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Opinnaytetyon aiheena oli nanoselluloosan pintavarauksen, toisin sanoen karboksyy-
lipitoisuuden, maaritys konduktometrisella titrauksella. Tydn tavoitteena oli testata
erilaisia tapoja maarittaa lineaaristen alueiden leikkauspisteet konduktometrisella
titrauksella saaduista titrauskayrista ja saatujen tulosten perusteella arvioida parhai-
ten soveltuva tapa nanoselluloosanaytteiden karboksyylipitoisuuden méaarittamiseen.
Liséksi tavoitteena oli arvioida kaytdssa olevan titrausmenetelman toistettavuutta ja
oikeellisuutta seka tutkia TEMPO-avusteisen hapetuksen reaktioajan vaikutusta
nanoselluloosan karboksyylipitoisuuteen.

Tyo6 toteutettiin analysoimalla erilaisia kaupallisia seka TEMPO-avusteisella hapetuk-
sella itse valmistettuja nanoselluloosanaytteitad. Esimittauksissa kaupallisten nayttei-
den karboksyylipitoisuudet maaritettiin kasittelemalla titrauksista saatu data seka
RStudiolla etté kuvankasittelyohjelmalla. Saatuja tuloksia verrattiin valmistajan ilmoit-
tamiin karboksyylipitoisuuksiin. Tulosten perusteella todettiin, etta kuvankasittelyoh-
jelma soveltuu paremmin naytteiden karboksyylipitoisuuden maarittamiseen. Mene-
telman toistettavuutta ja oikeellisuutta arvioitiin tarkemmilla mittauksilla mééarittamalla
tuloksista keskiarvo, keskihajonta ja suhteellinen keskihajonta seka vertaamalla mit-
taamalla saatuja pitoisuuksia valmistajan ilmoittamiin pitoisuuksiin t-testill&.

Itse valmistettujen TEMPO-hapetettujen naytteiden karboksyylipitoisuus nousi 45 mi-
nuutin reaktioajan jalkeen ja oli korkeimmillaan 90 minuutin reaktioajalla. Optimaa-
liseksi reaktioajaksi TEMPO-avusteisessa hapetuksessa arvioitiin 75—90 minuuttia.
Toistettavuusmittauksissa kahden néaytteen suhteellisiksi keskihajonnoiksi saatiin
6,67 ja 6,32 %. Suhteelliset keskihajonnat arvioitiin pieniksi ja menetelma sen myota
toistettavaksi. Oikeellisuusmittaukset kuitenkin osoittivat, etta mittaamalla saadut tu-
lokset erosivat merkitsevasti tunnetusta arvosta 95 %:n luottamustasolla. Menetel-
maa voisi viela jatkossa kehittd& parempien tulosten saamiseksi.

Avainsanat: Nanoselluloosa, pintavaraus, konduktometrinen titraus,
TEMPO-avusteinen hapetus
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The topic of this thesis work was the determination of surface charge, i.e the carboxyl
content, of nanocellulose by conductometric titration. The aims of the project were to
test two different methods to determine the intersection points of the linear portions of
the titration curves obtained with conductometric titration, to evaluate the suitability of
these methods in the determination of carboxyl content of nanocellulose samples, to
evaluate the repeatability and trueness of the method, and to study the effect of reac-
tion time in TEMPO-mediated oxidation on the carboxyl content of nanocellulose.

Different kinds of commercial nanocellulose samples, as well as samples prepared
with TEMPO-mediated oxidation, were analyzed with conductometric titration. In the
first series of analyses, the carboxyl content of the commercial samples was deter-
mined by processing the data obtained from the titrations with RStudio and an image
processing program, and the results were compared with the carboxyl content given
by the manufacturer. The results showed that the image processing program is a
more suitable method in the determination of carboxyl content of nanocellulose. The
repeatability and trueness of the method were evaluated by doing another series of
more extensive measurements, by calculating the mean, standard deviation and rela-
tive standard deviation from the results, and by comparing the results of the measu-
rements to the known carboxyl content of the samples with a t-test.

The carboxyl content of TEMPO-oxidized samples increased after a reaction time of
45 minutes and was at its highest with a reaction time of 90 minutes. The results sug-
gested that the ideal reaction time for TEMPO-mediated oxidation is 75-90 minutes.
The relative standard deviations of two samples were 6.67 and 6.32 %, and the
method was seen to have good repeatability. However, the results of the t-test
showed that the measured carboxyl content of a commercial nanocellulose sample
differed significantly from the known value within 95 % confidence level, which sug-
gests that the method could be further developed.

Keywords: Nanocellulose, surface charge, conductometric titration,
TEMPO-mediated oxidation
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Lyhenteet

BC:

CNC:

CNF:

SEM:

TEM:

TEMPO:

TOCN:

Bacterial cellulose, bakteeriselluloosa. Bakteerien avulla glukoosista

tuotettu nanoselluloosa.

Cellulose nanocrystals, selluloosananokiteet. Voimakkaiden happo-

jen avulla valmistettu nanoselluloosa.

Cellulose nanofibrils, selluloosananofibrillit. Mekaanisella kasittelylla

valmistettu nanoselluloosa.

Scanning electron microscopy, pyyhkaisyelektronimikroskopia.

Transmission electron microscopy, lapaisyelektronimikroskopia.

2,2,6,6-tetrametyylipiperidiini-1-oksyyli. Orgaaninen yhdiste, jota
kaytetaan muun muassa selluloosakuitujen kemiallisessa esikasitte-

lyssa.

TEMPO-oxidized cellulose nanofibers, TEMPO-hapetetut selluloo-

sananokuidut.



1 Johdanto

Selluloosananomateriaali eli nanoselluloosa on selluloosakuitua siséltavista
raaka-aineista valmistettua materiaalia, jonka ulkoisista mitoista ainakin yksi on
suuruusluokkaa 1-100 nanometria. Sitd valmistetaan muun muassa puusta,
kasveista, eldimista tai bakteerien avulla erilaisilla mekaanisilla, kemiallisilla ja

entsymaattisilla menetelmilla. [1, s. 8.]

Selluloosan hyvan saatavuuden seka siitéa valmistettujen nanomateriaalien ym-
paristdystavallisyyden ja monipuolisten ominaisuuksien vuoksi kiinnostus
nanoselluloosan valmistukseen ja kayttdon on lisaantynyt erityisesti vime vuosi-
kymmenien aikana. Nanoselluloosaa voidaan kayttaa esimerkiksi parantamaan
paperin, kartongin, komposiitin seka erilaisten pakkausmateriaalien ominaisuuk-
sia, minka liséksi yhtena merkittavana tekijana on mahdollisuus muovin korvaa-
miseen naissa kayttokohteissa. Lisaksi nanoselluloosaa voidaan hyddyntaa esi-

merkiksi elintarvike- ja laaketeollisuudessa. [1, s. 6-8.]

Yksi tarked nanoselluloosan ominaisuus on partikkelien pintavaraus, jota voi-
daan analysoida muun muassa konduktometrisella titrauksella, ja jolla on mer-
kittava vaikutus esimerkiksi partikkelien stabiilisuuteen vesiliuoksessa seka nii-
den fysikaalisiin ja kemiallisiin vuorovaikutuksiin [2, s. 2619]. Ta&m&n opinnayte-
tyon aiheena oli testata konduktometrisen titrauksen menetelmaa, joka on luotu
[td&-Suomen yliopiston metsatieteiden osastolla SCAN-testimenetelmén [3] poh-
jalta. Tyon tavoitteena oli testata kahta erilaista tapaa maarittaa titrauskayrien
lineaaristen alueiden leikkauspisteet, ja niiden avulla laskettujen karboksyylipi-
toisuuksien perusteella arvioida, kumpi tapa soveltuu paremmin nanoselluloosa-
naytteiden pintavarauksen maarittdmiseen kaytdssa olevalla titrausmenetel-
malla. Lisaksi arvioitiin menetelmén oikeellisuutta ja toistettavuutta seka tutkittiin
TEMPO-avusteisen hapetuksen reaktioajan vaikutusta nanoselluloosan pintava-
raukseen. Ty0 toteutettiin analysoimalla erilaisia nanoselluloosanaytteita, joista

osa oli itse valmistettuja ja osa kaupallisia.



Opinnaytetyo tehtiin Ita-Suomen yliopiston Joensuun kampuksen metsétietei-
den osastolla, jossa tehdddn metsiin, metsatalouteen ja uusiutuviin luonnonva-
roihin kohdistuvaa tutkimusta erilaisissa EU-rahoitteisissa projekteissa seka yh-

teistydssa eri yritysten ja organisaatioiden kanssa [4].

2 Nanoselluloosan valmistus, ominaisuudet ja kayttésovelluk-
set

Selluloosa on puiden ja kasvien soluseinan padkomponentti ja luonnossa eniten
esiintyva polymeeri. Puiden ja kasvien solukko siséltéaé selluloosakuituja, jotka
edelleen koostuvat pienemmista mikro- ja nanofibrilleistéa. Nanofibrillit rakentu-

vat pitkista selluloosamolekyyleista (kuva 1). [5, s. 72; 6, s. 18.]

solukko soluseinan rakenne

nanofibrilli

selluloosamolekyyleja

Kuva 1. Selluloosakuidun rakenne [mukaillen 6, s. 21].

Puusta valmistetaan sellua eli selluloosamassaa keittdmalla puuhaketta nat-
riumhydroksidi- ja sulfidiliuoksessa korkeassa paineessa. Kasittelylla erotetaan
puuaines selluloosakuiduiksi ja poistetaan siita ligniini. Sellu pestaan, valkais-
taan, kuivataan ja leikataan arkeiksi. [7.]



Nanoselluloosa voidaan jakaa kolmeen eri paaluokkaan valmistusmenetelman
seka materiaalin koon ja ominaisuuksien perusteella. Selluloosananofibrilleja
(cellulose nanofibrils, CNF) valmistetaan pa&asiassa puusta ja sellumassasta
mekaanisella kasittelylla. Mikrofibrillit, jotka muodostavat soluseinan, erotetaan
toisistaan eli fibrilloidaan kasittelemalla kuituja esimerkiksi jauhimella tai fluidi-
saattorilla. Erilaisilla kemiallisilla ja entsymaattisilla esikasittelyilla voidaan edis-
taa kuitujen fibrilloitumista. Selluloosananokiteitéa (cellulose nanocrystals, CNC)
valmistetaan puun ja kasvien lisaksi vaippaelaimista ja bakteeriselluloosasta
voimakkaiden happojen avulla, mika aiheuttaa selluloosakuitujen fibrillien kat-
keamisen poikittaisesti. Lopuksi materiaali kasitelladn mekaanisesti. Bakteeri-
selluloosaa (bacterial cellulose, BC) pystyy valmistamaan osa bakteereista, ku-
ten Acetobacter xylinum. Nama bakteerit muodostavat polymeraatiolla glukoo-
sista selluloosaa. Myds bakteeriselluloosaa voidaan jatkokasitella mekaanisesti

tai kemiallisesti. [1, s. 8-14.]

Nanoselluloosalla on monia samoja ominaisuuksia kuin selluloosalla, kuten hyd-
rofiilisyys, helppo kemiallinen muokattavuus seka kyky muodostaa monipuolisia
kuiturakenteita. Lisaksi nanoselluloosa on kokonsa ja suuren ominaispinta-
alansa vuoksi reaktiivista ja hyvin sitoutumiskykyisté. [1, s. 8.] Eri tavoin valmis-
tetut nanoselluloosatyypit eroavat toisistaan niin ominaisuuksien kuin kayttoso-

vellustenkin osalta.

Mekaanisesti valmistetut selluloosananofibrillit ovat taipuisia ja haaroittuneita,
leveydeltaan muutamia kymmenia nanometreja ja pituudeltaan useita mikromet-

reja (kuva 2).



Kuva 2. Lapaisyelektronimikroskooppikuva (TEM) selluloosananofibrilleista [8,
s. B].

Selluloosananofibrilleilla on taipumus aggregoitua kuitujen pinnalla olevien va-
paiden hydroksyyliryhmien johdosta. Erilaisilla kemiallisilla ja entsymaattisilla
esikasittelyilla on mahdollista tuottaa pienikokoisempaa materiaalia, jonka pinta-
varaus on liséksi erilainen verrattuna kasitteleméattomiin selluloosananofibrillei-
hin. Selluloosananofibrilleja kaytetdan esimerkiksi paperin, kartongin, komposiit-
tien, paallysteiden ja rakennusmateriaalien valmistuksessa. [1, s. 9-11.]

Selluloosananokiteet ovat rakenteeltaan sauvamaisia, ja niiden leveys on
useimmiten 2—20 nanometria pituuden vaihdellessa 100 nanometrista 1 mikro-

metriin (kuva 3).



Kuva 3. TEM-mikroskooppikuva selluloosananokideliuoksesta [9].

Toisin kuin selluloosananofibrillit, selluloosananokiteet eivat ole haaroittuneita ja
taipuisia johtuen niiden kiteisyydesta. Rikkihapon avulla valmistetut selluloosa-
nanokiteet ovat voimakkaasti negatiivisesti varautuneita niiden pinnalle muo-
dostuvien sulfaattiesteriryhmien ansiosta, eivatka nain ollen aggregoidu, kun
taas suolahapon avulla valmistetut selluloosananokiteet ovat vain heikosti va-
rautuneita. Selluloosananokiteité voidaan hyddyntaé esimerkiksi nanokomposii-
teissa, minka lisaksi niiden nestekideominaisuudet tekevat niista kiinnostavan
kohteen muun muassa erilaisiin kalvosovelluksiin, kuten elektronisiin nayttoihin.
[1,s.11-12]

Bakteeriselluloosalla on verkkomainen rakenne, joka muodostuu nauhamaisista
noin 20—100 nanometrin levyisista fibrilleista ja edelleen hienommista, 2—4 na-
nometrin levyisista fibrilleista (kuva 4).



Kuva 4. TEM-mikroskooppikuva bakteeriselluloosasta [10].

Bakteeriselluloosa on kestavaa, helposti muokattavaa ja erittain hydrofiilista,
minka liséksi se omaa korkean vedenpidatyskyvyn. Bakteeriselluloosaa voidaan
hyddyntaa laéketieteellisissé sovelluksissa, kuten haavasidoksissa, keinoihossa
ja verisuoni-implanteissa, mutta myos esimerkiksi elintarviketeollisuudessa. [1,
s. 13]]

Nanoselluloosan ominaisuuksia voidaan tutkia muun muassa erilaisilla kui-
tuanalysaattoreilla, pyyhkaisy- ja lapaisyelektronimikroskopialla (SEM, TEM)
seka kromatografian ja spektrometrian eri menetelmilla [1, s. 58].

3 Pintavarauksen merkitys ja analyysimenetelmat

Selluloosakuidut ja niiden komponentit sisaltavat varauksellisia ryhmia, kuten
heikkoja karboksyyliryhmia (-COOH) ja vahvoja sulfoniryhmia (-SOsH). Ne vai-
kuttavat muun muassa materiaalin pinta-aktiivisuuteen, yksittaisten kuitujen
seka kuitujen ja kemikaalien valiseen vuorovaikutukseen, kuitujen turpoami-

seen, metallien sitomiseen, reologisiin ominaisuuksiin, termiseen stabiilisuuteen



seka valmiiden paperituotteiden lujuuteen ja optisiin ominaisuuksiin. [2, s. 2619;
3,s.1]

Pintavaraus aiheuttaa hylkimisvoiman partikkelien valilla ja tekee niiden vesiliu-
oksista stabiileja, mika on olennaista erityisesti selluloosananokiteiden kohdalla.
Pintavarauksen tuominen selluloosananofibrilleihin sen sijaan vahentaa fibrilloi-
tumiseen vaadittavaa energiankulutusta. Pintavarauksen tuomat ominaisuudet
ovat merkittavia selluloosananomateriaalien tutkimuksessa, silla niiden myota
saadaan tuotettua vakaata ja homogeenista lopputuotetta. [2, s. 2619.] Selluloo-
samateriaalien varausta voidaan maarittaa useilla menetelmilla, joista yleisim-
piin kuuluvat konduktometrinen titraus, potentiometrinen titraus, magnesiume-

luutio, polyelektrolyyttiadsorptio ja zetapotentiaalin mittaus [3, s. 1].

Katzin ym. vuoden 1984 julkaisussa [11] esiteltiin menetelm& nanoselluloosan
sulfoni- ja karboksyyliryhmien pitoisuuden maarittamiseksi yhdella kondukto-
metrisella titrauksella. Julkaisuun perustuva Scandinavian Pulp, Paper and
Board Testing Committeen SCAN-CM 62:02 -testimenetelma [3] kuvaa konduk-
tometrisen titrauksen menetelman selluloosan kokonaisvarauksen (karboksyyli-
ja sulfonihapporyhmien kokonaispitoisuus) maarittamiseksi. Ensin kuidut pro-
tonoidaan suolahapolla, jolloin kuitujen pinnalla olevat happoryhmat vastaanot-
tavat vedyn (H*) vastaionina. Kun naytetta titrataan sen jalkeen natriumhydrok-
sidilla, karboksyyli- ja sulfonihapporyhmaét reagoivat natriumhydroksidin kanssa.
Natriumionit (Na*) liittyvat vastaioneina karboksyyli- ja sulfonihapporyhmiin ja

hydroksidi-ionit (OH") neutraloivat lohjenneet protonit (kuva 5). [3, s. 2.]

Fiber-SO3H + NaOH > Fiber-SOs™ Na+ + H-O
Fiber-COOH + NaOH —— Fiber-COO Na+ + H,0

Kuva 5. Konduktometrisessa titrauksessa kuitujen pinnalla olevat karboksyyli- ja
sulfonihapporyhmat reagoivat lisatyn natriumhydroksidin kanssa [3, s. 2].

Naytteen johtokykya mitataan titrauksen ajan, ja tuloksista muodostetaan

titrauskayra johtokyvysta titrausliuoksen kulutuksen funktiona (kuva 6).
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Kuva 6. Selluloosanaytteen pintavarauksen maaritys konduktometrisella titrauk-
sella [3, s. 2].

Titrauksen alussa naytteen johtokyky laskee, kun sen sisaltamat vahvat happo-
ryhmat eli sulfonihapporyhmat neutraloidaan natriumhydroksidilla. Taman jal-
keen johtokyky pysyy melko tasaisena, kun heikot karboksyylirynméat neutraloi-
tuvat. Lopussa johtokyky taas nousee, kun natriumhydroksidia lisatdén ylimaa-
rin. Titrausta jatketaan, kunnes johtokyky nousee lineaarisesti. Naytteen kar-
boksyyli- ja sulfonihapporyhmien kokonaispitoisuus voidaan maarittad sovitta-
malla suorat kayran lineaarisiin alueisiin ja maarittamalla toisen ja kolmannen
suoran leikkauspisteesta kuluneen titrausliuoksen tilavuus. Pitoisuus lasketaan

kaavalla 1. [3, s. 2-3.]



(1)

X on sulfoni- ja karboksyyliryhmien kokonaispitoisuus (pmol/g)

Cton natriumhydroksidiliuoksen pitoisuus (umol/l)

V2 on kuluneen NaOH-liuoksen tilavuus toisen ja kolmannen suoran leik-
kauspisteessa (l)

m on naytteen massa (Q).

Samoin naytteen pelkk& karboksyylipitoisuus voidaan laskea maarittamalla
titrauskayrasta kaksi leikkauspistetta: ensimmaisen ja toisen suoran leikkaus-
piste (V1) seka toisen ja kolmannen suoran leikkauspiste (V2). Tall6in pitoisuus
lasketaan V2 ja Vi:n erotuksen avulla, toisin sanoen titrauksen toisen vaiheen

aikana kuluneen titrausliuoksen avulla (kaava 2).

¥ =t @
Titrauksen toisessa vaiheessa naytteen sisaltamat karboksyylihapporyhmat
neutraloituvat. Konduktometrisella titrauksella voidaan siis maarittaa myos erik-
seen karboksyyli- ja sulfonihapporyhmien pitoisuus, vaikkakin menetelma voi
yliarvioida sulfonihapporyhmien maarén [3, s. 1]. Kun kyseessa on selluloosa-
nayte, joka ei sisélla sulfoniryhmia, titrauskayran alusta puuttuu selkea vaihe,
jossa johtokyky laskee. Talloin naytteeseen voidaan lisata tunnettu maara suo-
lahappoa analyysin selkeyttamiseksi. Titrausk&yré muistuttaa sellaisen naytteen
titrauskayraa, joka siséltaa myos sulfoniryhmid, mutta sulfoniryhmien sijaan
alussa titrataan naytteeseen lisattya suolahappoa. [11, s. 50-51.] Naytteeseen
voidaan lisaksi lisata natriumkloridia, mika aiheuttaa ionien jakautumisen tasai-
semmin kuitujen pinnan ja liuoksen valilla ja johtaa tarkempiin titrauksen péate-
pisteisiin [12, s. 1457].

4 TEMPO-avusteinen hapetus

Selluloosananofibrillien valmistus pelkalla mekaanisella kasittelylla vaatii paljon

energiaa, mika lisda myos tuotannon kustannuksia. Prosessin
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energiankulutusta voidaan vahentaa esikasittelemalla kuituja kemiallisesti en-
nen mekaanista hajotusta. Lisaksi kasittelylla on vaikutus selluloosananofibril-

lien ominaisuuksiin, kuten partikkelien kokoon ja pintavaraukseen. [1, s. 19.]

Yksi yleisesti kaytetty kemiallinen esikasittely on TEMPO (2,2,6,6-tetrametyylipi-
peridiini-1-oksyyli) -avusteinen hapetus, jossa kuitujen pinnalla olevat vapaat
hydroksyyliryhmat hapetetaan karboksylaattiryhmiksi [1, s. 19; 5, s. 73].
TEMPO-avusteisen hapetuksen tuloksena selluloosakuitujen vélille ei muodostu
voimakkaita vetysidoksia ja ne on nain ollen helpompi hajottaa mekaanisesti.
Mekaanisen hajotuksen jalkeen saatu tuote koostuu yksittaisista nanokuiduista
ja on usein homogeenisempaa kuin ilman esikasittelya. Saatujen nanokuitujen
pituus on samaa kokoluokkaa kuin pelkalla mekaanisella kéasittelylla valmistettu-
jen, mutta leveys on usein pienempi. [1, s. 19-20.] TEMPO-avusteinen hapetus
tekee myos nanoselluloosan vesiliuoksista vakaampia yksittaisten nanoselluloo-

sakuitujen valisen voimakkaamman hylkimisvoiman ansiosta. [1, s. 24.]

Selluloosan TEMPO-avusteista hapetusta ovat tutkineet muun muassa Isogai
ym. [5]. Reaktiossa selluloosan C6-hiilen primaariset hydroksyyliryhmat hapet-
tuvat natriumkarboksylaattiryhmiksi vesiliuoksessa pH:ssa 10-11 TEMPO:n,

natriumbromidin ja natriumhypokloriitin lasna ollessa [5, s. 73] (kuva 7).
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Kuva 7. Selluloosan C6-hydroksyyliryhmien hapettuminen C6-karboksylaattiryh-
miksi TEMPO-avusteisessa hapetuksessa [5, s. 73].

Isogain ym. menetelmdassa [5] selluloosasta tehdaan veteen liuos, jota sekoite-
taan huoneenlampdtilassa. Seokseen lisataan vesi-TEMPO-natriumbromidiliuos
ja sen jalkeen natriumhypokloriittiliuosta reaktion kaynnistamiseksi. Seoksen
pH:ta mitataan reaktion ajan ja sita sdadetaan natriumhydroksidiliuoksella niin,
ettd pH pysyy arvossa 10. Kun seoksen pH pysyy 10:ssa ilman natriumhydrok-
sidin lisddmista, kuidut suodatetaan ja huuhdellaan vedella. [5, s. 79.]

Reaktiossa selluloosafibrillien pinnalle muodostuu huomattava maara kar-
boksylaattirynmia: selluloosamolekyylien joka toisen glykosyyliyksikon C6-hyd-
roksyyliryhnmé& hapettuu karboksylaattiryhnméksi. Kun TEMPO-avusteisella hape-
tuksella kasitellyt selluloosakuidut hajotetaan kevyesti mekaanisesti esimerkiksi
homogenisaattorilla tai ultraddnihomogenisaattorilla, saadaan karboksylaattiryh-
mien aiheuttaman partikkelien valisen hylkimisvoiman ansiosta yksittaisia
TEMPO-hapetettuja selluloosananokuituja (TOCN), joiden leveys on 3—4 nano-
metrid ja pituus useita mikrometreja. [5, s. 71, 76—77.]
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Suodatetusta reaktioliuoksesta on mahdollista my6s kierrattaa kaytetty TEMPO,
mika laskee huomattavasti menetelmalla tuotettujen selluloosamateriaalien kus-
tannuksia [5, s. 80].

5 Materiaalit ja laitteet
5.1 Laitteet

TEMPO-avusteisella hapetuksella kasiteltyjen selluloosakuitujen mekaaniseen
hajotukseen kaytettiin GEA Lab Homogenizer PandaPLUS 2000 -homogeni-
saattoria (kuva 8). Naytetta kierratetaan laitteiston lapi korkealla paineella, mika
aiheuttaa naytteen hajoamisen pienemmiksi partikkeleiksi.

Kuva 8. GEA Lab Homogenizer PandaPLUS 2000 -homogenisaattori.

Kuituja analysoitiin tyon eri vaiheissa Valmet Fiber Image Analyzer FS5 -kui-
tuanalysaattorilla, joka maarittdd kuva-analyysin avulla tutkittavien kuitujen omi-
naisuuksia, kuten pituuden, paksuuden ja eri kokoisten partikkelien méaaran
naytteessa. Naytteiden kylméakuivaukseen kaytettiin Christ® ALPHA 1-4 LD plus
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-kylmakuivuria. Konduktometrinen titraus tehtiin Metrohmin laitteistolla (kuva 9),
joka koostui Metrohm 856 Conductivity Module -johtokykymittarista, Metrohm

801 Stirrer -magneettisekoittajasta ja Metrohm 807 Dosing Unit -annostelijasta.
Laitteisto oli kytketty tietokoneeseen ja sita ohjattiin Metrohm tiamo™ -titrausoh-

jelmalla (versio 2.5 light).

Kuva 9. Metrohmin titrauslaitteisto, jota ohjataan tietokoneella.
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Liséksi tydssa kaytettiin seuraavia laitteita:

e  Ohaus® Pioneer™ -analyysivaaka

o L & W Desintegrator (Lorentzen & Wettre, code 003, type 964026,
no 1027)

o Blchner-suppilo (10 cm) ja imupullo (1 1)

o polypropeeni-suodatinkangas (Sigma Aldrich, Z104256, |apaisevyys
25 cfm)

o Sartorius Analytic -analyysivaaka

. IKA® EUROSTAR 20 digital -sekoittaja

. Mettler Toledo SevenCompact -pH-mittari

. IKA® T18 digital ULTRA TURRAX® -sekoittaja.

5.2 Reagenssit

TEMPO-avusteisessa hapetuksessa kaytdssa olevat reagenssit ja liuokset oli-
vat 2,2,6,6-tetrametyylipiperidiini-1-oksyyli (98 %, Acros Organics), natriumbro-
midi (= 99,0 %, Sigma-Aldrich), natriumhypokloriittiliuos (Supelco®, Merck
KGaA) ja etanoli (96 %, VWR Chemicals). TEMPO-avusteisessa hapetuksessa
ja konduktometrisessa titrauksessa kaytettiin tislattua vetta, muuten kaytdssa oli
ionivaihdettu vesi. Liséksi tydssa kaytettiin seuraavia reagensseja ja liuoksia:

o suolahappo (37 %, Merck KGaA)
. natriumhydroksidi (Supelco®, Merck KGaA)
. kaliumvetyftalaatti (99,5 %, Sigma-Aldrich)

o fenoliftaleiini (0,1 % liuos 50 % etanolissa).

5.3 Naytteet

Opinnaytetydssa analysoitiin kolmea kaupallista nanoselluloosanaytetta (Cellu-
lose Lab, Kanada). Kaikki naytteet olivat TEMPO-avusteisella hapetuksella ka-
siteltyja selluloosananokidenaytteita geelimuodossa eri karboksyylipitoisuuk-

silla. Naytteiden tiedot on esitetty taulukossa 1.
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Taulukko 1. Cellulose Labin nanoselluloosanaytteiden ilmoitetut karboksyylipi-
toisuudet, kuitujen koko ja naytteiden kuiva-ainepitoisuus.

Naytteen nimi | Imoitettu kar- Kuitujen | Kuitujen | Kuiva-ainepi-
boksyylipitoisuus | leveys pituus toisuus (%)
(mmol/g) (nm) (nm)

CNC TEMPO | 0,2 5-20 140-200 |8

Low

CNC TEMPO |1,2 5-20 140-200 | 1,68

Medium

CNC TEMPO | 2,0 5-20 140-200 |1,12

High

Liséksi analyyseihin valmistettiin itse TEMPO-avusteisella hapetuksella kymme-
nen nanoselluloosanaytetta eri reaktioajoilla. Naytteet valmistettiin kuivatusta
koivun liukoselluloosa-arkista, joka siséltda valmistajan ilmoituksen mukaan

noin 95 % selluloosaa, 0,2 % mannoosia ja 4,8 % ksyloosia.

6 TyoOn suoritus
6.1 Nanoselluloosan valmistus TEMPO-avusteisella hapetuksella

TEMPO-hapetettuja selluloosananofibrillinytteita valmistettiin itse kymmenen
kappaletta. Kaytetty menetelma on luotu Itd-Suomen yliopiston metsatieteiden
osastolla ja perustuu Isogain ym. tutkimukseen TEMPO-hapetettujen selluloo-

sananokuitujen valmistusmenetelmista ja ominaisuuksista [5].

Koivun liukoselluloosa-arkkia leikattiin halkaisijaltaan noin 1 cm:n kokoisiksi pa-
loiksi, joita punnittiin noin 12 g naytetta kohti. Naytteet hajotettiin mekaanisesti

1200 ml:ssa ionivaihdettua vettd L&W Desintegrator -laitteella. Seokset suoda-
tettiin imusuodatuksella ja kuidut kerattiin talteen. Naytteita sailytettiin jadkaap-

pilampdtilassa.

TEMPO-avusteisessa hapetuksessa vedessa hajotettuja, suodatettuja kuitu-

naytteita punnittiin kosteuspitoisuus huomioituna 10 g naytetta kohti. Kuidut
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sekoitettiin 750 ml:aan tislattua vettd 1000 ml:n dekantterilasissa, kunnes seok-
sen koostumus oli tasainen. Sekoitusta jatkettiin nopeudella 400 kierrosta mi-
nuutissa ja seoksen pH:ta mitattiin koko reaktion ajan. Seokseen lisattiin liuos,
jossa 50 ml:aan tislattua vetta oli liuotettu 125 mg TEMPO:a ja 1250 mg nat-
riumbromidia. Reaktio kaynnistettiin lisdamalla seokseen 50 ml natriumhypoklo-
riittiliuosta. Seoksen pH saadettiin ensin suolahappoliuoksella (1 mol/l)
10,5:een, minka jalkeen pH:ta saadettiin koko reaktion ajan natriumhydroksidi-
liuoksella (1 mol/l) niin, ettd pH-arvo pysyi valilla 10,0-10,2. Kuva 10 esittaa
kaynnissa olevaa reaktiota. Reaktion pysayttamiseksi seokseen liséttiin 50 ml

etanolia.

Kuva 10. TEMPO-avusteinen hapetus.
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TEMPO-avusteinen hapetus toteutettiin 15, 30, 45, 60, 75, 90, 105, 120, 135 ja
150 minuutin reaktioajoilla. Reaktion paatyttya seokset suodatettiin imusuoda-
tuksella. Lopuksi kuidut huuhdeltiin nelja kertaa 125 ml:lla tislattua vetta. Kuidut
kerattiin talteen ja naytteita sailytettiin jadkaappilampdotilassa.

TEMPO-hapetetuista selluloosakuiduista valmistettiin 1-prosenttiset liuokset
500 ml:aan ionivaihdettua vetta. Liuoksia sekoitettiin Turrax-sekoittajalla 5 mi-
nuutin ajan nopeudella 25 000 kierrosta minuutissa tasaisen liuoksen saa-
miseksi. Liuokset homogenisoitiin homogenisaattorilla kolmella syklilla, joissa
paine saadettiin 500, 600 ja 700 bariin. Lyhyinta reaktioaikaa lukuun ottamatta
kaikista naytteista saatiin lopputuotteena lapikuultava, paksu geeli. Mita pidempi

reaktioaika naytteelld oli, sitd paksumpi geeli saatiin tuotettua.

Liuoksista otettiin naytteet sekd ennen homogenisointia etta jokaisen syklin jal-
keen. Noin 0,5 ml:n kokoinen nayte sekoitettiin 250 ml:aan ionivaihdettua vetta
Turrax-sekoittajalla ja naytteet analysoitiin kuituanalysaattorilla. Nain kuitujen
hajoamista nanomateriaaleiksi voitiin seurata jokaisen homogenisointisyklin jal-
keen (kuva 11, taulukko 2).
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Kuva 11. Kuituanalysaattorilla kuvattuja TEMPO-hapetettuja selluloosakuituja
vesiliuoksessa ennen homogenisointia (A) seka yhden (B), kahden (C) ja kol-
men (D) homogenisointisyklin jalkeen. Eri varit merkitsevéat eri kokoisia kuituja ja
partikkeleita liuoksessa. Naytteen TEMPO-reaktioaika oli 90 minuulttia.

Ennen homogenisointia kuvan 11 nayteliuoksessa oli runsaasti suurikokoisia
kuituja (pituus = 200 um). Ensimmaisen syklin jalkeen kuitujen maara kasvoi,
kun kuidut hajosivat pienemmiksi, mutta laite luokitteli ne kokonsa puolesta
edelleen kuiduiksi. Homogenisoinnin edetessa kuitujen maara laski murto-
osaan alkuperéisesta ja vastaavasti hienoaineeksi luokiteltujen partikkelien (<
200 pm) maéara nousi. Materiaalin hajotessa pienemmaksi partikkelien maara
kasvoi ensin huomattavasti, kunnes kolmen syklin jalkeen liuos oli jo niin ho-
mogeenista ja partikkelit niin pienid, etta laite havaitsi enda vahan optisen de-
tektiorajan (noin 1 um) ylittavia partikkeleita (taulukko 2).
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Taulukko 2. TEMPO-hapetetusta naytteesta (reaktioaika 90 minuuttia) mitattuja
kuitujen ja partikkeleiden mééaria homogenisoinnin aikana.

Homogenisointi- | Kuituja (2 200 um) Partikkeleita (< 200 pm)
syklien maara

0 53 660 519 643

1 (500 bar) 62 201 1 068 562

2 (600 bar) 4 836 1085912

3 (700 bar) 427 315178

Kolmella syklilla homogenisoituja nanoselluloosageeleja pakastettiin kahden
vuorokauden ajan, minka jalkeen naytteitd kylmakuivattiin 0,34 mbar:in pai-

neessa 76 tunnin ajan. Kuvassa 12 on esitetty tyypillisen naytteen koostumus

kasittelyn eri vaiheissa.

Kuva 12. TEMPO-hapetettua nanoselluloosaa kasittelyn eri vaiheissa.
Mekaanisesti vedessa hajotetut ja suodatetut selluloosakuidut ennen TEMPO-

kasittelya (A), TEMPO-kasitellyt suodatetut kuidut (B), nanoselluloosageeli
homogenisoinnin jalkeen (C) ja kylmé&kuivattu nanoselluloosa (D). Kuvatun

naytteen TEMPO-reaktioaika oli 90 minuulttia.
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Kylmakuivattuja naytteita sailytettiin eksikaattorissa, ja niista valmistettiin nayte-

liuokset konduktometrisiin titrauksiin (luku 6.2).

6.2 Konduktometrinen titraus

Nanoselluloosanaytteiden konduktometrinen titraus tehtiin 1t&-Suomen yliopis-
ton metsétieteiden osastolla luodulla menetelmall&, joku perustuu Scandinavian
Pulp, Paper and Board Testing Committeen SCAN-CM 65:02 -testimenetel-

maan [3].

Konduktometriseen titraukseen valmistettiin natriumhydroksidista titrausliuos,
jonka pitoisuus oli 0,05 mol/l. Liuoksen pitoisuus tarkistettiin titraamalla kalium-
vetyftalaattiliuosta NaOH-liuoksella kayttaen fenoliftaleiinia indikaattorina.
NaOH-liuoksen pitoisuus laskettiin sen titrauskulutuksesta kolmen rinnakkais-
maarityksen keskiarvona. NaOH-titrausliuoksen pitoisuudeksi méaaritettiin
0,04891 mol/l.

Kylmakuivattuja naytteitd punnittiin 100—-110 mg ja tarkat punnitustulokset kirjat-
tiin yl6s. Naytteisiin lisattiin 100 ml tislattua vettéa, minka jalkeen niitd sekoitettiin
2 minuutin ajan Turrax-sekoittajalla nopeudella 12 000 kierrosta minuutissa.
Konduktometrisessa titrauksessa naytetta sekoitettiin ensin 30 sekunnin ajan,
minka jalkeen naytteeseen liséttiin 2,5 ml suolahappoa (0,1 mol/l). Naytetta se-
koitettiin jalleen 30 sekunnin ajan ennen titrauksen aloitusta. Varsinaisessa
titrauksessa naytteeseen lisattiin automaattisella annostelijalla NaOH-titraus-
liuosta 50 pl:n annoksina noin 2 sekunnin valein. Naytetta sekoitettiin jatkuvasti
ja titrausta jatkettiin, kunnes titrausliuosta oli lisatty yhteensa 6 millilitraa. Laite
mittaa naytteen johtokyvyn jokaisen lisdyksen jalkeen ja ohjelma piirtaa nayt-
teelle automaattisesti titrauskayran, jossa on naytteen johtokyky (mS/cm) kulu-

tetun titrausliuoksen (ml) funktiona.

Analyysien ensimmaisessa vaiheessa kaikista naytteista tehtiin kolme rinnak-
kaismaaritysta. Kaupallisten nanoselluloosanaytteiden titrauskayristéa maaritet-

tiin kolmen suoran leikkauspisteet V1 ja V2 kahdella eri tavalla
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karboksyylipitoisuuden laskemiseksi, ja saatuja tuloksia verrattiin valmistajan il-

moittamiin karboksyylipitoisuuksiin.

Tapa 1

Naytteen titrauskayra piirrettiin RStudiolla titrausohjelmasta saadun datan
avulla. Kuvaajaan sovitettiin kolmesta suorasta koostuva paloittain lineaarinen

malli, josta maaritettiin suorien leikkauspisteet V1 ja V2 (kuva 13).

.

.

Johtokyky (mS/cm)
0.50 0.55 0.60 0865

045
I

040
L

0.35

0 1 2 4 5 6

3
Tilavuus (ml)

Kuva 13. Titrauskayraan sovitettiin RStudiolla kolmesta suorasta koostuva pa-
loittain lineaarinen malli.

Suorien leikkauspisteille annetaan ensin alkuarvot, jotka ovat mahdollisimman
tarkkoja arvioita leikkauspisteiden x-arvoille, ja joiden perusteella ohjelma sovit-
taa paloittain lineaarisen mallin pienimmé&n neliGsumman menetelmalla. Sovi-
tettu malli ja leikkauspisteet voivat vaihdella jonkin verran riippuen asetetuista
alkuarvoista, tai malli voi pysya samana riippumatta siitd, mitka alkuarvot leik-
kauspisteille antaa. Naytteen karboksyylipitoisuus laskettiin saaduista leikkaus-

pisteista kaavalla 2. Kaytetty R-skripti on esitetty liitteessa 1.
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Tapa 2

Metrohm tiamo™ -titrausohjelma piirtaa naytteelle titrauskayran ja etsii siita
kaksi lineaarista aluetta, joihin ohjelma sovittaa automaattisesti suoran. Tyypilli-
selle nanoselluloosanaytteelle, joka sisaltad karboksyyliryhmia, ohjelma sovittaa
suoran titrauksen ensimmaiseen vaiheeseen, missa johtokyky laskee jyrkasti,
seka kolmanteen vaiheeseen, jossa karboksyyliryhmien neutraloinnin jalkeen
johtokyky jalleen nousee. Koska ohjelma ei etsi lineaarista keskialuetta ja sovita
suoraa titrauskayran toiseen vaiheeseen, jossa karboksyyliryhmat neutraloi-
daan ja johtokyky pysyy jotakuinkin tasaisena, on puuttuva suora piirrettava

muulla tavoin leikkauspisteiden V1 ja V2 maarittamiseksi.

Tassa tapauksessa puuttuva suora piirrettiin kuvaan kuvankasittelyohjelmalla
kuvaajan alimman pisteen kautta x-akselin suuntaisesti (kuva 14A). Naytteesta
ja titrauskayran mallista riippuen titrausohjelma toisinaan etsii lineaarisen alueet
ja sovittaa suorat automaattisesti titrauskayran ensimmaiseen ja toiseen tai toi-
seen ja kolmanteen vaiheeseen. Naissa tapauksissa kuvaan piirrettiin kuvanka-
sittelyohjelmalla kaikki puuttuvat suorat (kuva 14B). Titrauksen ensimmaisesta
tai kolmannesta vaiheesta, jossa johtokyky laskee tai nousee jyrkasti, arvioitiin
silmamaaraisesti lineaarinen alue, jonka kautta piirrettiin puuttuva suora. Lisaksi
titrauksen toiseen vaiheeseen piirrettiin jo olemassa olevan suoran lisaksi ku-
vaajan alimman pisteen kautta x-akselin suuntainen suora. Suorien leikkauspis-
teet V1 ja V2 maaritettiin mahdollisimman tarkasti kuvan asteikolta ja naytteen

karboksyylipitoisuus laskettiin kaavalla 2.



23

07 0,59 |
~o0574\ B
o_ 055 1
053 1
E 051 -
0.49 1
047 ; EP1

Cond [mS/cm] (20.0 °C)
o
Cond [mS/cm] (20.0 °C

045 1

V [mL] V [mL]

Kuva 14. Titrausohjelman titrausraportista tallennetut kuvat. Punaisella merkityt
suorat ovat titrausohjelman automaattisesti sovittamia, ja vihreat suorat on piir-
retty kuvaan kuvankasittelyohjelmalla. Titrauskayran mallista riippuen kuvanka-
sittelyohjelmalla piirrettiin yksi (A) tai kaksi (B) suoraa.

Eri tavoin maaritetyilla leikkauspisteilla laskettuja karboksyylipitoisuuksia verrat-
tiin valmistajan ilmoittamiin karboksyylipitoisuuksiin. Tulosten perusteella arvioi-
tiin, kumpi tapa maarittda leikkauspisteet soveltuu jatkossa paremmin kayttoén
erilaisten nanoselluloosanaytteiden karboksyylipitoisuuden maarityksessa. Tyon
ensimmaisessa vaiheessa analysoitujen itse valmistettujen TEMPO-hapetettu-
jen nanoselluloosanaytteiden karboksyylipitoisuus maaritettiin kyseisella, pa-
remmin kayttdon soveltuvalla tavalla. Tuloksien perusteella tutkittin TEMPO-re-
aktioajan vaikutusta karboksyylipitoisuuteen.

Analyysien toisessa vaiheessa seka kaupallisista etta itse valmistetuista
nanoselluloosanaytteista valittiin yksi, joista maaritettiin karboksyylipitoisuus
kymmenella rinnakkaisnaytteella. Tulosten perusteella arvioitiin konduktometri-

sen titrausmenetelman toistettavuutta ja oikeellisuutta.

7 Tulokset

7.1 Esimittaukset ja eri tulostenkasittelytapojen soveltuvuuden arviointi

Analyysien ensimmaisessa vaiheessa kaikista naytteista tehtiin esimittaukset
kolmella rinnakkaisnaytteella. Tarkat mittaustulokset on esitetty liitteessa 2.

Kaupallisten nanoselluloosanaytteiden titrauskayrien leikkauspisteet maaritettiin
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kahdella eri tavalla (ks. luku 6.2). Mittaamalla saadut karboksyylipitoisuudet las-

kettiin ja tuloksia verrattiin valmistajan ilmoittamiin pitoisuuksiin.

Kaupallisten nanoselluloosanaytteiden valmistajan ilmoittamat karboksyylipitoi-
suudet olivat 0,2 mmol/g, 1,2 mmol/g ja 2,0 mmol/g. Kuvissa 15 ja 16 havainnol-
listetaan kolmen suoran leikkauspisteiden (V1 ja V2) maarittdmista titrauskay-
ristd kahdella eri tavalla eli paloittain lineaarisella mallilla ja kuvankasittelyohjel-

malla.
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Kuva 15. Titrauskayrat nanoselluloosanaytteestd, jonka valmistajan ilmoittama
karboksyylipitoisuus on 0,2 mmol/g. RStudiolla piirretty titrauskayra, johon on
sovitettu kolmesta suorasta koostuva paloittain lineaarinen malli (A) seka
titrausohjelmiston piirtdma titrauskayra, johon on piirretty kuvankasittelyohjel-
malla x-akselin suuntainen suora alimman pisteen kautta (B).

Kuvan 15 esimerkkikayrat kuuluvat naytteelle, jonka ilmoitettu karboksyylipitoi-
suus oli 0,2 mmol/g. Paloittain lineaarisella mallilla suorien leikkauspisteiden x-
arvoiksi maaritettiin 3,23 (V1) ja 4,47 (V2), ja naytteen laskettu karboksyylipitoi-
suus oli 0,571 mmol/g. Kuvankasittelyohjelmalla suorien leikkauspisteiden x-ar-
voiksi arvioitiin 4,29 (V1) ja 4,70 (V2) ja naytteen karboksyylipitoisuudeksi lasket-
tiin 0,189 mmol/g. Pienissa pitoisuuksissa titrauksen toinen vaihe, jossa kar-
boksyyliryhmat neutraloidaan, on lyhyt. Titrauskayrdn muoto muistuttaa V-kir-
jainta, ja titrauksen toisesta vaiheesta, jossa karboksyyliryhmét neutraloidaan,
on vaikea havaita lineaarista aluetta. Paloittain lineaarinen malli sovittaa pienim-
man neliocsumman menetelmalla keskimmaisen suoran jyrkalla kulmakertoi-

mella k&yran ensimmaiseen vaiheeseen ensimmaisen suoran jatkoksi.
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Kuvankasittelyohjelmalla keskimmaisen suoran voi sen sijaan piirtdd aina x-ak-
selin suuntaisesti, vaikka lineaarista aluetta olisi vaikea havaita. Nain ollen pie-
nissa pitoisuuksissa titrauskayrasta maaritetyt leikkauspisteiden Vi ja V2 arvot
voivat erota toisistaan huomattavasti riippuen siitd, kaytetd&dnko paloittain line-
aarista mallia vai piirretaanko titrauksen toisen vaiheen suora kuvankasittelyoh-
jelmalla x-akselin suuntaisesti. Tama johtaa myds huomattavaan eroon laske-

tussa karboksyylipitoisuudessa.

Suuremmissa karboksyylipitoisuuksissa titrauskayran muoto muistuttaa U-kir-

jainta (kuva 16).
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Kuva 16. Titrauskayra nanoselluloosanaytteestd, jonka valmistajan ilmoittama
karboksyylipitoisuus on 1,2 mmol/g. RStudiolla piirretty titrauskayré kolmesta
suorasta koostuvalla paloittain lineaarisella mallilla (A) ja titrausohjelmiston
titrauskayra, johon on piirretty kuvankasittelyohjelmalla x-akselin suuntainen
suora alimman pisteen kautta (B).

Mita suurempi karboksyylipitoisuus on, sitéa pidempi on titrauksen toinen vaihe,

jossa naytteen sisaltaméat karboksyyliryhmét neutraloidaan. Kolmesta suorasta
koostuva paloittain lineaarinen malli muistuttaa enemman titrausohjelman sovit-
tamia ja kuvankasittelyohjelmalla piirrettyja suoria. Paloittain lineaarisella mal-

lilla kuvan 16 naytteen leikkauspisteiden x-arvoiksi maaritettiin 2,57 (V1) ja 4,63
(V2), ja naytteen laskettu karboksyylipitoisuus oli 0,960 mmol/g. Kuvankasittely-
ohjelmalla suorien leikkauspisteiden x-arvoiksi arvioitiin 2,49 (V1) ja 4,69 (V2) ja

naytteen karboksyylipitoisuudeksi laskettiin 1,025 mmol/g. Leikkauspisteiden V1
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ja V2 arvoissa on véhemman vaihtelua kuin pienemmissa pitoisuuksissa, ja néin

ollen myds lasketut karboksyylipitoisuudet ovat lahempana toisiaan.

Taulukkoon 3 on koottu kaikkien kaupallisten nanoselluloosanéaytteiden mittaa-
malla saadut pitoisuudet kolmen rinnakkaisnaytteen keskiarvona molemmilla ta-

voilla maaritettyna. Kaikki mittaustulokset on esitetty liitteen 2 taulukossa 1.

Taulukko 3. Kaupallisten nanoselluloosanaytteiden ilmoitetut ja mittaamalla saa-

dut karboksyylipitoisuudet kolmen rinnakkaisnaytteen keskiarvona.

Nayte Valmistajan il- Mitattu kar- Mitattu kar-
moittama kar- boksyylipitoi- boksyylipitoi-
boksyylipitoi- suus (mmol/g, suus (mmol/g,
suus (mmol/g) paloittain lineaa- | kuvankasittely-

rinen malli) ohjelma)

CNC TEMPO |0,2 0,557 0,215

Low

CNC TEMPO | 1,2 0,960 1,036

Medium

CNC TEMPO | 2,0 1,520 1,569

High

Naytteen, jonka karboksyylipitoisuudeksi oli ilmoitettu 0,2 mmol/g, keskiarvoksi
saatiin paloittain lineaarisella mallilla 0,557 mmol/g ja kuvankasittelyohjelmalla
0,215 mmol/g. Paloittain lineaarisella mallilla méaaritetty pitoisuus on siis huo-
mattavasti suurempi kuin ilmoitettu pitoisuus, kun taas kuvankasittelyohjelman
avulla maaritetty pitoisuus on hyvin lahella ilmoitettua. Naytteilld, joiden ilmoite-
tut karboksyylipitoisuudet olivat 1,2 ja 2,0 mmol/g, mitattujen pitoisuuksien eroa-
vaisuus eri tulostenkasittelytapojen valilla oli pienempi (0,960 ja 1,036 mmol/g;
1,520 ja 1,569 mmol/g). Kyseisilla naytteilla mittaamalla maaritetyt pitoisuudet

olivat tavasta rippumatta pienempia kuin valmistajan ilmoittamat pitoisuudet.

Tulosten perusteella arvioitiin, etta tapa 1, eli titrauskayran lineaaristen alueiden
leikkauspisteiden maarittaminen kuvankasittelyohjelmalla, soveltuu paremmin
nanoselluloosanaytteiden karboksyylipitoisuuden maarittamiseen. Tyon muissa

maarityksissa kaytettiin tata tulostenkasittelytapaa.
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7.2 TEMPO-reaktioajan vaikutus nanoselluloosan karboksyylipitoisuu-
teen

TEMPO-avusteisella hapetuksella valmistettiin kymmenen naytetta eri reaktio-
ajoilla (15, 30, 45, 60, 75, 90, 105, 120, 135 ja 150 minuuttia). Naytteet valmis-
tettiin ja niiden karboksyylipitoisuus méaaritettiin luvuissa 6.1 ja 6.2 kuvattujen

menetelmien mukaisesti. Kuvassa 17 on havainnollistettu eri reaktioajoilla val-

mistettujen naytteiden titrauskayria esimerkkikuvin.
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Kuva 17. Itse valmistettujen TEMPO-hapetettujen nanoselluloosanaytteiden
titrauskayrid eri TEMPO-reaktioajoilla: 15 minuuttia (A), 60 minuuttia (B), 90 mi-
nuuttia (C) ja 150 minuuttia (D).

Naytteiden karboksyylipitoisuudet laskettiin kolmen rinnakkaismaarityksen kes-

kiarvona (kuva 18). Kaikki mittaustulokset on esitetty liitteen 2 taulukossa 2.



28
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Kuva 18. TEMPO-avusteisella hapetuksella valmistettujen
nanoselluloosanaytteiden mitatut karboksyylipitoisuudet kolmen
rinnakkaisnaytteen keskiarvoina.

TEMPO-hapetetun naytteen karboksyylipitoisuus oli 15 minuutin reaktioajalla
0,307 mmol/g. Pitoisuus ei noussut 30 minuutin reaktioajalla. 45 minuutin reak-
tioajalla karboksyylipitoisuus oli yli kaksinkertaistunut 0,732:een millimooliin
grammassa, mutta 60 minuutin reaktioajalla pitoisuudessa ei tapahtunut merkit-
tavaa nousua. 75 minuutin reaktioajalla pitoisuus oli noussut jalleen jyrkasti
(1,183 mmol/g). Karboksyylipitoisuus oli korkeimmillaan 90 minuutin reaktio-
ajalla (1,267 mmol/g), minka jalkeen pitoisuudessa ei havaittu merkittavia muu-
toksia. Tulosten perusteella paateltiin, etta optimaalinen reaktioaika TEMPO-

avusteisessa hapetuksessa on 75—90 minuuttia.

7.3 Menetelman toistettavuus

Menetelman toistettavuudella tarkoitetaan tulosten yhtépitavyytta, kun maarityk-
set tehdadn samasta naytteesta, samoissa olosuhteissa ja lyhyella aikavalilla.

Menetelma, tekija, laite ja laboratorio ovat samat kaikissa maarityksissa.
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Tuloksista lasketaan keskiarvo, keskihajonta ja variaatiokerroin eli suhteellinen
keskihajonta. [13, s. 29-31; 14, s. 14.]

Keskiarvo, keskihajonta ja suhteellinen keskihajonta maéaritettiin yhdesta kau-
pallisesta nanoselluloosanaytteestd (CNC TEMPO Low) seka yhdesta itse val-
mistetusta TEMPO-naytteesta (reaktioaika 90 minuuttia) kymmenella rinnak-
kaismaarityksella. Keskiarvo ja keskihajonta laskettiin MS Excelin KESKIARVO-
ja KESKIHAJONTA.S.-funktioilla. Suhteellinen keskihajonta laskettiin keskiha-

jonnan ja keskiarvon avulla kaavalla 3.

keskihajonta
keskiarvo

suhteellinen keskiarvo = - 100 % (3)
Kahden tutkitun naytteen mittaustuloksista méaaritetyt keskiarvot, keskihajonnat
ja suhteelliset keskihajonnat on esitetty taulukossa 4. Kaikki mittaustulokset on

esitetty liitteessa 3.

Taulukko 4. Toistettavuusmittauksien tuloksista lasketut keskiarvot, keskihajon-
nat ja suhteelliset keskihajonnat.

Nayte Keskiarvo Keskihajonta Suhteellinen
(mmol/g) (mmol/qg) keskihajonta (%)

CNC TEMPO Low | 0,158 0,011 6,67

TEMPO (90 min) 1,112 0,070 6,32

Kaupallisen nanoselluloosanaytteen (CNC TEMPO Low) kymmenesta rinnak-
kaisnaytteesta mittaamalla saatujen karboksyylipitoisuuksien keskiarvo oli 0,158
mmol/g, keskihajonta 0,011 mmol/g ja suhteellinen keskihajonta 6,67 %.
TEMPO-avusteisella hapetuksella (90 minuuttia) valmistetun naytteen keskiar-
voksi laskettiin 1,112 mmol/g, keskihajonnaksi 0,070 mmol/g ja suhteelliseksi
keskihajonnaksi 6,32 %. Suhteelliset keskihajonnat arvioitiin hyviksi ja mene-

telma néin ollen toistettavaksi.
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7.4 Menetelman oikeellisuus

Menetelman oikeellisuudella tarkoitetaan useista toistoista saatujen suureen mi-
tattujen arvojen keskiarvon ja suureen vertailuarvon yhtapitavyytta. Oikeelli-
suutta voidaan arvioida kayttamalla varmennettua vertailumateriaalia, osallistu-
malla vertailumittauksiin, tekemall& saantokokeita tai vertaamalla menetelmaa
yleisesti hyvaksyttyyn referenssimenetelmaan. [13, s. 27.] Tassa opinnayte-
tydssa oikeellisuutta arvioitiin maarittamalla karboksyylipitoisuus kaupallisesta
nanoselluloosanaytteesta (CNC TEMPO Low) kymmenella rinnakkaismaarityk-
sella ja vertaamalla mittaamalla saatuja tuloksia valmistajan ilmoittamaan pitoi-

suuteen kaksisuuntaisella t-testilla.

Analysoidun naytteen valmistajan ilmoittama karboksyylipitoisuus oli 0,2
mmol/g. Mittaamalla saatuja tuloksia on havainnollistettu kuvassa 19 piste- ja
viivakaaviolla. Tarkat mittaustulokset seka niiden laskettu keskiarvo ja keskiha-

jonta on esitetty liitteessa 3.
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Kuva 19. Kymmenesta rinnakkaisnaytteesta maaritetyt karboksyylipitoisuudet

piste- ja viivakaaviolla havainnollistettuna naytteesta, jonka valmistajan ilmoit-

tama karboksyylipitoisuus oli 0,2 mmol/g. Mittaamalla saadut tulokset vaikutta-
vat likimain normaalijakautuneilta seka toisistaan riippumattomilta.

Saadut tulokset analysoitiin kaksisuuntaisella t-testilld, jossa mittaamalla saa-
tuja arvoja verrattiin tunnettuun arvoon eli valmistajan ilmoittamaan pitoisuuteen

95 %:n luottamustasolla.
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Testisuure tiask laskettiin kaavalla 4.

[x—pol
Liask = T\/ﬁo (4)

tiask ON testisuure

x on rinnakkaismaarityksien keskiarvo

Ho on naytteen ilmoitettu pitoisuus

s on rinnakkaisméaarityksien otoskeskihajonta

n on havaintojen lukumaara.

Testisuureen arvoksi laskettiin 12,653. Kriittinen arvo teit maaritettin MS Excelin
T.KAANT.-funktiolla, ja sen arvoksi saatiin 2,262. Koska tiask>terit, Naytteesta mit-
taamalla saadut tulokset eroavat merkitsevasti valmistajan ilmoittamasta kar-

boksyylipitoisuudesta 95 %:n luottamustasolla.

8 Yhteenveto

Opinnaytetyon tavoitteena oli testata konduktometrisen titrauksen menetelmaa
nanoselluloosanaytteiden karboksyylipitoisuuden maarittamisessa. Tyossa py-
rittiin selvittamaan kahden eri tavan soveltuvuutta titrauskayran lineaaristen alu-
eiden leikkauspisteiden maarittamiseen seké arvioimaan menetelman toistetta-
vuutta ja uusittavuutta. Liséksi tavoitteena oli tutkia TEMPO-avusteisen hape-

tuksen reaktioajan vaikutusta nanoselluloosanaytteiden karboksyylipitoisuuksiin.

Kaupallisten nanoselluloosanaytteiden titrauskayristd maaritettiin lineaaristen
alueiden leikkauspisteet kahdella eri tavalla. Ensimmainen tapa oli kolmesta
suorasta koostuvan paloittain lineaarisen mallin sovittaminen titrauskayraan
RStudiolla. Ohjelmalla méaritettiin suorien leikkauspisteet ja niiden avulla las-
kettiin naytteiden karboksyylipitoisuus. Toisessa tavassa titrausohjelman auto-
maattisesti sovittamien suorien liséksi titrauskayraan piirrettiin puuttuvat suorat
manuaalisesti kuvankasittelyohjelmalla, ja suorien leikkauspisteet luettiin silma-
maaraisesti kuvaajan x-asteikolta. Tuloksia verrattiin naytteiden valmistajan il-

moittamiin karboksyylipitoisuuksiin.
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Lahes kaikki mittaamalla saadut karboksyylipitoisuudet olivat pienempia kuin
valmistajan ilmoittamat pitoisuudet riippumatta siita, kumpaa tapaa kaytettiin.
Paloittain lineaarinen malli osoittautui ongelmalliseksi etenkin sellaisten nayttei-
den kohdalla, joiden karboksyylipitoisuus on pieni. Kuvankasittelyohjelman kay-
tossa virhettd taas aiheuttaa tekijan oma harkinta lineaaristen alueiden arvioimi-
sessa silloin, kun puuttuva suora piirretdan titrauksen ensimmaiseen tai kolman-
teen vaiheeseen. Titrauksen toiseen vaiheeseen, jossa johtokyky pysyy jota-
kuinkin tasaisena, suora voidaan sen sijaan aina piirtda samalla tavalla alimman
pisteen kautta x-akselin suuntaiseksi. Tulosten perusteella todettiin, ettéd kuvan-
kasittelyohjelma soveltuu paremmin titrauskayran lineaaristen alueiden leik-

kauspisteiden maarittdmiseen ja naytteen karboksyylipitoisuuden laskemiseen.

TEMPO-avusteisella hapetuksella valmistettiin itse kymmenen nanoselluloosa-
naytetta eri reaktioajoilla. Naytteiden karboksyylipitoisuus ei noussut ensimmai-
sen 30 minuutin aikana. 45 minuutin reaktioajan jalkeen pitoisuus alkoi nousta,
ja korkeimmillaan se oli 90 minuutin reaktioajalla. Tuloksien perusteella paatel-
tiin, ettd korkean karboksyylipitoisuuden saavuttamiseksi TEMPO-avusteisen
hapetuksen reaktioajan tulisi olla 75-90 minuuttia. Pidempi reaktioaika ei ole te-

hokkuuden kannalta enda kannattava.

Toistettavuusmittauksissa karboksyylipitoisuus méaaritettiin laajemmalla mittaus-
sarjalla kahdesta naytteesta. Mittaamalla saaduista pitoisuuksista laskettiin kes-
kiarvo, keskihajonta ja suhteellinen keskihajonta. Suhteelliseksi keskihajonnaksi
saatiin kaupallisella nanoselluloosanaytteella 6,67 % ja itse valmistetulla
TEMPO-hapetetulla naytteella 6,32 %. Suhteelliset keskihajonnat arvioitiin

melko pieniksi ja menetelma ndin ollen toistettavaksi.

Analyysimenetelman oikeellisuutta arvioitiin maarittamalla karboksyylipitoisuus
kaupallisesta nanoselluloosanéaytteestd kymmenella rinnakkaisnaytteella ja ver-
taamalla saatuja tuloksia valmistajan ilmoittamaan pitoisuuteen kaksisuuntai-
sella t-testilla. T-testin tulokset osoittivat, etta mittaamalla saadut pitoisuudet
erosivat merkitsevasti valmistajan ilmoittamasta pitoisuudesta 95 %:n luotta-

mustasolla. Valmistajan ilmoittamien karboksyylipitoisuuksien tarkkuudesta ei
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kuitenkaan ollut tietoa, silla pitoisuuksille ei ollut ilmoitettu mahdollista vaihtelu-

valia.

TyoOn tavoitteet saavutettiin hyvin ja menetelman toimivuudesta saatiin arvo-
kasta lisatietoa. Menetelmaa olisi mahdollista viela jatkossa kehittdd parempien
tulosten saamiseksi. Tulevaisuudessa voisi esimerkiksi testata, miten suolan li-
saaminen naytteeseen vaikuttaa titrauskayran muotoon ja lineaaristen alueiden
arviointiin, ja sen myota tulosten oikeellisuuteen. Lisaksi olisi hyddyllista tutkia
menetelman uusittavuutta, jolloin saataisiin tietoa kuvankasittelyohjelman toimi-
vuudesta karboksyylipitoisuuden maarittamisessa silloin, kun analyysin tekija ja

ajankohta vaihtelevat.
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R-skripti

# Luetaan data

datakehikko <- read.table('CNC_TEMPO Medium A.txt',6 header=TRUE)
m <- 0.1095

C <- 0,04891

library (segmented)

# Lineaarinen malli
lineaarinen malli <- Im(y~x,data=datakehikko)

# Paloittain lineaarinen malli, psi=c(3,4.5) antaa alkuarvot katkaisu-
pisteille

paloittain lineaarinen malli <- segmented(lineaari-

nen malli, seg.z=~x,psi=c(3,4.5))

# Katkaisupisteet

xbrake <- summary(paloittain lineaarinen malli) $psil[, 2]

# Ennustetut arvot katkaisupisteissa

ybrake <- predict.segmented(paloittain lineaarinen malli,new-
data=data.frame (x=xbrake), se.fit=TRUE)

# Sovituskuvaaja

plot (paloittain lineaarinen malli,col='red',6 lwd=2,xlab="'Tilavuus
(ml) ', ylab="'Johtokyky (mS/cm)',main='Titrauskayra')

points (datakehikko$x,datakehikkoSy, pch=16,cex=0.5)

points (xbrake, ybrake$fit,pch=16,col="red")

grid()

print (xbrake)

print (ybrake)

# Naytteen karboksyylipitoisuus

V1 <- summary(paloittain lineaarinen malli)S$psi[l,2]

V2 <- summary(paloittain lineaarinen malli)$psi[2,2]
karboksyylipitoisuus <- (V2-V1)/m*C

cat ('karboksyylipitoisuus = ', round(karboksyylipitoisuus, 3))

Esimerkkikoodi 1. Paloittain lineaarisen mallin sovittamisessa ja naytteen kar-
boksyylipitoisuuden maarittamisessa kaytetty R-skripti. Esimerkkindytteen (CNC
TEMPO Medium, rinnakkaisnayte A) massa on 0,1095 g ja suorien leikkauspis-
teille annetut alkuarvot ovat 3 ja 4,5. Muokattu Veli-Matti Taavitsaisen R-skrip-
tista.
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Nanoselluloosanaytteiden karboksyylipitoisuudet esimittauk-

sissa

Taulukko 1. Esimittauksissa mitatut kaupallisten nanoselluloosanaytteiden
karboksyylipitoisuudet kolmella rinnakkaisnaytteella.

Nayte Valmistajan Mitatut karboksyy- | Mitatut karboksyy-
iIImoittama lipitoisuudet lipitoisuudet
karboksyyli- | (mmol/g, paloittain | (mmol/g, kuvanka-
pitoisuus lineaarinen malli) sittelyohjelma)
(mmol/qg)

CNC TEMPO |0,2 0,505 0,243

Low

0,571 0,189

0,594 0,212
CNC TEMPO | 1,2 0,941 1,014
Medium

0,978 1,069

0,960 1,025
CNC TEMPO | 2,0 1,489 1,505
High

1,548 1,600

1,523 1,601
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2 (2)

Taulukko 2. Esimittauksissa mitatut TEMPO-avusteisella hapetuksella valmis-
tettujen nanoselluloosanaytteiden karboksyylipitoisuudet kolmella rinnakkais-

naytteella.

Reaktioaika | Mitatut karboksyylipitoisuudet (mmol/g) | Keskiarvo
(min) (mmol/g)
15 0,254 0,448 0,219 0,307

30 0,316 0,281 0,319 0,305

45 0,751 0,754 0,691 0,732

60 0,789 0,748 0,795 0,777

75 1,192 1,160 1,196 1,183

90 1,285 1,286 1,229 1,267
105 1,057 1,111 1,093 1,087
120 0,982 1,053 1,067 1,034
135 1,078 1,119 1,176 1,124
150 1,121 1,100 1,130 1,117
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Nanoselluloosanaytteiden karboksyylipitoisuudet
toistettavuus- ja oikeellisuusmittauksissa

Taulukko 1. Nanoselluloosanaytteiden mitatut karboksyylipitoisuudet toistetta-
vuus- ja oikeellisuusmittauksissa kymmenella rinnakkaisnaytteella.

Mitattu karboksyylipitoisuus (mmol/g)
Mittaus CNC TEMPO Low TEMPO (90 min)
1 0,169 1,095
2 0,151 1,126
3 0,154 1,144
4 0,155 1,111
5 0,168 1,143
6 0,143 0,920
7 0,145 1,163
8 0,167 1,147
9 0,173 1,150
10 0,154 1,120
Keskiarvo (mmol/g) 0,158 1,112
Keskihajonta (mmol/g) 0,011 0,070
Suhteellinen keskihajonta (%) | 6,67 6,32
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