul-
la saadaan arvio faasien koista, miké esimerkiksi huokoisissa materiaaleissa tarkoittaa
néytteessa olevien huokosten ja kiintedn aineen alueiden keskiméaraista kokoa. Kaksi-
faasisessa systeemissi se saadaan laskettua kaavan 10 spesifisen pinta-alan S/V avulla

kaavasta

1
l.=4 —_—, 16
P1$2 S/V ( )

missé 1 ja @9 ovat eri faasien tilavuusosuudet. Porodin pituuden avulla saadaan myo6s

eri faasien keskimééraiset koot [; ja [y erikseen ratkaisemalla ne lausekkeesta|31, 33, 34]

lc = (,Dgll = (,Dllg. (]_7)

Kuten Porodin lakia esiteltiessd todettiin, pienkulmasironnan I(q)-kuvaaja voi
noudattaa potenssilakia ¢~ muullakin a:n arvolla kuin 4. Potenssilakeja voi esiintya

milld tahansa g-alueella, jolle péatee ¢R, > 1. Tédssd R, voi olla ndytteen partikkelien
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hitaussade tai jokin muu faasien mittoja kuvaava tyypillinen pituus. Potenssilaki, jos-
sa o = 4, on voimassa makroskooppisesti isotrooppisille, kahden elektronitiheydeltdian
homogeenisen faasin muodostamille systeemeille, joissa faasien vilinen rajapinta on
tutkittavassa kokoluokassa siled. Huonosti méaériteltivissi oleva rajapinta, jossa elekt-
ronitiheys muuttuu jatkuvasti, tuottaa pienkulmasirontakuvioon potenssilain potens-
sin arvolla a > 4. Porodin lainkin edellyttidméi epadjatkuva elektronitiheyden muutos
rajapinnalla tuottaa potenssilakeja arvoilla 0 < o < 4.[31, 35|

Potenssilait, joissa 0 < a < 4, kertovat elektronitiheysalueiden muodoista. Koko-
naislukuarvo a = 2 vastaa ohuita tasoja tai levyji ja arvo a = 1 ohuita sylintereita
tai sidikeitd. Muut potenssin arvot kertovat niytteessi esiintyvien muotojen fraktaa-
liluonteesta. Fraktaalit ovat luonnossa ja matematiikassa esiintyvid rakenteita, jotka
ndyttavit samalta missd tahansa mittakaavassa katsottuina. Niiden kuvaamisessa saa-
vutettava tarkkuus riippuu kuvaamiseen kiytettdvan mittatikun pituudesta. Talloin
esimerkiksi fraktaalisen viivan kuvaamiseen vaadittu mittatikkujen méara on verran-
nollinen tikkujen pituuden negatiiviseen potenssiin. Tyypillinen esimerkki makros-
kooppisesta fraktaalirakenteesta on mantereen rantaviiva, joka aina vain lyhyemmilla
mittatikuilla mitattaessa tuottaa suuremman pituuden.[31, 35]

Fraktaaleja kuvataan niin sanotulla fraktaalidimensiolla D. Pistekollimoidun ront-
gensiteen tapauksessa se saadaan kolmiulotteisessa avaruudessa erikseen massa- ja

pintafraktaaleille yhtaloilla

D, =«
ja
D,=6—q. (18)
Massafraktaaleissa rakenteen fraktaaliluonne nakyy sen sisiisessi rakenteessa, kun

taas pintafraktaaleissa se rajoittuu rakenteiden pintaan. Pienkulmasironnassa potens-

silaki, jossa o < 3 tarkoittaa massafraktaaleja ja 3 < o < 4 pintafraktaaleja.[35]

3.4 Rontgenmikrotomografian teoriaa

Tietokonetomografia (engl. computerized tomography tai computed tomography, CT)
on kuvantamismenetelmai, joka perustuu jonkin aineen ominaisuuden muuttumiseen
paikan funktiona. Ominaisuuden vaihtelu tutkittavassa niytteessa kartoitetaan kuvaa-
malla niyte useasta suunnasta ja muodostamalla saaduista kuvista eli projektioista
kolmiulotteinen malli, rekonstruktio.|36]

Rontgentomografian tavallisimmassa menetelméssd néytettd karakterisoiva omi-

naisuus on sen kyky absorboida rontgenséteilyd. Néytteen ldpi kulkeva rontgenséteily
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Fourie-muunnos
Projektio

9(s.¢) ¥y

Kappale G;(w)
fix,y)

>X T >W
k = F(wcosg, wsing)

Kuva 5: Tomografiakuvan muodostaminen. Vasemmalla funktion f(z,y) kuvaama kappale ja

sen synnyttamé projektio g(s,¢). Rontgensiade on vektorin u suuntainen. Oikealla projektion

Fourier’'n muunnos.

absorboituu tietylld todennikoisyydella ndytteen eri pisteissd. Kuvan 5 mukaisessa
mittausgeometriassa tiettyyn ilmaisimen pisteeseen tuleva séteily on kulkenut suo-
raan naytteen ldpi. Samalla sen intensiteetti on heikentynyt absorption vuoksi sédteen
reitilla olleen aineen absorptio-ominaisuuksien mukaisesti.

Seuraavassa kiydadn ldpi tietokonetomografiakuvan muodostamisen perinteinen
menetelma. Késittely patee yleisesti tomografiakuvien muodostamiseen, kunhan mit-
tauksen geometria vastaa kuvan 5 tilannetta.

Kun tutkittavan aineen ominaisuuksia kuvataan kaksiulotteisella funktiolla f(x,y),
saadaan kullekin ilmaisimen pisteelle muodostuva f:n projektio ¢(s,6) viivaintegraa-

lista

+oo
965.0) = [ | f(@y)dlacos o+ ysing —s) drdy, (19)

missd esiintyvit muuttujat on méidritelty kuvassa 5. Kaava 19 tunnetaan funktion
f(z,y) Radon-muunnoksena.|36]

Kaksiulotteisen rekonstruktion muodostaminen kulmissa ¢ tuotetuista projektiois-
ta onnistuu projektioteoreeman (engl. projection theorem tai Fourier slice theorem)
avulla. Sen mukaan projektion g(s, ¢) yksiulotteinen Fourier’'n muunnos muuttujan s

suhteen

+oo .
Golw) = [ gls,0)e 2 ds (20)
antaa kulmassa ¢ tehdyn poikkileikkauksen funktion f(z,y) kaksiulotteisesta Fou-
rier’n muunnoksesta F'(u,v) = F(w cos ¢, wsin ¢). Siten funktio f(z,y) voidaan rat-

kaista laskemalla kddnteismuunnos
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400 .
f(z,y) = // F(u, v)e™™ @) qy, do, (21)

suurelle méarélle kulmia valilld ¢ € [0, 7].[36]

Kolmiulotteinen kuva saadaan aikaan, kun kaksiulotteiset vaakatasossa kuvatut re-
konstruktiosiivut pinotaan péaillekkiin. Tuloksena on kuva néytteesti ja sen sisiisesté
rakenteesta, jota voidaan leikata halutuissa suunnissa ja josta voidaan visuaalisesti tai
laskennallisesti johtaa niytteen rakennetta kuvaavia suureita.|[36]

Téassd tyossd kiytetty rontgensidekeila ei ollut yhdensuuntainen vaan ennem-
minkin kartion muotoinen, jolloin silld oli myos &érellinen korkeus pystysuunnassa.
Sen vuoksi ylli esitettyd rekonstruktion muodostamismallia ei voitu soveltaa sellaise-
naan, vaan sen tilalla kiytettiin Feldkamp ym.:n vuonna 1984 esittamaa rekonstruk-
tioalgoritmia kartionmuotoiselle séteilykeilalle[37|. Perusteiltaan menetelmé noudat-
taa edelld esitettyd. Ainoastaan viimeinen kddnteismuunnos korvattiin kiayttamalla
suodatetun takaisinprojisoinnin menetelméé, joka on nopeampi tapa kuin kaavan 21

laskeminen.|36]
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4 Naytteet, mittalaitteet ja mittaukset

4.1 Naytteiden valmistus

Entsyymikéisittelyn lihtoaineena kiytettiin kaupallista mikrokiteisté selluloosaa (SER-
VA Electrophoresis), jonka hiukkaskoko oli 0,05 mm ja joka vastaa Avicel PH 101:4.
Sitd hydrolysoitiin rihmasienestd (Trichoderma reesei) perdisin olevilla kaupallisilla
entsyymiseoksilla Celluclast (aktiivisuus 10 FPU /g kuivamassaa kohti) ja Novozym
188 (aktiivisuus 100 nkat/g kuivamassaa kohti) 45°C:n limpoétilassa jatkuvasti sekoit-
taen. Entsyymit inaktivoitiin keittdmélld, minka jalkeen liuos suodatettiin 60 pym:n
suodattimella. Suodattimeen jadnyt hydrolyysin jainnos pakastekuivattiin rontgen-
tutkimuksia varten.

Suodattimen lapiissyt hydrolysaatti suodatettiin edelleen 5 pm:n suodattimella
ja liuenneet hiilihydraatit analysoitiin liuenneina pelkistivini sokereina DNS-menetel-
mélli[38]. Télld tavalla saatiin mééritettyd kunkin ndytteen hydrolyysiaste, joka téssé
tapauksessa tarkoittaa reaktiossa vapautuneiden sokereiden massan ja ldhtoaineen
alkuperdisen massan suhdetta.

Néaytteita valmistettiin rontgentutkimuksia varten kolme kappaletta, joiden hydro-
lyysiajat olivat 6, 24 ja 75 tuntia. Nayteaineiden hydrolyysiasteiksi méaaritettiin 31 %,
58 % ja 68 %. Hydrolyysiaste on myos esitetty ajan funktiona kuvassa 6. Kuvaaja on
tyypillinen selluloosan entsymaattiselle hydrolyysille ja reaktion asteittainen hidastu-
minen nikyy siiné selviisti[19).

Laajakulmasirontamittauksia varten jauhemaista niyteainetta puristettiin kisin
alumiinisiin aluslevyihin, joiden reiin halkaisija oli 4 mm ja paksuus noin 1 mm.
Aluslevyt paéllystettiin kummaltakin puolelta 2,5 ym paksulla Mylar-kalvolla. Samat

niytteet mitattiin myos pienkulmasirontalaitteistolla.

100

801

[o2]
o

T

[ ]

Hydrolyysiaste (%)
N
o

201

%

10 20 30 40 50 60 70 80
Hydrolyysiaika (h)

Kuva 6: Avicelin hydroyysiaste hydrolyysiajan funktiona. Katkoviiva datapisteiden vilille

on piirretty yksinomaan visuaalisista syisté.
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Hydrolyysi- Liuos Massa Avicel- Tutkimus-
aika (h) (mg) pitoisuus (%)  menetelmé
6 Kuiva 10 100 WAXS, SAXS
24 Kuiva 12 100 WAXS, SAXS
75 Kuiva 16 100 WAXS, SAXS
6 Vesi 29 24 SAXS
24 Vesi 30 25 SAXS
75 Vesi 28 27 SAXS
6 Kuiva - 100 Tomografia
24 Kuiva - 100 Tomografia
75 Kuiva - 100 Tomografia

Taulukko 1: Mitatut naytteet ja niiden tiedot.

Pienkulmasirontaa mitattiin lisdksi kastelluista naytteista. Niiden valmistamiseksi
kertaalleen pakastekuivattua hydrolysoitua Avicelia liotettiin viikon ajan puhtaassa
vesijohtovedessi, jossa sen pitoisuus oli noin 3 massaprosenttia. Juuri ennen mittauk-
sia osa vedestd poistettiin pipetilld ja vedessd turvonnutta niytejauhetta asetettiin
aluslevyyn. Aluslevy suljettiin Mylar-kalvojen véliin vastaavalla tavalla kuin kuivia
niytteitd mitattaessa. Veden ei todettu haihtuvan merkittavisti mittauksen aikana.

Mikrotomografiamittauksia varten Avicel-jauhetta puristettiin kiisin 200 ul:n Ep-
pendorf-putken pohjalle ja putki suljettiin mehildisvahalla. Jos varsinaista néyteainet-
ta ei ollut riittavasti, ndytteen ja mehildisvahan viliin lisdttiin pumpulia. Nayte asetel-
tiin mittauksen ajaksi siten, ettd ainoastaan niyteaine ja sitd ympéaroiva Eppendorf-
putken muovikuori osuivat rontgensiteen sidekeilaan.

Kootut tiedot tyossd mitatuista naytteistd on esitetty taulukossa 1. Taulukkoon

on lisdksi merkitty kunkin ndytteen mittaamisessa kiytetty menetelma.

4.2 Laajakulmasironta

Laajakulmasirontalaitteiston kaavakuva nikyy kuvassa 7. Rontgensiteily tuotettiin
pyorivianodisella rontgengeneraattorilla (UltraX18S, Rikagu). Rontgenputken kiyt-
tojannitteen ja -virran arvot olivat 50 kV ja 80 mA ja BIAS:in arvo 3. Sateily kulki
aluksi tyhjioputken lapi Si (111) -kidemonokromaattoriin. Siitd kuparin K,-séteily
(aallonpituus A = 1,5418 A) jatkoi edelleen toisen tyhjioputken ldpi séteilyn etene-
missuuntaan nihden kohtisuoraan niytteeseen. Naytetelineeseen kiinnitetyn niytteen
lapi sironnut séteily havaittiin kaksiulotteisella kuvalevyilmaisimella (MAR345, Mar-

research). Ilmaisimen vahingoittumisen vélttamiseksi priméériside pyséytettiin kap-
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lImaizin
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Maytteeseen saapuva
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Kuva 7: Laajakulmasirontalaitteiston kaavakuva (ylh&éltd katsottuna).

paleella puolildpiisevai kuparikalvoa (beamstopper).

Taulukon 1 laajakulmasirontanéytteiden lisiksi mitattiin ilmasironnat tyhjélle My-
lar-kalvoilla paallystetylle aluslevylle ja tyhjille ndytetelineelle sekd pimeé virta koko-
naan ilman réntgensidettd. Kaikkia mitattiin 30 minuutin ajan.

Laajakulmasironnan g-asteikko méaritettiin kdyttaméalla aiemmin mitattuja ho-
peabehenaatin, piin ja kuparin sirontakuvioita. Naytteiden amorfista taustaa approk-
simoitiin sulfaattiligniinin tuottamalla sirontakuviolla, joka on aiemmin todettu toi-

mivaksi runsaasti selluloosaa siséltédvien néytteiden yhteydessa.|[14]

4.3 Pienkulmasironta

Pienkulmasirontalaitteisto on esitetty kuvassa 8. Rontgenséiteily tuotettiin rontgenge-
neraattorilla (K710H, Siemens) ja siihen kytketylla kuparianodisella réntgenputkella
(PW 2213/20, Panalytical). Generaattorin kiyttojannitteen ja -virran arvot olivat
36 kV ja 25 mA. Rontgenside monokromatisoitiin, minka jélkeen se kulki rakojen ja
tyhjioputken lapi ndytteeseen pistekollimoituna ja kohtisuoran ldpdisyn geometrian
mukaisesti. Naytteen jilkeen séteily kulki vield noin metrin matkan tyhjioputkessa,
minké jélkeen se havaittiin kaksiulotteisella monilankalaskurilla (HI-STAR, Bruker
AXS).

Ilmaisin oli kytketty mittaustietokoneeseen, johon oli asennettu ilmaisimen yhtey-
teen kuuluva mittausohjelma (SAXS, Bruker AXS). Ohjelma suoritti mittausdatalle

automaattisesti korjaukset mittausgeometrian (spatial correction) ja kuvan tasaisuu-
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limaisin
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Kuva 8: Pienkulmasirontalaitteiston kaavakuva (sivulta katsottuna).

den suhteen (flood-field correction). Kelvollisia tuloksia saatiin sirontakulma-alueelta
20 = 0,2 — 3, 1°, mikii vastaa g-asteikolla vilid ¢ = 0,014 — 0,22 1/A.
Pienkulmasirontamittauksia tehtiin sekd maérille etta kuiville Avicel-naytteille, joi-
den analyysia varten mitattiin myos taustasironta Mylar-kalvoista. Mittausaika oli
60 minuuttia. Lisdksi mitattiin hopeabehenaattinidyte g-asteikon kalibroimiseksi ja
Lupolen-ndyte ja timén taustasironta absoluuttisen intensiteettiasteikon kalibroimi-
seksi. Lupolen on teollisesti tuotettu polyetyleeni, jota kiytetddn pienkulmasironnan
absoluuttisten intensiteettien standardina|39]. Néytteiden transmissioita ei mitattu
erikseen, vaan ne saatiin mittausdatasta summaamalla kunkin néytteen intensiteetti

priméérisiteen alueella ja jakamalla se taustan vastaavalla intensiteettien summalla.

4.4 Mikrotomografia

Mittauslaitteisto koostui kaupallisesta rontgenmikrotomografialaitteesta (nanotom,
Phoenix|x-ray Systems -+ Services), johon sisiltyi litted 234x234 pikselin CMOS-
ilmaisin (Hamamatsu). Rekonstruktiot tehtiin tomografialaitteeseen kuuluneella tie-
tokoneohjelmalla datos|x (versio 1.3.2.11).

Volframianodisen rontgenputken kiyttdjannite oli kaikissa mittauksissa 60 kV ja
kiyttovirta 400 mA. Rontgensiteen tarkka energiaspektri ei ollut tiedosssa, mutta sé-
teilykeila saatettiin approksimoida kartion muotoiseksi. Kussakin mittauksessa otet-
tiin 1440 projektiota kulma-alueella 0—360°, ja niistd jokainen muodostettiin viiden
kuvan keskiarvosta. Kunkin yksittdisen kuvan mittausaika oli 750 ms. Yhden vokse-
lin sivun pituus lopullisessa kolmiulotteisessa kuvassa vastasi 1,00 pm:a. Ilmaisimen
erotuskyky oli ainoastaan 50 um, mutta lopullisen kuvan erotuskyky selittyy mittaus-

geometrian suurentavalla vaikutuksella.

4.5 Lapaisyelektronimikroskopia

Edellisissa osioissa lueteltujen rontgenfysiikan menetelmien lisdksi ndytteita tutkittiin

lapéisyelektronimikroskopialla (engl. transmission electron microscopy, TEM). Lapai-
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syelektronimikroskoopissa kuva muodostuu niytteen lapaisevista elektroneista, jotka
on kiihdytetty voimakkaalla jannitteelld. Elektronisiteen ohjaus ja kuvan muodosta-
minen tapahtuvat magneettilinssien avulla. Elektronit absorboituvat ja siroavat néyt-
teessd sen koostumuksesta riipuen, jolloin kuvaan saadaan kontrasti eri alkuaineiden
vilille. Koska aine absorboi helposti elektroneita, tiaytyy nédytteen olla erittdin ohut ja
jaahdytetty.|9]

Tamén tyon TEM-mittauksia varten Avicel-ndytteet sekoitettiin veteen (konsen-
traatiot valilld 0,2—2 %) ja jadhdytettiin noin 88 K:n ldmpotilaan. Mikroskoopissa
(Technai 12, FEI) elektronit kiihdytettiin 120 kV:n jénnitteelld ja havaittiin néyt-
teen jilkeen fosforindytolld. Saadut suurennokset vaihtelivat 440-kertaisesta 49 000-

kertaiseen.
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5 Tulokset

5.1 Laajakulmasironnan tulokset

Laajakulmasironnan tuottamille integroiduille intensiteeteille tehtiin taustan vihen-
nys ja tarvittavat korjaukset. Absorptiokorjauksessa tarvittava lineaarinen absorptio-
kerroin médritettiin suoraan kokeellisesta datasta. Intensiteetin integrointisektori oli
kaikille néytteille 40° ilmaisimen tasossa. Tyossd tutkittu kelvollinen sirontakulma-
alue oli 20 = 9 — 52°, miki vastaa g-asteikon vilid ¢ = 0,6 — 3,6 1/A.

Avicel-naytteille saadut kidekoot ja kiteisyysasteet on esitetty taulukossa 2. Li-
siksi kaikkien kolmen néytteen integroidut intensiteetit on piirretty kuvaan 9. Siiné
mittausdatalle on suoritettu taustan vihennys ja kaikki korjaukset. Intensiteetin arvot
ovat kdytetystd ilmaisimesta johtuen mielivaltaisissa yksikoissd (a.u.).

Kidekokoja laskettaessa amorfinen tausta sovitettiin havaittuun intensitettiin 26-
asteikon arvojen 18° ja 19° vililld, mutta huomiota kiinnitettiin myds mittausdatan
ja tausta-approksimaation yhteensopivuuteen tutkitun alueen (20 = 12 — 27°) péissa.
Amorfisen taustan vahentdmisen jilkeen intensiteetti—sirontakulma-kuvaajissa nikyi
5 diffraktiopiikkii, joiden tiedettiin syntyneen selluloosa I3:n heijastuksista 110, 110,
102, 200 ja 021. Piikkeihin sovitettiin Gaussin funktiot, joiden paikkojen ja puoliar-
vonleveyksien perusteella maaritettiin ndytteiden keskiméairiiset kidekoot kdyttden
Scherrerin kaavaa 7. Sovitusten hyvyyden arvioinnissa painotettiin erityisesti piikkien
vastaavuutta mitatun datan ja sovitusten vililla. Kaikki heijastukset eivit olleet yhté
voimakkaita ja erityisesti 021-heijastuksen kohdalla sovitus ei ollut erityisen luotetta-
va, mistd johtuvat tdmén heijastuksen suuret virhearviot.

Kidekoille laskettiin aluksi karkeat virhearviot pienimmé&n neliGsumman menetel-
maélld. Lopulta realistisemmaksi osoittautui maérittad ne tekemélld useita sovituksia
samaan kuvaajaan ja tutkimalla sovitusten eroja. TAméa tehtiin kiytadnnosséa tarkkai-
lemalla sovitusten perusteella laskettujen kidekokojen vaihtelua ja vertailemalla eri
niytteiden intensiteetti—sirontakulma-kuvaajia silmdmaaraisesti. Huomiota kiinnitet-

tiin myos sithen, kuinka hyvin sovitus vastasi mitattua kayraa.

Hydrolyysi- Kidekoko (A) Kiteisyys-
aika (h) | suunnassa [110] [110]  [102] [200] [021] | aste (%)
6 47+3 55+4 H8+5 53,6+1,0 H2+12 49+ 3
24 48+3 56+4 62+5 52,4+1,0 3712 50 £ 3
75 48+3 H7TE£4 624+5 52,7+1,0 31412 49+ 3

Taulukko 2: Laajakulmasironnalla méaaritetyt kidekoot ja kiteisyysasteet.
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Kuva 9: Eri aikoja hydrolysoitujen Avicel-néytteiden laajakulmasironnan intensiteetti—

sirontakulma-kuvaajat. Kuvaan on merkitty piikkeja vastaavat heijastukset.

Kiteisyysasteita méaritettiessd kuhunkin kuvaajaan sovitettiin yhteensa 24:44 sel-
luloosan heijastusta vastaavaa Gaussin funktiota, minké jélkeen kiteisyysasteet lasket-
tiin kaavalla 8. Tuloksina saatujen kiteisyysasteiden todettiin riippuvan voimakkaasti
sovitusten parametreista, mistd seuraa niiden suhteellisen suuri virhemarginaali.

Kuvassa 10a nikyy esimerkinomaisesti amorfisen taustan vihentdminen mitatus-
ta intensiteetista ja tuloksena saatu korjattu intensiteetti. Kidekoon maarittdmiseksi
tehty sovitus ndkyy kuvassa 10b ja kiteisyysanalyysia varten tehty sovitus kuvassa
10c. Jalkimmaisessd kuvassa on esitetty lisiksi amorfinen tausta, intensiteetti taysin
kiteiselle aineelle ja heijastusten teoreettiset paikat.

Naytteille laskettiin myds kiteisten alueiden pituudet kiyttaméilla Scherrerin kaa-

vaa (kaava 7) [004]-suunnan heijastukselle, joka oli erikseen mitattu nelikehigonio-

Kuva 10: (Seuraavalla sivulla) Esimerkkikuvia laajakulmasironnan analyysista. a) Amorfi-
sen sirontataustan (punaisella) vihentaminen intensiteetti—sirontakulma-kuvaajassa. b) Ki-
dekokojen laskemista varten tehty viiden Gaussin funktion sovitus mittausdataan. ¢) Kitei-
syysasteen laskemista varten tehty heijastusten sovitus ja approksimaatio amorfiselle taus-
talle.
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5 TULOKSET

metrilla. Kyseistd laitteistoa tai silld tehtyja mittauksia ei téissi esitelld tarkemmin,
vaan tulokset annetaan suoraan ja viitataan laitteiston esittelyn osalta viitteeseen
[40]. Kiteiden keskimadraisiksi pituuksiksi saatiin 6, 24 ja 75 tuntia hydrolysoiduille
néytteille arvot 21 + 2 nm, 22 + 2 nm ja 24 £+ 2 nm.

5.2 Pienkulmasironnan tulokset

Pienkulmasironnan tulosten analyysissa pyrittiin aluksi laskemaan absoluuttiset in-
tensiteetit sirontavektorin itseisarvon funktiona ja spesifiset pinta-alat kaavojen 11 ja
15 avulla. Lupolen- ja Avicel-néytteiden intesiteettikuviot integroitiin atsimutaalises-
ti ja normitettiin transmissiolla, minké jélkeen niistd vahennettiin ilmasta ja Mylar-
kalvoista syntynyt sirontatausta. Intensiteetit jaettiin naytteiden optisilla paksuuk-
silla ja kaavan 11 vakio K laskettiin Lupolenin sirottaman intensiteetin perusteella.
Taméi tapahtui siten, ettid Lupolenin sirontakuviossa kohdassa ¢ = 0,03 1/ A nakynyt
sirontapiikin maksimi normitettiin arvoon 5,5 1/cm, joka oli mééritetty aiemmin|32].

Néytteiden optiset paksuudet laskettiin kaavalla 12 kdyttamaélla lineaarisen absorp-
tiokertoimen u arvoja 3,33 1/cm Lupolenille[32], 12 1/cm selluloosalle ja 10,4 1/cm
vedelle[41]. Kuivien n#ytteiden oletettiin sisdltédviin ainoastaan selluloosaa ja ilmaa
(x =~ 0) ja mérkien néytteiden ainoastaan selluloosaa ja vetti, jolloin absorptioker-
roin laskettiin ndiden tiheyksien ja massaosuuksien avulla[25].

Néaytteiden kokonaistiheydet arvioitiin niiden sisdltdmien komponenttien masso-
jen ja aluslevyn reiélle karkeasti mitatun tilavuuden (0,026 ¢cm?®) avulla. Selluloosan
tiheydelle kiytettiin kiteisen selluloosan arvoa 1,6 g/cm?. Tamén arvon kiytto kat-
sottiin jarkeviksi sekd marille ettd kuiville ndytteille, vaikka todellisuudessa kumpien-
kin tiheys oli luultavasti hieman tétd arvoa pienempi. Pienemmén tiheyden arvon
(1,4 g/em3 [42]) todettiin kasvattavan spesifisiii pinta-aloja voimakkaasti varsinkin
marilld naytteilla ja laskevan niiden Porodin pituuksia kymmenilld prosenteilla. To-
dellinen tiheyden arvo asettuu todennékoisesti ndiden daripdiden véliin, eikd sen vai-
kutusta pidetty timén tyon tavoitteiden kannalta merkittavané. 34|

Tyo6ssa mitatut pienkulmasirontakuvaajat on esitetty kuvissa 11a ja 11b. Niis-
td voidaan vilittomésti ndhda, ettd kuivien niytteiden pienkulmasironnat ovat ldhes
identtiset koko alueella mutta mérkien niytteiden kuviot poikkeavat toisistaan pie-
nilla g-arvoilla. Kaavalla 2 arvioituna muutoksia hydrolyysin aikana on tapahtunut
rakenteissa, jotka ovat nanometrien ja kymmenien nanometrien kokoluokkaa.

Guinierin lain sovittaminen pienkulmasirontadataan ei onnistunut, koska mitattu
kulma-asteikko ei yltanyt riittavin pienille sirontakulmille eiké lain voimassaolosta ol-
lut siksi tayttd varmuutta. Téasta johtuen mydskidédn invarianttia ei voitu laskea kaavan

9 avulla. Spesifistd pinta-alaa laskettaessa invariantti korvattiin kaavalla 14. Elektro-
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nitiheyserolle Ap laskettiin arvot 1,44 x 10 1/cm? selluloosa-ilma-rajapinnalla ja
4,98 x 10 1/cm? selluloosa—vesi-rajapinnalla[43].

Guinierin lain olemassaoloa testattiin piirtimilli mittausdatat (¢%, Inl(q))-kuvaa-
jaan, joka nikyy kuvassa 11c. Kuvasta ndhdddn suoraan, ettei yksikésitteisen suoran
sovittaminen pienimmille sirontakulmille onnistu millddn néytteistd. Kuvion muoto,
jyrkké epédlineaarinen nousu nollaa ldhestyttiessd, viittaa partikkelien aggregoitumi-
seen.|31]

Porodin ¢~*-lain sovittaminen tehtiin kaikille niytteille. Sovitusalueet olivat mé-
rille niytteille ¢ = 0,140 — 0,218 1/A ja kuiville ¢ = 0,170 — 0,218 1/A. Sovitusaluei-
den valinnassa kriteereiné sovellettiin viitteessi [34| esitettyja ehtoja. Niiden mukaan
Porodin alueella (g, I')-kuvaaja laskee, (log ¢, log I)-kuvaajassa nikyy noin kulmaker-
toimen —4 suora ja se on ensimmiinen tasainen alue jyrkin nousun jilkeen (q*, Iq*)-
kuvaajassa. Parhaiten ehdot toteutuivat mérilld néytteilld, mutta myos kuivat néyt-
teet pakotettiin noudattamaan Porodin lakia. Sovitukset kaikille néytteille on esitetty
kuvassa 11d. Kuvassa nidkyvi nousu suurimmilla kulmilla johtuu mahdollisesti hyvin
pienisti epéjiarjestyneen aineen alueista|34].

Porodin lain perusteella saatuja raja-arvoja suurilla kulmilla kiytettiin kaavan 15
mukaiseen spesifisen pinta-alan laskemiseen. Sen avulla laskettiin edelleen kaavoista
16 ja 17 Porodin pituudet keskiméériisesti ja kummallekin faasille erikseen. Kaikille
saadut arvot nakyvit taulukossa 3.

Edelld esitettyjen, muun muassa néytteiden tiheyteen liittyvien epitarkkuuksien
vuoksi esitetyt arvot eivit vilttamatta ole absoluuttisen oikeita, ja pienilldkin vir-
heilld laskujen lahtoarvoissa saattaa olla suuri vaikutus niihin. Tuloksia voidaan siis
pitdd oikeina ldhes yksinomaan suuruusluokaltaan ja ne ovat vertailukelpoisia 1dhinné

keskenddn. Tasta syysté niille ei myoskdan ole annettu erillisid virhearvioita.

6 h markd 24 h markd 75 h mérkd | 6 h kuiva 24 h kuiva 75 h kuiva
Ssm (m?/g) 330 410 220 14 13 9
l. (nm) 6,4 5,2 9,0 140 140 160
l, (nm) 41 39 43 570 510 430
ls (nm) 7,5 6,0 11 180 200 270

Taulukko 3: Eri aikoja hydrolysoiduille mérille ja kuiville Avicel-ndytteille pienkulmasiron-
nalla mééritetyt kiinteéin aineen spesifiset pinta-alat (Sg ), keskimadriiset Porodin pituudet

(lc) ja faasien Porodin pituudet huokosille (,) ja kiinteélle aineelle (I).
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My06s toisenlaista ldhestymistapaa pienkulmasironnan tuloksiin kokeiltiin. Siina
oletettiin, etteivit veden ja selluloosan tai veden ja ilman viliset rajapinnat olleet
sileitd edes suurilla sirontakulmilla, mikd vastaa noin 3 nm:n ja sitd suurempia etéi-
syyksid. Tami tarkoitti sitéi, ettei Porodin ¢~-lain oletettu olevan voimassa, vaan
intensiteetti—sirontakulma-kuvaajissa niakyvid potenssilakeja tutkittiin sellaisinaan.
Kuten kuvasta 11b néikyy, kaikkien nédytteiden kuvaajat noudattavat ainakin karkeasti
jotain potenssilakia kahdella eri g-alueella (alueet I ja IT kuvassa 12).

Potenssit laskettiin sovittamalla suorat kummallekin alueelle pienimmén neliGsum-
man menetelmalld. Loydetyt potenssilait alueineen nikyvét taulukossa 4. Arvojen vir-
heeksi arvioitiin 40,1, mikd perustuu potenssin riippuvuuteen sovitusalueesta. Tau-
lukkoon on myos merkitty kullekin sovitukselle kaavoilla 18 laskettu fraktaalidimensio

ja sen laatu. Esimerkit potenssilakisovituksista on esitetty my6s kuvassa 12.

6 h méarkd 24 h méarkd 75 h mérkd | 6 h kuiva 24 h kuiva 75 h kuiva
Qmin.I (1/1&) 0,027 0,027 0,027 0,019 0,019 0,019
Gmaz,I (I/A) 0,077 0,077 0,077 0,074 0,071 0,071
ar 1,5 1,3 1,2 3,5 3,7 3,6
Dy 1,5 (m) 1,3 (m) 1,2 (m) 2,5 (s) 2,3 (s) 2,4 (s)
Qmin, IT (I/A) 0,13 0,13 0,13 0,12 0,12 0,12
Umaz 11 (1/A) 0,22 0,22 0,22 0,22 0,22 0,22
arr 3,7 3,7 3,6 2,5 2,4 2,3
Dy; 2,3 (s) 2,3 (s) 2,4 (s) 2,5(m) 2,4 (m) 2,3 (m)

Taulukko 4: Pienkulmasirontakuvioihin tehtyjen potenssilakisovitusten sovitusalueet [gin,
Gmaz|, saadut potenssit « ja niiden avulla lasketut fraktaalidimensiot D. Suluissa oleva m-

kirjain tarkoittaa massafraktaalia ja s-kirjain pintafraktaalia.

Kuva 11: (Seuraavalla sivulla) a) Eri aikoja hydrolysoitujen Avicel-ndytteiden pienkulmasi-
rontakuvaajat. b) Kuvan a kuvaajat logaritmiasteikoilla. c) Pienkulmasironnan intensiteetin
luonnollinen logaritmi pienilld sirontavektorin nelion arvoilla. Kuvassa ei ndhdd Guinierin
approksimaation edellyttimii suoria alueita kiyrien alkupdissi. d) Pienkulmasironnan (g,

4

I¢*)-kuvaaja, jossa merkittyni mustalla Porodin ¢ *-sovitukset kaikille niytteille.

30



5 TULOKSET

500 T .
—6 h marka
—— 24 h méarka
400 —— 75 hmarka||
— 6 h kuiva
—24 hkuiva
— 300 75 h kuiva il
£
2
= 200 B
100 B
0 . . ‘
0 0.1 i 0.15 0.2 0.25
b) q(1/A)
5 \ —6 h marka
10 ¢ —24 hmarka| -
i ——75 h marka
I ——6 h kuiva
A101 | —24 hkuiva | |
£ : 75 h kuiva
Q L. - ]
~ 0
10 3 E
- I .
10 ¢ \\
2 -1
10 10

7 r
—6 h marka
sl 1 — 24 hmarka|
\ ——75 h mérka
5 —6 hkuiva
— 24 h kuiva
’;:47 75 h kuiva
<
~
Lst
£
ol
1k
0

0 0.5 1 1.5 2

f (1/A%)

31

© 6 hmarka
© 24 h marka
© 75 hmérka
© 6 hkuiva

© 24 hkuiva
75 h kuiva

-3
x 10



5 TULOKSET

24 h marka||
5 24 h kuiva ||
10 ¢ E
|
A10 3 E
= i
L
Z 0
—~ 10 .
_1_
10 + E
2|
10 ‘ e
2 -1
10 10

q (1/A)

Kuva 12: Pienkulmasironnalla mitatuille 24 tuntia hydrolysoiduille Avicel-néytteille tehdyt

potenssilakisovitukset. Kuvaan on merkitty myos sovitusalueita vastaavat tunnukset I ja II.

5.3 Tomografia- ja mikroskooppikuvat

Esimerkit mikrotomografiakuvien rekonstruktioista on esitetty kuvassa 13. Ylh&alla
niakyvit kuvat ovat kolmiulotteisia rekonstruktioita ja alhaalla olevat ndiden poikki-
leikkauksia. Kolmiulotteisissa rekonstruktiokuvissa nakyvin niyteaineen massa ei ole
vakio, vaan néytteiden makroskooppista tiheyttd kasvatettiin hiukkaskoon pienentyes-
sa.

Kuvista voidaan ndhdi, ettd Avicel-hiukkasten koko on pienentynyt hydrolyysin
kuluessa. Koska kuvien vokselikoko on 1 pum, eivit titd pienemmét rakenteet niy ku-
vissa. Téstd syystd hiukkasten koon tai muodon padtteleminen on hankalaa varsinkin
pidempéén hydrolysoitujen néytteiden tapauksessa. Kuvista kuitenkin ndhd&an, etté
hydrolyysin alussa nidyte muodostui kymmenien mikrometrien hiutaleista, jotka ovat
myohemmin hajonneet mikrometriluokan hiukkasista koostuvaksi jauheeksi.

Lapaisyelektronimikroskooppilla (TEM) otetuissa kuvissa havaittiin karkeasti sy-
linterimaisid rakenteita useassa eri kokoluokassa. Pienimmilla suurennoksilla voitiin
havaita halkaisijaltaan mikrometrin luokkaa olevia sylinterimaisia kappaleita, joiden
pituudet olivat halkaisijaan nidhden arviolta kymmenkertaisia. Kappaleet tulkittiin

useiden yhdensuuntaisten mikrofibrillien muodostamiksi kimpuiksi eli aggregaateiksi.
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Kuva 13: Tomografiakuvia eri aikoja hydrolysoidusta Avicelista. Vertailun vuoksi esitettyni
on my0s natiivi Avicel, jonka tomografiakuvaus oli tehty aiemmin. Ylha#lld: Kolmiulotteiset
kuvat, joissa mitat ovat 0,5 x 0,5 x 1,0 mm?>. Alhaalla: Kaksiulotteiset siivut kolmiulottei-

sista kuvista. Valkoisen mittatikun pituus on 100 pm.

Osa kimpuista niytti paistdan rispaantuneilta sisaltden terdvakérkisia haarautu-
mia. Yksittdiset haarautumat olivat pienimmilld&in yhden mikrofibrillin paksuisia ja
niiden véliset onkalot saattoivat jatkua usean mikrometrin matkan fibrillien pituus-
suunnassa. Joissakin kuvissa yksittédiset mikrofibrillit erottuivat koko kimpun matkal-

la, kun taas toisissa saman suurennoksen kuvissa nikyneet kimput olivat kiytadnnossi
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taysin lapindkyméattomid. Taman tulkittiin kertovan kimppujen vaihtelevista tiheyk-
sista.

Myo6s mikrofibrillikimppuja pienempié hiukkasia havaittiin joissakin kuvissa. Pie-
nimmaét néisté olivat yksittiisid mikrofibrillejé, jotka joko ulkonivat kimpun kyljesté,
muodostivat muutaman mikrofibrillin yksittaisid kimppuja tai olivat naytteessa taysin
irrallaan. Mahdollisimman edustava kooste TEM-kuvista on esitetty kuvassa 14. Var-
sinaisia johdonmukaisia eroja eri aikoja hydrolysoitujen nédytteiden vililla ei havaittu,
miké saattaa johtua menetelmén luonteesta. Mikroskooppikuviin sattuu aina jokin yk-
sityiskohta koko naytteestd, jolloin useammankaan kuvan otosta samasta naytteesti

ei voida pitdé luotettavana otoksena koko naytteesti.

Kuva 14: (Seuraavalla sivulla) Lapéisyelektronimikroskooppikuvia eri aikoja hydrolysoidus-
ta Avicelista. Kuviin on merkitty hydrolyysiaika, suurennos ja mittatikun pituus. Suuren-
noksessa k-tarkoittaa 1000-kertaista, jolloin esimerkiksi 1,4k tarkoittaa 1400-kertaista suu-
rennosta. Kuvissa nikyvit tummat pallot ovat vesijaata ja vaaleat suuret pallot kuplia siiné.
Mikrofibrillikimput nékyvéit haarautuneina tai siledpintaisina ja terdvikérkising pitkulaisina
kappaleina. Niiden siséltamit pyoredt kuplat ovat aiheutuneet kuvauksen aikana. Yksittaisia

mikrofibrillejd on n&htévissd kahdessa viimeisimméssé kuvassa.
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6 Johtopaatokset

Tyota varten tehdyt mittaukset ja niistd saadut tulokset olivat kokonaisuudessaan
onnistuneita. Vaikkei kaikilla menetelmilld ndhtykddn eroja eri aikoja hydrolysoitujen
néytteiden valilla, voidaan mittauksia silti pitdd onnistuneina. Se, ettei toisilla mene-
telmilld havaittua selkedd muutosta voitu havaita ollenkaan muilla menetelmill&, on jo
tulos sinénsi. Téllainen ndenndinen ristiriita on myds omiaan lisidméain mielenkiintoa
tutkittavaa ongelmaa kohtaan.

Téssé osiossa tutkitaan tyossd saatuja tuloksia tarkemmin, kootaan ne yhteen ja
yritetddn selvittdd, mitd ne kertovat. Eri menetelmilld tuotettuja tuloksia Avicelin
rakenteesta vedessi ja ilmassa analysoidaan ensimmaisessid kohdassa ja toisessa kes-

kitytddan entsymaattisen hydrolyysin vaikutuksiin.

6.1 Hydrolysoidun Avicelin rakenne ilmassa ja vedessa

Laajakulmasirontatulosten perusteella Avicel oli kaikissa néytteissd osittain kitei-
sessd muodossa. Kiteiden keskiméairiiset leveydet vaihtelivat [200]-suunnassa vélilla
5,2—5,4 nm (taulukko 2). Hydrolyysilla ei havaittu olevan vaikutusta mééritettyihin
suureisiin.

Tulosten perusteella myos kaikkien naytteiden kiteisyysaste oli noin 50 %, miki
vastaa kohtuullisesti Avicelille vastaavalla tavalla aiemmin méaritettya kiteisyytta
57 %[44|. Nama kiteisyysasteet ovat selvésti pienempid kuin monissa muissa tutkimuk-
sissa mitatut 60—80 %[12, 24, 42], mikd johtuu kaikista todenn#koisimmin erilaises-
ta kiteisyysasteen médritystavasta. Useissa tutkimuksissa kiteisyysasteet on laskettu
kaavalla 8 siten, ettd I4:lle ja I;:lle on otettu arvot ainoastaan kahdesta yksittiises-
té pisteestd. Néistd amorfista osaa vastaava on tavallisesti 200-heijastusta edeltivian
kuopan kohdalla (26 ~ 19°) ja kiteistd osaa vastaava 200-heijastuksen huipulla. Tél-
14 tavalla lasketut kiteisyysasteet ovat ainoastaan suhteellisia ja ne saatiin téssidkin
lahelle 80 %:a. TyOssi varsinaisesti kiytettyé, koko mitattuun dataan perustuvaa las-
kutapaa pidettiin kuitenkin luotettavampana kuvaamaan todellista kiteisen aineen
maarad naytteessa.

Pienkulmasirontamittausten tulosten analysoimiseen liittyi runsaasti epavarmuut-
ta. Koska Guinierin lain paikkansapitivyydesté ei ollut tayttd varmuutta, sen sovit-
taminen pienille sirontakulmille jouduttiin jattamaan tekeméatta. Néin ei saatu myo6s-
kiddn madritettyad invarianttia @), josta olisi ollut hyétyd analyysin myShemmissé vai-
heissa. Laskuissa jouduttiin siksi kiyttdmé&dn tilavuusosuuksia, joiden mairittami-
seen liittyi runsaasti kiiytdnnon syistd johtuvaa epavarmuutta. Maédritetyt spesifiset

pinta-alat ja Porodin pituudet perustuivat siis kiytdnnossid Porodin lain tuottamiin
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raja-arvoihin ja todennéikdoisesti ainoastaan suuruusluokaltaan oikeisiin absoluuttisiin
intensiteetteihin. Kaikista epdvarmuustekijoistd huolimatta lasketut spesifiset pinta-
alat samoin kuin Porodin pituudet ovat suurin piirtein jarkevin suuruisia.

Porodin lain perusteella lasketuissa tuloksissa (taulukko 3) voidaan selviisti néh-
did veden vaikutus Aviceliin. Markien niytteiden spesifiset pinta-alat ovat noin 30-
kertaisia kuiviin nédytteisiin verrattuna. Lisiksi vesi ndyttad pienentineen seké sellu-
loosan ettd huokosten tyypillisid mittoja. Kummatkin tulokset sopivat yhteen aiem-
pien tutkimuksien kanssa[l15]. Ne tukevat késitystd, ettd vesi tunkeutuu mikrofibril-
lien ja joidenkin alkeisfibrillien viliin muodostaen runsaasti kapeita fibrillien suuntai-
sia huokosia. Huokosten kokonaispinta-ala on paljon suurempi kuin kuivassa Avicelis-
sa esiintyvien suurempien ilmataskujen. Vastaavasti sekd huokosten koot ettd niiden
keskindiset valimatkat pienenevit Avicelin kastuessa.

Pienkulmasirontatulosten pakottaminen Porodin lakiin ei osoittautunut jarkevim-
miksi tavaksi tarkastella kaikkia tuloksia. Sovitus tuotti erityisesti vaikeuksia kuivilla
néytteilld. Tésta syystéd tuloksia tutkittiin myos ilman Porodin sovitusta, joka edellyt-
téisi sileitd rajapintoja. Uusi ldhestymistapa johti fraktaaleihin, joita on aiemminkin
kiytetty kuvaamaan selluloosanéytteiti|45, 46].

Potenssilakeja 10ytyi kaikista néytteistd kaksi kappaletta. Ne voivat kuvata joko
niytteille ominaisen saman rakenteen muotoa kahdessa eri kokoluokassa tai kahta
fyysisesti taysin erillaén olevaa rakennetta|47|. Jalkimmaisid voisivat olla esimerkiksi
ehjdn ja hydrolyysissa osittain hajonneen mikrofibrillikimpun rakenteet. Muissakin
tutkimuksissa|46| on havaittu selluloosapohjaisten niytteiden pienkulmasirontakuvion
jakautuvan kahteen osaan, joten se on tuskin aiheutunut hydrolyysista.

Potenssilakitulosten mukaan kaikissa néytteissd esiintyi sekd massa- ettd pinta-
fraktaaleita. Marissd naytteissd massafraktaalien g-alue vastasi karkeasti etdisyyksia,
10—20 nm ja pintafraktaalien alue etdisyyksid 3—5 nm. Kuivissa ndytteissi pintafrak-
taalit esiintyivit suuremmilla etiisyyksilld (10—30 nm) ja massafraktaalit pienemmilld
(3—5 nm). Potenssilakisovitusten g-alueet eivit olleet erityisen laajoja, joten fraktaa-
limaiset rakenteet ovat todennékdisesti rajoittuneita niin kapeisiin kokoluokkiin, ettei
niistd tiukkoja méadritelmid noudattaen olisi luontevaa edes puhua fraktaaleina.

Potenssilakisovitusten avulla lasketuissa taulukon 4 fraktaalidimensioissa on nih-
tdvissd ainakin ero mérin ja kuivan Avicelin rakenteessa. Molemmissa pintafraktaalien
fraktaalidimensiot ovat vélilla 2,3—2,5, mikd viittaa melko sileisiin rajapintoihin[45].
Pintafraktaalit esiintyvét kuitenkin eri suuruusluokissa. Kuivien néytteiden IT-alueen
massafraktaalit fraktaalidimensioilla 2,3—2,5 ovat todennikoisesti merkki tiiviistd agg-
regoitumisestal45, 46]. Aggregaatit eiviit kuitenkaan muodostu sisdpuoleltaan téysin

yhtenéisesté faasista samalla tavalla kuin pintafraktaalien kuvaamat kappaleet. Méar-

37



6 JOHTOPAATOKSET

kien niytteiden I-alueella esiintyvit massafraktaalidimensiot 1,2—1,5 aiheutuvat luul-
tavasti l16yhien aggregaattien muodostamasta avoimemmasta rakenteesta[46].

Saadut fraktaalidimensiot sopivat kohtuullisen hyvin yhteen aiempien tulosten|48]
kanssa. Kyseisessd tutkimuksessa kuiville mikrokiteisen selluloosan (Avicel PH 102)
néytteille saatiin typpiadsorptiolla massafraktaalidimensio 2,4, joka vastaa suoraan
téssa tyossd saatuja kuivien naytteiden fraktaalidimensioita alueella II. Vesiadsorpti-
olla saatu vastaava fraktaalidimensio 1,4 puolestaan vastaa mérkien naytteiden frak-
taalidimensioita alueella I. T#ssd tapauksessa massafraktaalien ndkyminen eri alueil-
la sattaisi selittyd typpi- ja vesimolekyylien kokoerolla, mutta todennakéisemmin se
johtuu todellisesta rakenteiden erilaisuudesta kuivien ja mérkien niytteiden vililla.

Koska pienkulmasironta perustuu kahden faasin viliselld rajapinnalla nikyviin
elektronitiheyseroon, on sen tuottamien puhtaiden intensiteettikuvioiden avulla mah-
dotonta sanoa kummalle faasille kuvioista lasketut ominaisuudet kuuluvat. TAmé& on
muistettava muun muassa potenssilakituloksia tulkittaessa. Massafraktaalien kuvaa-
mat muodot voivat esimerkiksi olla erikokoisia huokosia kiintedssi aineessa tai liki-
médrin samankokoisten huokosten erottamia erikokoisia kiintedn aineen hiukkasia tai
aggregaatteja.

Pienkulmasirontatuloksia analysoitaessa térméttiin myos kysymykseen siité, mit-
ki osat selluloosafibrilleissd muodostavat yhtenéisen faasin. Kuivissa néytteissi asia
on melko yksinkertainen, silld amorfisen osan elektronitiheys on ilmaan verrattuna
ldhes yhtd suuri kuin kiteisen osan. Kuivissa néytteissi siis kiinteéd aine ja ilma muo-
dostavat omat faasinsa, jolloin systeemi muodostuu pienkulmasironnan kannalta il-
mahuokosista selluloosamatriisissa.

Marissd néytteissd tilanne on monimutkaisempi. Kyse on kiiytdnnossé siitd, pai-
seeko vesi tunkeutumaan alkeisfibrillien amorfiseen osaan ja riittdako se muodosta-
maan nakyvin elektronitiheyskontrastin selluloosan kiteisen ja amorfisen osan vélille.
Parhaiten tilannetta kuvaisi kolmifaasinen systeemi, mutta sen késitteleminen olisi
ollut hankalaa tai mahdotonta. Siten mérit naytteet paadyttiin approksimoimaan ki-
teisen selluloosan ja veden muodostamaksi kaksifaasiseksi systeemiksi, jossa suurin
osa amorfisista osista sisiltyy veden kanssa samaan faasiin. Mahdollisten ilmatasku-
jen ja kuivan amorfisen osan aiheuttama sironta katsottiin niin pieneksi, etti se voitiin
jattdd huomioimatta[34]. Kayténnossa tamé tarkoittaa sité, ettd pienkulmasironnalle
niakyvin systeemin oletettiin muodostuvan kiteisisté ja pitkulaisista selluloosapartik-
keleista vesimatriisissa.

Marille néaytteille tehdysta faasien koostumuksiin liittyvésté oletuksesta johtuen
néytteille lasketut tilavuusosuudet vaikuttavat entistikin epdluotettavammilta. Ne

laskettiin punnitsemalla sama ndyte mérkdnd ja myohemmin kuivana, jolloin saa-
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tiin veden massa ja tiheyden avulla sen tilavuus. Kiintedn faasin tilavuus saatiin té-
mén jilkeen kokonaistilavuuden ja veden tilavuuden erotuksena. Kun todellisuudessa
osa vedestd on ollut selluloosan amorfisten osien sisilla, aiheutuu téstd laskutavasta,
epiileméttd virhetta tilavuusosuuksiin.

Kahdesta eri ldhestymistavasta huolimatta pienkulmasironnan tulokset ovat yhdis-
tettavissa yhtendiseksi kokonaisuudeksi. Ainoastaan kuiville néytteille tehty Porodin
lain sovitus ja sen avulla lasketut spesifiset pinta-alat ja Porodin pituudet vaikuttavat
epapétevilta. Siksi kuivien niytteiden Porodin laki saatettiin hyvin korvata potenssi-
lailla. Mérkien naytteiden suurilla g-arvoilla nikynyt rajapinta on potenssilakisovitus-
tenkin perusteella melko siled, joten Porodin lain pitéisi olla tilla alueella voimassa.
Marille néytteille Porodin lain perusteella laskettujen spesifisten pinta-alojen ja Po-
rodin pituuksien katsottiin siis olevan melko luotettavia, lukuun ottamatta tilavuuso-
suuksista johtuvia epitarkkuuksia. Seuraavassa esitelldfin niiden olettamusten ja ai-
empien tutkimustulosten perusteella luotu kuva kuivista ja mérista Avicel-nédytteista.

Kuivissa néytteissi ndyttad olevan suurehkoja, halkaisijaltaan luokkaa 10 nm ole-
via ohuehkoja pitkulaisia huokosia, joilla on halkaisijaansa ndhden melko siled pinta.
Naista seuraa I-alueen potenssilaki pintafraktaalidimensiolla Dy ~ 2,5. Huokosia ym-
paroi niiden kanssa yhdensuuntaiset alkeis- ja mikrofibrillit, jotka ovat pakkautuneet
keskenddn tiiviisti yhteen. Ndmé aiheuttavat alueen II potenssilain massafraktaalidi-
mensiolla D, ~ 2,5. Huokosten viliset vilimatkat ovat riittdvin suuria erottamaan
huokoset selkeésti toisistaan.

Marisséd naytteissa alkeisfibrillien aggregoituminen mikrofibrilleiksi ja ndiden kimp-
puuntuminen suuremmiksi rakenteiksi on huomattavasti loyhempéaia. Témén vuoksi
massafraktaalidimensio D,, &~ 1,5 ndkyy potenssilakialueella I eli noin 10—20 nm:n
kokoluokassa. Fibrillien viliin tunkeutuneen veden lisiksi myos fibrillien amorfiset
alueet, jotka nikyvit veden kanssa samassa faasissa, lisddvit kimppujen ndennéisté
avoimuutta. Samalla ne kasvattavat vesihuokosten Porodin pituutta, joka on lihes
kymmenkertainen kiteisen aineen Porodin pituuteen verrattuna. Samasta syysté spe-
sifinen pinta-ala on maérilla niytteilld suhteellisen suuri, vaikka useiden pienten huo-
kosten siithen tuoma lisdys otettaisiinkin huomioon. Kiteisten alueiden mitat eri suun-
nissa vaihtelevat laajakulmasirontatulosten perusteella vililla 5—24 nm, mika sopii
himmaistyttdvin hyvin yhteen kiinteén aineen Porodin pituuksien 6—11 nm kanssa.
Lisdksi pienet keskiméaaraiset Porodin pituudet [. kertovat pitkien ja suorien yhtenéi-
sen faasin alueiden olevan harvinaisia. Saadut tulokset siis tukevat oletusta, ettd mér-
kien néytteiden fibrillikimput sisiltavit runsaasti pitkulaisia ja ohuita vesitdytteisié

huokosia, joiden vilimatkat ovat lyhyitéd tai jotka ovat osittain yhteydessé toisiinsa.
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6.2 Entsymaattisen hydrolyysin vaikutus Avicelin rakenteeseen

Entsymaattisen hydrolyysin vaikutus Avicelin rakenteeseen nikyy kaikista selvimmin
tomografiakuvissa. Niistd nihdééan, kuinka kymmenien mikrometrien Avicel-hiukkaset
ovat pienentyneet ja pakkautuneet tiheimmin pidemmilld hydrolyysiajoilla. Vaikka
kuvia katsoessa ndyttiad, ettd suuremmat hiukkaset ovat hydrolysoituneet pienempia
nopeammin, ei téllaista johtopdatostd voida tomografiakuvien rajoittuneen erotusky-
vyn vuoksi tehdéd. On siis mahdollista, ettd pienemmét hiukkaset ovat hydrolysoitu-
neet suurempia nopeammin, kuten muissa tutkimuksissal23] on havaittu.

TEM-kuvissa ei varsinaisesti nahty muutosta eri hydrolysointiaikojen valilld, mika
saattaa toki selittyd menetelmén luonteella. Silti vaikka yksittdiset TEM-kuvat eivit
anna rontgensirontamenetelmien tapaan keskiméaraista kuvaa suuresta osasta niytet-
td, voidaan niistd silti huomata mielenkiintoisia asioita. Kaikissa ndytteissa esiintyi
hydrolyysiajasta riippumatta samanmuotoisia ja -kokoisia mikrofibrillikimppuja, jotka
olivat pdistddn ja osittain sivuiltaan haaroittuneita. Tama viittaisi ainakin siihen, et-
ta kaikki kimput eiviit hajoa hydrolyysissa yhtd nopeasti, vaan osa siilyy ldhes ehjina
selviisti muita pidempéin. Muissa tutkimuksissa[19, 24| havaittua mirofibrillikimppu-
jen pinnan muuttumista epatasaisemmaksi ei voida niiden kuvien perusteella sanoa
tapahtuneen. Viitteen [19] tutkimuksessa muutos erottui selvésti pyyhkéisyelektroni-
ja atomivoimamikroskoopeilla otetuissa kuvissa

Laajakulmasirontatulokset istuvat hyvin yhteen muiden tutkimusten kanssa. Ki-
teisyysasteen sdilymistd samana|23| tai sen lievdd nousemista[19, 20| ei voida tdmén
tyon virherajoilla erottaa toisistaan. Kiteisyysasteen nouseminen olisi luontevaa siksi,
ettd entsyymeilld on enemmén tartuntapintaa amorfisessa kuin kiteisessé osassa|24].
Toisaalta kiteisid osia hydrolysoivat entsyymit tekevét fibrillikimpun pinnasta karke-
amman|19, 24|, joka taas lisié selluloosan pinta-alaa. Samalla ne muuttavat hieman
kiteistd osuutta amorfiseksi.

Entsyymaattisen hydrolyysin vaikutus Avicelin kidekokoihinkaan ei ole aivan sel-
vid. Kidekoko [200]-suunnassa saattaa pienentyd hiukan, mutta muutos sisiltyy an-
nettuihin virherajoihin. Suurimmassa osassa tutkimuksista selluloosan kiteiden leveys
on joko pienentynyt[19, 23| tai siilynyt muuttumattomanal23|. Jialkimmaiisessi ta-
pauksessa tutkittu néyte oli Avicel PH 101:4.

Pienkulmasirontatuloksissa hydrolyysin vaikutus néhtiin kiytinnossi ainoastaan
mérilla niytteilld. Niiden logaritmisissa pienkulmasirontakuvioissa (kuva 11b) nikyy
selked naytteiden vilinen ero kuvaajan alkupadssi. Ero ndkyy myos osittain télle alu-
eelle sovitetuissa potenssilaeissa (taulukko 4). Alueen I fraktaalidimensiot pienenevit
johdonmukaisesti, miké viittaa edellisen osion perusteella muutoksiin alkeis- ja mik-

rofibrillien kimppuuntumisessa. Tamé voisi tarkoittaa esimerkiksi fibrillikimppujen
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haaroittumista ja entista selvempii aukeamista.

Markien niytteiden spesifisessé pinta-alassa ei havaittu johdonmukaista muutosta,
mikd voi hyvinkin johtua arvojen suuresta epitarkkuudesta. Muutosta ei siis voida
sulkea poiskaan. Muiden tutkimusten[19, 24| perusteella spesifisen pinta-alan olisi voi-
nut odottaa kasvavan mikrofibrillien pinnan karkeutumisen myo6téi. Kuivilla naytteilla
pieni kasvu voisi olla juuri ja juuri havaittavissa, mutta koska pinta-alan laskemiseen
kiytettiin Porodin lakia, ei sitd voitu katsoa péateviksi tulokseksi.

Tyosséd saadut tulokset tukevat kokonaisuudessaan késitystd, jonka mukaan mik-
rokiteisen selluloosan hydrolyysi tapahtuu paidasiassa suurten mikrofibrillikimppujen
pinnalla[16, 19]. Vasta kun kimput hajoavat tarpeeksi, entsyymit passevét liilkkumaan
vapaasti kimppujen sisélld ja niille sopiva kiinnittymispinta-ala kasvaa nopeasti. Ta-
mi kuva sopii hyvin yhteen kiteisyyden ja kidekokojen siilymisen kanssa. Arvot eivit
muutu, kun jokainen néyte sisiltdd suurimmaksi osaksi koostumukseltaan yhdenmu-
kaisia, ldhes ehjia mikrofibrillikimppuja. Hydrolyysi siis toimii tehokkaammin helposti
hajoaviin ja jo hajoavissa oleviin kimppuihin, jolloin ndmé& my6s hydrolysoituvat pois
nopeammin. Myds TEM-kuvien voidaan jossain méaérin katsoa tukevan tata késitysta.

Avicel-hiukkasten pinnalla tapahtuva hydrolyysi vaikuttaa jarkeviltd myos ent-
syymien vilisen synergian nikékulmasta. Eri entsyymien kokoeroista johtuen ne voi-
vat toimia synergiassa ainoastaan silloin, kun ne kaikki mahtuvat samalle pinnal-
le tai samoihin huokosiin. Toteutuessaan synergia puolestaan nopeuttaa hydrolyysia
voimakkaasti.[16, 19]

Vaikka marissd ndytteissd havaitut hydrolyysin aiheuttamat muutokset ovat joh-
donmukaisia ja jiarkevid, voidaan kysyéd, miksi kuivien ndytteiden pienkulmasironta-
kuvaajat ovat kiiytdnnossé identtiset? Télle on ainakin kaksi selitystd. Kuten edellises-
sé osiossa todettiin, pienkulmasironnalle kuivissa ja mérissi néaytteissa nakyvit faa-
sit muodostuvat todellisuudessa eri komponenteista. Lisiksi samalla g-alueella, mis-
sid massafraktaalidimension muutos nikyy maérilld néaytteilld, on kuivilla naytteilla
pinta-fraktaaleita. Niiden fraktaalidimensiot eivit puolestaan muutu johdonmukaises-
ti. Samalla alueella ndkyvit pienkulmasirontakiyrit saattavat siis kuvata tdysin eri
rakenteita, eikd mérkien ndytteiden pienkulmasironnan I-aluetta vastaavaa rakennetta
yksinkertaisesti niy kuivien néytteiden sirontakuvaajissa.

Uskottavampi selitys muutosten hividmiselle kuivien niytteiden pienkulmasiron-
nassa on kuivan ja méran Avicelin rakenteiden todellinen erilaisuus. Kuten aiemmin on
todettu, vedessa selluloosapartikkeliin muodostuu runsaasti kapeita huokosia, joiden
tilalle kasvaa paljon suurempia ja harvemmassa olevia huokosia sen kuivuessa. Méar-
kda naytettd valmistettaessa vesi siis viljentdd fibrillien vileja ja muuttaa hiukkasten

huokosrakennetta. Talloin on mahdollista, ettd alunperin vesilinoksessa tapahtunees-
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sa hydrolyysissa syntyneet rakenteelliset muutokset tulevat ndkyviin mérédn niytteen
pienkulmasirontakuviossa. Kuivissa niytteissd ohuet huokoset ovat puolestaan kutis-
tuneet ja hdvinneet muutoksineen yhtenéiseen kiintedin selluloosan faasiin, joka ym-
paroi suuria huokosia. Todelliset muutokset saattaisivat siis selvitd vasta tekemélla
pienkulmasirontamittaukset néytteille, joita ei ole kuivatettu hydrolyysikasittelyn jal-
keen.

Muutosten hiviadmiselle rakenteiden muuttuessa méirian ja kuivan niytteen vélilla
saadaan myos pientd tukea, kun katsotaan kuivien néytteiden pienkulmasironnan po-
tenssilakia IT-alueella. Taulukosta 4 ndhd&én, ettd niiden fraktaalidimensio pienenee
talla alueella vihan mutta johdonmukaisesti. Edellisessé osiossa todettiin, ettéd kysei-
nen fraktaalidimensio viittaa tiiviisti pakkautuneisiin fibrillikimppuihin, jotka vastaa-
vat todennakoisesti mérkien naytteiden [-alueen kimppuja. Téll6in voidaan siis osoit-
taa jonkinlainen, mahdollisesti fibrillikimppujen harvenemista todistava muutos myos
kuivissa néytteissi. Tulos ei luonnollisestikaan ole kaikin puolin luotettava, mutta se
sopii yhteen muiden kanssa.

Tyossé saadut tulokset antavat myos vihjeité selluloosan entsymaattisen hydrolyy-
sin vihittiisen hidastumisen syistd. Aiempien tietojen perusteella tarkeimmét reak-
tiota hidastavat tai sen lopulta pyséiyttavit tekijit liittyvét selluloosan rakenteeseen ja
sellulaasientsyymien ja selluloosan véliseen vuorovaikutukseen. Vuonna 2006 julkais-
tussa kiinalaisessa tutkimuksessa[19| etsittiin tarkempia syitd puuvillakuitujen hydro-
lyysin hidastumiseen ja péaddyttiin seuraaviin tuloksiin. Sellobiohydrolaasien aktii-
visuus viahenee hydrolyysin kuluessa, silld sille helpommin hydrolysoitavissa olevat
alueet tulevat hydrolysoitua nopeammin. Téma aiheuttaa epdtasapainon entsyymien
vilille ja hévittdd vahitellen ndiden keskindisen synergian. Talloin jéljelle voisi jaa-
di lahes taysin koskemattomia selluloosa-alueita, jotka sdilyvat ehjind selvisti mui-
ta pidempéaén. Toisaalta myos rakenteelliset muutokset voivat hidastaa hydrolyysia.
Mikrofibrillien pakkautumisessa ja jirjestymisessi jo pienikin muutos voi estidi ent-
syymien padsyn selluloosahiukkasen sisddn. Myo6s selluloosapartikkelien pinnan kar-
keutuminen heikentié entsyymien kykya kiinnittya siihen ja liikkua sen paalla. Lisdksi
kidetasolla tapahtuvat, infrapunaspektroskopialla havaitut vetysidosten ja siten myos
Ia- ja Ig-kidemuotojen keskindisen suhteen muutokset saattavat vaikuttaa reaktion
nopeuteen. TAma& johtuu siité, ettd [a-muodon havaittiin hydrolysoituvan I3-muotoa
nopeammin. Kuten voidaan huomata, lahes kaikki téssa tyossd saadut tulokset vas-
taavat erinomaisesti néita tuloksia.

Hyvisté tuloksista huolimatta tyossi, siihen liittyvissd mittauksissa ja niytteiden
valmistelussa olisi ollut parantamisen varaa. Kuten aiemminkin mainittiin, hydro-

lysoidut néytteet olisi ollut hyvi mitata vesiliuoksessa suoraan hydrolyysin jélkeen.
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6 JOHTOPAATOKSET

Talloin fibrillikimppujen rakenne ei olisi padssyt vililla palautumaan kuivaan muo-
toonsa, miké pakastekuivaamisesta huolimatta nayttia tapahtuneen. Vastaavasti laa-
jakulmasironta olisi ollut jarkevia mitata myos méarista naytteista, ehki sekin suoraan
hydrolyysin jilkeen. Samalla oltaisiin varmistuttu siitd, etteivit hydrolyysissa mah-
dollisesti hajonneet kiteet padsseet yhdistyméain toisiinsa kuivumisen aikana. Tama ei
kuitenkaan kiaytdnnon syista ollut mahdollista. MyGs entsyymien inaktivointia varten
tehty hydrolyysiliuoksen keittdminen on saattanut vaikuttaa ndytteisiin. Naimé mah-
dolliset ongelmat voitaisiin parhaiten vilttaa toteuttamalla mittaukset reaaliaikaisesti
hydrolyysin ollessa jatkuvasti kdynnissa.

Yksittéisistd mittauksista pienkulmasironta osoittautui haastavimmaksi ja siiné-
kin olisi voitu tehd4 joitain asioita toisin. Naytteitd valmistaessa olisi pitanyt kiinnit-
tdd enemmén huomiota massojen ja tilavuusosuuksien méarittadmiseen. Niissd esiin-
tyneiden epitarkkuuksien vuoksi spesifisten pinta-alojen avulla ei kiytadnndssa saatu
minkdédnlaista tietoa hydrolyysin vaikutuksista. Toisaalta kiytossa olleilla laitteilla
esimerkiksi tarkempi tilavuuksien mééarittely olisi luultavasti ollut mahdotonta. Nayt-
teitd olisi myoOs voitu valmistaa useampia kappaleita, jolloin oltaisiin suljettu pois
moninkertaisen sironnan mahdollisuus|35]. Pienkulmasironnan analyysia olisi myds
helpottanut suurempi kulma-alue, jolloin suurempien kulmien potenssilakisovitukset

olisivat olleet luotettavampia.
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7 YHTEENVETO

7 Yhteenveto

Tyon tarkoituksena oli selvittdi eri rontgenfysiikan menetelmien avulla, minkéilaisia
muutoksia mikrokiteisen selluloosan rakenteessa tapahtuu, kun sitd hydrolysoidaan
entsyymeilld. Apuna kiytettiin myos ldpaisyelektronimikroskopiaa. Tulokset olivat ko-
konaisuudessaan onnistuneita, vaikka kiytettyjen menetelmien avulla olisi saattanut
olla mahdollista saada tarkempaakin informaatiota niytteista.

Lahes kaikki saadut tulokset vahvistavat aiemmissa tutkimuksissa esitettya kési-
tysté, jonka mukaan sellulaasientsyymit eivit pdase tunkeutumaan mikrofibrillikimp-
pujen sisédlle. Sen sijaan ne hajottavat kimppuja pinnalta késin, edeten ikddn kuin
kerros kerrokselta. Ensimméisend hydrolysoituvat alueet, joihin entsyymien on hel-
pointa kiinnittyéd, kun taas vaikeapiisyisemmaét tai sellaisiksi muuttuneet rakenteet
voivat sdilya ldhes koskemattomina. Tamé selittdé ainakin osittain hydrolyysireaktion
vihittaisen hidastumisen.

Kun entsyymit péa#sevit osittain tunkeutumaan fibrillien vélisiin huokosiin, voi
syntya péistddn ja sivuiltaan haaroittuneita rakenteita, jollaisia havaittiin TEM-ku-
vissa. Avoimempia huokosia reunustavat fibrillit hydrolysoituvat kerros kerrallaan,
mikd mahdollisesti lisda alkeis- ja mikrofibrilliaggregaattien avoimuutta. TAmén ta-
painen muutos havaittiin mérkien néytteiden pienkulmasirontakuvioiden potenssila-
eissa. Kuivilla ndytteilli muutosta ei havaittu, koska kuivuessaan selluloosapartikke-
lit palautuvat erilaiseen, suurempia huokosia sisialtaviain rakenteeseen. Jos entsyymit
padsevit tunkeutumaan edelleen syvélle hiukkaseen, hydrolyysi etenee nopeasti ja ky-
seiset hiukkaset hydrolysoituvat kokonaan tai lihes kokonaan, eikd niitd niin ollen
havaittu TEM-kuvissa.

Hydrolyysin aiheuttamaa muutosta ei havaittu laajakulmasironnassa, koska kai-
kissa néytteissd suurin osa jiljelld olevista alkeis- ja mikrofibrilleisté oli ehjid. Elektro-
nimikroskooppikuvissa nahtiin aina vain pieni osa niytetti, mutta ne todistivat, etté
osa partikkeleista sdilyy ldhes ehjind hydrolyysin edetessid. Vasta kuivista néytteis-
td otetuissa tomografiakuvissa néhtiin selvd partikkelikoon pienentyminen kymme-
nien mikrometrien tasolla, mika puolestaan osoitti hydrolyysin todellisen vaikutuksen

makroskooppisella tasolla.
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