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Resiimee/Abstract

Siuisinik-tselluloos komposiit tsiianobakteri elutegevuse pirssimiseks

Magistritod eesmark oli luua tsiianobakteri elutegevust parssiv siisinik-tselluloos komposiit,
milles tsiitotoksilise komponendina testiti siisiniknanomaterjale nagu siisinikaerogeel,
stisiniknanotorud ning Kkarbiidne siisinik. Komposiidi maatriksiks kasutati tselluloosi selle
vees chk tsiianobakteri elukeskkonnas mittelahustumise tottu. Esmalt uuriti puidumassi,
nanofibrilleeritud tselluloosi ja mikrokristallilise tselluloosi lahustumist 11 erinevas ioonses
vedelikus ning nende regenereerimist antisolventides ning anti sellest siisteemsem {iilevaade
kui seni kirjanduses leida voib. EMIMCI-s lahustamise ja vees regenereerimisega valmistatud
einevad siisinik-tselluloos komposiidid tombusid kiill valmistamise kdigus kokku, kuid
voolutsiitomeetria abil tuvastati kodigil valmistatud siisinik-tselluloos komposiitidel vorreldes

puhta tselluloosiga tstianobakteri elutegevuset parssiv mdju.

maérksonad: ioonne vedelik, tselluloos, tsiianobakter, antisolvent, tselluloosi lahustamine,

stisiniknanotorud, stisinikaerogeel, karbiidne siisinik, antibakteriaalsus

CERCS: T150 Materjalitehnoloogia

Carbon-Cellulose Composite for Suppression of Cyanobaterial Vital
Function

The main objective of this master’s thesis was to create a carbon-cellulose composite with
cytotoxic properties against cyanobacterial vital function applying carbon aerogel, carbon
nanotubes and carbide derived carbon as materials with potential antibacterial properties.
Cellulose as a natural binder was used due to its insolubility in water and solubility in ionic
liquids allowing “green processing®. A systematic overview on dissolving treated wood pulp,
microcrystalline cellulose and nanofibrillated cellulose in 11 ionic liquids and regeneration of
cellulose in different antisolvents is given. As confirmed by flow cytometry, compared to
pure cellulose, the corresponding carbon aerogel-, carbon nanotube- and carbide derived
carbon-cellulose composites suppress the growth of cyanobacteria regardless of carbon type.

keywords: ionic liquid, cellulose, cyanobacteria, antisolvent, dissolving cellulose, carbon

nanotubes, carbon aerogel, carbide derived carbon, antibacterial

CERCS: T150 Material technology
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1 Sissejuhatus

Selle t66 eesmargiks oli valmistada siisinik-tselluloos komposiidid kasutades tselluloosi
lahustamiseks ioonseid vedelikke ning uurida saadud siisinik-tselluloos komposiitide
kasutamist tsiianobakteri elutegevuse parssimiseks. Tsiianobakter eritab ohtlikke néarvimiirke,
mis pdhjustavad elusloodusele kahju ning voivad inimesele mojuda ka surmavalt. Lddnemeres
toimuvad tsiianobakteri vohamised tulenevad véédrast pdllumajandusest. Senimaani on
iritatud piirata tsiianobakteri elutegevust 1dbi pdllumajanduslike regulatsioonide.
Tsiianobakteriga saastunud vee joogikolblikuks muutmiseks kasutatakse ka filtreerimist. Siin
t00s uuritakse voimalust parssida juba eksisteerivate tsiianobakterite elutegevust, arendades
materjali, mida lisaks filtrites vdi joogiveetorude sisepindadel kasutamisele voiks laotada

vette.

Antibakteriaalse komponendina kasutati komposiidis siisiniku allotroope. Siisinikku siduvaks
maatriksiks valiti tselluloos kaalutlustel, et see on vees lahustumatu looduslik poliimeer ning
seda on voimalik ioonseid vedelikke kasutades toodelda keskkonda saastvalt. Tselluloosi
lahustamist  ioonsetes  vedelikes loetakse  keskkonnasdbralikuks, sest vdrreldes
traditsionaalsete tselluloosi lahustitega tekib ioonsetest vedelikest taaskasutatavuse tottu pea

olematul hulgal jééke.

T66 esimene pool keskendub tselluloosi lahustamise uurimisele erinevates ioonsetes
vedelikes— antakse siisteemsem {iilevaade tselluloosi lahustamise kohta ioonsetes vedelikes,
ja hiljem regenereerimise kohta, kui on seda seni kirjanduses tehtud, seal hulgas on vilja
toodud tulemused ka varemalt testimata ioonsete vedelike kohta. Valmistati uudsed
stisinikaerogeel-tselluloos komposiidid, mille kohta seni avaldatud kirjanduses andmeid ei ole
leitud.

Too teises pooles valmistati siisinik-tselluloos komposiitfiibrid, kasutades siisinikuna
stisinikaerogeeli, stisiniknanotorusid ning karbiidset péritolu siisinikku ning testiti valmistatud

fiibrite antibakteriaalsust vélja valitud tsiianobakteri liigi suhtes.



2 Kirjanduse iilevaade

2.1 Siisinik-tselluloos komposiit

Stisinik-tselluloos komposiit on kahest komponendist koosnev liitmaterjal, milles siisiniku

osakesed on jagunenud pideva faasi moodustavas tselluloosis.

2.1.1 Tselluloos

Tselluloos on looduslik kdrgmolekulaarne poliisahhariid, mis tekib peamiselt taimedes ja on
taimerakkude kesta pohiline koostisosa. Tselluloosi iildvalem on (CgH100s),, kus n on
gliikoosijddkide arv poliimeeris. Tselluloosi on keemilise toormaterjalina kasutatud juba {ile
150 aasta. Sellel on mitmeid tddstuslikke rakendusi, nagu nditeks paberi, farmaatsiatoodete,
tekstiili jm tootmine (Kennedy 1987). Tselluloos on leidnud laialt kasutust nii poliimeeri- Kui
varvitoostustes (Hon and Shiraishi 2000; Yu et al. 2009). On olemas ka naiteid tselluloosi
kasutusest toestusmaterjalina nanokomposiitides, elektroonikas ning kiituseelementide
membraanides (Gilbert 1994; Khalil et al. 2012; Miao and Hamad 2013). Antud materjal on
ka alternatiivne ldhteaine biokiituse tootmiseks (Carroll and Somerville 2009, DuPont 2016).

Viimastel aastatel on hoogustunud nanotselluloosi uurimine. Nanotselluloos on looduslikust
materjalist eraldatud tselluloos, mille osakeste mdotmed iithes suunas on nanomeetri
suurusjérgus. Nanotselluloos, nagu tselluloos, on hiidrofiilne, keemiliselt modifitseeritav ning
voimaldab saada erineva kristalliinsusega kiude, kuid on nanomaterjalidele iseloomulikult ka
suure eripinnaga. Kéesolevas t00s kasutatakse kahte erinevat tiilipi nanotselluloosi:
nanofibrilleeritud  tselluloosi ja  mikrokristallilist ~ tselluloosi. Looduses esinev
nanofibrilleeritud tselluloos moodustab taimse raku véliskihi teise hierarhilise taseme: teatud
arv tiksikuid tselluloosi molekule on kokku pdimitud 3 —5 nm jamedusteks fibrillideks, mis
on omakorda suuremateks 15 — 20 nm ihikuteks poimunud. (Klemm et al. 2011)
Tselluloosnanofiibreid toodavad ka teatud liiki bakterid (Lavoine et al. 2012).
Mikrokristalliline tselluloos on puhas osaliselt depoliimeriseeritud tselluloos liihemate
kristalsete poliimeeridega. Valmistamismeetodiks on korge puhtusega puitmassi osaline
hiidroliiiis, millele jargneb puhastus ning kuivatus. Seda kasutatakse ulatuslikult
ravimito0stuses tditeainena ning lisaks paakumisvastase ainena, stabilisaatorina ning pinna

modifikaatorina (United States Department of Agriculture 2016).



2.1.2 Tselluloosi lahustuvus

Kuna tselluloosi lahustavaid solvente on véhe, on tselluloosi rakendatavus piiratud. Naiteks,
on tselluloos lahustumatu vees ning levinud orgaanilistes lahustites. Lisaks on biomassist
tselluloosi  eraldamine etapirohke protsess (Sannigrahi and Ragauskas 2013).
Taaskasutatavate ning keskkonnasobralike ressursside leidmine tselluloosi lahustamiseks on

saanud tiheks tdhelepanupunktiks (Dominguez de Maria 2013; Liebert 2010).

Tselluloosi lahustamiseks tuleb 16hkuda korraparases fibrillstruktuuris tselluloosi ahelate

siseste ja ahelate vaheliste vesiniksidemete vorgustik (Joonis 1).
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Joonis 1 Tselluloosis olevad molekulidevahelised ja molekulidesisesed vesiniksidemed (Wang et al. 2012)

On leitud, et tselluloosi saab lahustada ilma lisatootluseta ning suhteliselt kiiresti
NaOH/tiouurea ning NaOH/uurea vesilahustes. Siiski voib saadud lahus kergesti geelistuda
ning ei ole seega toeline lahus. Vorreldes eelnevalt mainitud siisteemidega, on

NaOH/tiouurea/uurea siisteem tselluloosi lahustamiseks efektiivsem (Jin et al. 2007).

Praegu kasutusel olevate tselluloosi lahustamise meetodite puuduseks vorreldes otse ioonses
vedelikus (IL, ingl ionic liquid) lahustamisega on lahustite lendumine, toksilisus, miirkgaaside
teke, raskused lahusti regenereerimises, tekkivate jadkide kogus ning tselluloosi vihene
lahustuvus. (Heinze and Liebert 2001; Xu et al. 2010) loonsed vedelikud on madala
sulamistemperatuuriga orgaanilised soolad. Enamuses alla 100 °C vedelad, peaaegu olematu
aururdhuga ning korge termilise stabiilsusega on ILid osutunud headeks lahustiteks.
Kombineerides ioonse vedeliku katioone ja anioone, on teoreetiliselt voimalik saada erinevate

keemiliste ja fiiiisikaliste omadustega ioonseid vedelikke suurusjirgus 10*. (Forsyth et al.



2004) loonseid vedelikke saab peale kasutamist regenereerida ning taaskasutada peaaegu
kadudeta.

Tselluloosi ILis lahustades katkevad tselluloosi poliimeeride vahelised ja poliimeeride sisesed
vesiniksidemed (Joonis 1) ning tekivad uued vesiniksidemed tselluloosi ning ILi vahel (Joonis
2). Mboned ILid suudavad 16hkuda tselluloosi vesiniksidemeid ilma tselluloosi
derivatiseerimata (Swatloski et al. 2002). Happelisi ILe on kasutatud nii mikrokristallilise
tselluloosi (Ding et al. 2012), puidu ja saepuru (Wang et al. 2010), ning suhkruroo (Lan et al.
2013) lahustamiseks.
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Joonis 2 Skeem tselluloosi lahustamisest ILis (X" - anioon; Me- - metiiiilrithm; R- - alkiiiilriithm) (Seoud et
al. 2011) (kohandatud)

Siiski on seni tselluloosi lahustamiseks sobinud vaid vihesed ILid. Kirjanduse pohjal on
tavapdrase kuumutamise korral (< 100 °C) tselluloosi lahustamiseks kdige populaarsemad
imidasooliumil  pdhinevad ILid:  1-alliiiil-3-metiiiilimidasooliumkloriid,  1-butiiiil-3-
metutulimidasooliumkloriid, 1-butiul-3-metiilimidasooliumatsetaat, 1-etuul-3-
metuiulimidasooliumatsetaat, 1-etuul-3-metiitilimidasooliumkloriid, 1-etuul-3-

metiililimidasooliumdietiiiilfosfaat (Fukaya et al. 2010; Wang et al. 2012). Nende ILide
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omadus tselluloosi lahustada tuleneb peamiselt anioonist, mille aluselisus ning
vesiniksidemete moodustamine méngivad selles protsessis votmerolli, kuid ka katiooni
omadused on olulised (Brandt et al. 2013). On leitud, et tselluloosi interaktsioonitugevus
erinevate ILide anioonidega viheneb jargnevas jarjekorras: kloriid anioon > atsetaat anioon >
alkiitilfosfaat anioon > tetrafluoroboraat anioon > heksafluorofosfaat anioon (Vitz et al. 2010)
ehk mida elektronegatiivsema aniooniga on IL, seda paremini selles tselluloos lahustub.
Viimasena mainitud ILid mittekoordineerivate anioonidega [BFs]" ja [PFs]” ei lahusta
tselluloosi. Katioonide kiiljes oleva alkiitilriithma pikendamine vdhendab ILide voimet

stisivesikuid lahustada (Ding et al. 2012; Klemm et al. 2005).

Tselluloosi lahustamise kohta avaldatud info on siisteemitu, Sest erinevates uurimustes
kasutatakse erinevat tiiiipi tselluloosi, erinevaid kontsentratsioone ning tingimusi. Varieeruvad
nii temperatuur kui kuumutamise ja segamise meetodid (Lan et al. 2013). Oluliseks
parameetriks on ILide puhtus (eriti veesisalduse suhtes). ILide voimet tselluloosi lisaks

lahustamisele ka lagundada, on vahe uuritud. (Bentivoglio et al. 2006)

Tselluloosi saab teatud ILides lahustada kuni 25 %-ni. (Pinkert et al. 2009) 25 %
tselluloosisisaldusega IL lahused saab mikrolainekuumutusega suhteliselt liihikese
kuumutusajaga (minutid tundide asemel) (Ha et al. 2011; Seoud et al. 2011). Liigne
tselluloosi mikrolainekuumutus pohjustab tselluloosi piiroliiiisi, mille oht on suurem, kui
tselluloos on kontaktis ILiga. (Swatloski et al. 2002) Lahustuvuse ja madala viskoossuse tottu
on lihtsam valmistada ning kasitleda kuni 5 % tselluloosisisaldusega lahuseid (Swatloski et al.
2002, Bentivoglio et al. 2006)

2.1.3 Tselluloosi regenereerimine

ILis lahustunud tselluloosi regenereerimine on vdimalik lisades tselluloosi lahusele
antisolventi. Antisolvendi eesmirgiks on eemaldada lahusest algne solvent sadestades vilja
algselt lahustunud aine. Antud olukorras on algseks lahustiks IL ning vilja sadenevaks aineks
tselluloos. Antisolvent norgendab voi 16hub tselluloosi ja ILi vahelisi vesiniksidemeid. Selle
kdigus tekivad vesiniksidemed antisolvendi ning ILi vahel. Lisaks taastuvad enne ILis
lahustumist eksisteerinud tselluloosi poliimeeride sisesed ja vahelised vesiniksidemed.
Antisolvent peab olema ILiga segunev ja tselluloosi sadestama (Gupta et al. 2013a; Zhang et
al. 2011). Sobivate antisolventidena tselluloosi regenereerimiseks IList on nimetatud vett,

etanooli, atsetooni, metanooli ning atsetonitriili (Zhu et al. 2006). Vesi regenereerib ILis
9



lahustunud tselluloosi vilja neist kodige kiiremini ning vees regenereeritud tselluloos on
vorreldes vihem vesiniksidemeid andvate antisolventidega puhtam (Swatloski et al. 2002).
Juba 1 % vett ILis muudab tselluloosi lahustamise voimatuks (Gupta et al. 2013b). Kasutatud

ILe saab omakorda regenereerida ning taaskasutada.

Regenereeritud tselluloosi makroskoopiline struktuur soltub antisolvendist, tselluloosi lahuse
temperatuurist, antisolvendi hulgast ja antisolvendi ning ILi ja tselluloosi kontakti kestusest.
Lisaks voib tselluloosi kristalliline struktuur regenereerimise kdigus muutuda. (Zhang et al.
2014). Pulbrilise materjali valmistamisel m&jutab antisolvendi segamise kiirus pulbriosakeste
suurust. Fiibreid ja pulki on voimalik valmistada lahust antisolventi ekstrudeerides. Kilede
saamiseks valatakse lahus enne antisolvendiga to6tlemist vormi voi plaadile. (Luo and Zhang
2010)

2.1.4 Siisinik-tselluloos komposiidid

Uute materjalide valjatootamisel on ILe kasutatud nii matriitsina nanostruktuuride
tekitamiseks (Dai et al. 2000), kus 16ppmaterjalidest on IL vélja pestud, kui osana materjalis
(Néouze et al. 2006; Bellayer et al. 2008). Lisaks omadusele lahustada looduslikke poliimeere
nagu tselluloos, on IL dispergeeriv keskkond anorgaanilistele nanoosakestele ja
mesopoorsetele (poori laius vahemikus 2 — 50 nm, IUPAC) materjalidele. Uks niidetest on
hiibriidmaterjal ionogeel, milles on kombineeritud poorne anorgaaniline materjal ja IL
(Néouze et al. 2006). Tavaliselt kasutatakse ionogeelides réniaerogeeli, aga imidasooliumil
pohinevad ILid moodustavad ka dispergeeritud siisiniknanotorudega geelid (Fukushima et al.
2003), mis on stabiilsed. ILide geelistumine tuleneb nanotorude ja ILide, mille vahel esinevad
ndrgad fudsikalised sidemed, orientatsioonist (Fukushima et al. 2003) ning seetottu on
ionogeelidel nii tahkete poliimeeride kui ka vedelate ILide omadused. lonogeele saab vormida
ning kasutada mitmetes rakendustes (Fukushima et al. 2005; Néouze et al. 2006).
Kombinatsioon elektrit juhtivast siisinikust ja ioonjuhtivast IList vdimaldab selliseid
ionogeele kasutada elektroodidena nditeks ioonsetes elektromehaaniliselt aktiivsetes

komposiitides ehk aktuaatorites (Yamato et al. 2012).

Kéesolevas t00s valmistatakse siisinik-tselluloos komposiidid, kus IL on lahusti rollis ning
16ppmaterjalis ei sisaldu. Siisinikuna kasutatakse siisiniknanotorusid (CNT, ingl carbon

nanotubes), amorfset siisinikacrogeeli (CA, ingl carbon aerogel) ja turbostraatse (Latt 2005)
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(ingl turbostatic) struktuuriga karbiidset siisinikku (CDC, ingl carbide derived carbon), mille

struktuurid on kujutatud joonisel 3.

Stisiniknanotorudel on suurepdrased mehaanilised omadused, elektriline juhtivus ning
termiline stabiilsus (Hamedi et al. 2014; Shi et al. 2013). CNTd on siisiniku allotroop, millel
on silindriline nanostruktuur. CNTd vdivad olla iihe- vdi mitmeseinalised, lahtiste ning

kinniste otstega ning erineda omavahel kiraalsuse poolest.

CA on sarnaselt CNTga elektrit juhtiv ning vdimeline moodustama ILis geelilaadse
struktuuri. CA on viiga poorne (> 50 %) ning suure eripinnaga (> 3000 m%g) (Baumann et al.
2008) materjal. Seda valmistatakse harilikult poorsest superkriitiliselt kuivatatud orgaanilisest
aerogeelist, mis on piroliiisitud korgel temperatuuril. Algmaterjali silintees ning
valmistamisprotsess lubavad siisinikmaterjali struktuuri, nagu néiteks pooride paiknemise,
pooride suuruse ning eripindala, ning sellega seoses muude, s.h. elektriliste omaduste,
modifitseerimist. (Al-Muhtaseb and Ritter 2003; Amaral-Labat et al. 2012; EIKhatat and Al-
Muhtaseb 2011; Zubizarreta et al. 2007) CAIl pohinevates elektroodimaterjalides, kasutatakse
stisiniku  sidujana  tavaliselt  polimeere, nditeks  polii-(viniilideendifluoriid-ko-
heksafluoropropiileeni) (Kruusamée et al. 2013) ja polii-(tetrafluoroetiileeni) (Lahedér et al.
2012).

CDC on ihisnimetus karbiidsetest ldhtelihenditest (nt: TiC ja SiC) valmistatud
siisinikmaterjalile. CDCd kasutatakse nditeks energia Salvestamiseks (Pandolfo and
Hollenkampf 2006; Valk et al. 2016) ning gaaside talletamiseks (Presser et al. 2011),
triboloogilistes katetes (Erdemir et al. 2004) ning kataliiiisis (Niu et al. 2011).

B

Joonis 3 Amorfse (A), turbostraatse (B), silindrilise (C) ja fullereeni (D) nanostruktuuriga siisiniku
allotroobid (Small 2016; Grady 2016; Wang et al. 2014)
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Elektriliselt juhtivate komponentidega tselluloos-komposiidid pakuvad vdimalust valmistada
korge elektrilise juhtivuse, manipuleeritavate elektriliste ning optiliste omadustega materjale
(Nakagaito and Yano 2014; Moon et al. 2011). Siisinik-tselluloos komposiitide véimalikud
rakendusalad on seotud elektroonikaga: painduvad ekraanid, elektroaktiivsed mikrofiibrid
elektroonilistes tekstiilides, nanopaberi substraadid, orgaaniline bioelektroonika, erinevad
biomeditsiinilised rakendused jm. (Shahinpoor 1992; Bar-Cohen 2001; Guo et al. 2003; Kim
and Yung 2002; Lu et al. 2008)

Kuna CNTdel ning teistel siisiniku allotroopidel on leitud mikroorganismidele toksilisi
omadusi (Kang et al. 2008), on eelnevale lisaks alust siisinik-tselluloos komposiite katsetada

ka antibakteriaalsetes rakendustes.

2.2 Tsiianobakteri neutraliseerimine

Selle t66 teises osas uuritakse CNTde, CAde ja CDCga valmistatud siisinik-tselluloos

komposiitide moju tsiianobakteri juurdekasvule bakteri kasvukeskkonnas.

Tsiianobakter, mida rahvakeeles kutsutakse ka sinivetikaks, elab vees hdljum-kolooniatena.
Tsiianobakterite kolooniad vdivad koosneda piklikest ahelatest kuni moodustada kerakujulisi

kolooniaid.

Tsiianobakteri kahjulikkus avaldub pdhiliselt kaks korda aastas Lédnemeres toimuvates
,oitsengutes mojutades enim Rootsi ja Soome rannikuid. Tsiianobakterid siinteesivad
narvimiirke, mis kahjustavad elusolendite néarvisiisteemi, nahka, neere jm. Seedeelundkonda
sattunud tstianobakterite tekitatud toksiinid vdivad 1dppeda inimesele surmavalt (Falconer and
Humpage 2005).

Tslianobakteri puhangud on pohiliselt pohjustatud {levdetamisest pdllumajanduses.
Vietamise ohjeldamise piiiidlustele vaatamata toimuvad tsiianobakteri ditsengud Ladnemeres
edasi. Selle t60 ettepanek on ldheneda lisaks ennetavale meetodile ka teisiti — leida materjal,

millega parssida tsiianobakteri vohamist.

Tsiianobakterite veest eemaldamiseks on kasutatud filtreid, millega piititakse vilja bakterid
voi tema toitaineid. Lisaks kasutatakse akvaariumites erinevaid puhastusvahendeid ja UV-
kiirgust. Uks viljapakutud viise Lisinemeres tsiianobakteripuhangute vastu vditlemiseks oleks

kasutada selleks nanomulle (Bosak et al. 2010), mida on rakendatud Hiina Rahvavabariigis.
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Selles t66s wuuriti siisinik-tselluloos komposiidi kasutamist tsiianobakteri elutegevuse

parssimiseks.

Stisiniku allotroop, millel toksilisust elusloodusele on palju uuritud, on CNT. Nende toksilisus
mikroorganismidele tuleneb nende nanosuurusjargus ldbimodduga ndeljast ehitusest ning
omadusest torgata 1dbi raku, sh. bakterite membraane. Selleks peavad CNTd olema
membraaniga otseses kontaktis. (Kang et al. 2008) CNTde korval uuriti siin t66s vordluseks
kahe vdhem testitud siisiniku allotroobi toksilisust siisinik-tselluloos komposiidina — CAd
ning CDCd. Kuna CDC ning CA osakeste parameetrid on nanomeetrite suurusjargus, on alust
oodata, et ka need materjalid osutuvad antibakteriaalseteks. Voime tottu tungida rakku, on
poorsetel siisiniku allotroopidel ja fullereenidel (Joonis 3, D) avastatud mitmeid rakendusi
rakuteraapias. Funktsionaliseerimata voi ilma lisakatteta fullereenid ning poorsed siisinikud
voivad pohjustada spetsiifilistes tingimustes mikroorganismide surma voi makroorganismides
poletikku. Oluline on mérkida, et fullereenidel letaalset moju makroorganismidele senised
uuringud ndidanud ei ole ning sisiniku  nanoosakeste  sattumise  vOimalust
makroorganismidesse vidhendab siisinikuosakeste sidumine komposiiti. Nanosiisiniku
tsiitotoksilisus sdltub ka nende puhtusest (valmistamismeetodist) ja funktsionaliseeritusest.
(Wang et al. 2014; Jackson et al. 2013)

2.3 Voolutsiitomeetria meetod

Sisinikmaterjalide moju tsiianobakterile hinnati voolutsiitomeetriat (FCM, ingl flow
cytometry) kasutades. Voolutsiitomeetria on paari viimase aastakiimne jooksul tuntuks saanud
kui kiire ja tohus viis flitoplanktonite kolooniate uurimiseks vorreldes valgusmikroskoobi all

kolooniate loendamisega. (Cellamare et al. 2010; Perelman et al. 2004)

FCM on meetod, mis mdddab ja analiilisib samaaegselt iiksikute rakkude mitut erinevat
omadust, nditeks suhtelist suurust, suhtelist granulaarsus, raku pinnaomadusi,
bakteripopulatsioonide puhtust ning suhtelist fluorestsentsi intensiivsust. Voolutsiitomeetri

t00opohimote on kujutatud joonisel 4:

1. voolusiisteem transpordib ja fokusseerib uuritavad osakesed diiiisi ning viib need

tikshaaval valgusallika (nt. laseri) eest 14bi;
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2. osakesed detekteeritakse optiliselt: proovile suunatakse fokusseeritud valgus ja
detekteeritakse valguse hajumist peale proovi ldbimist. Lisaks valguse hajumise
mdootmisele loendatakse valgusallika eest 1dbi liikuvad osakesed (iga rakk on iiks

siindmus) ja fluorestseeruvate osakeste puhul detekteeritakse fluorestsents;

3. elektroonika siisteem muundab saadud valgussignaali elektrooniliseks arvutiga

loetavaks signaaliks, et seda arvutis analiiiisida.

FCMiga saab analiiiisida osakesi suurusega 0,2 — 150 um. Tsiianobakterid on pikobakterid
ehk 0,2 — 2 um suurusjargus (Sieburth et al. 1978). FCM voimaldab lithikese aja jooksul
(kiimned sekundid, kuni minutid) mdota suurt hulka osakesi. FCMga adekvaatse tulemuse
saamise eelduseks on, et uuritavas suspensioonis on osakesed iiksikult, mitte aglomeraatidena.
(BD Biocsiences 2000; Ormerod 2016)

Vooluti
e Proov

Duds

Proov voolab
the raku kaupa

//——

e® @9gc°0®eoe° °".‘.:Q

Fluorestsents

Laser

<

Hajunud valgus

P
-

Joonis 4 Voolutsiitomeetri toopohiméte. Vooluti fokusseerib rakkude suspensiooni, mille téttu liiguvad

moddetavad rakud laseri eest modda iikshaaval. Detekteeritakse hajunud valgust ning fluorestsentsi.
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3 Eksperimentaalne osa

3.1 Kemikaalid, materjalid ja aparatuur

3.1.1 loonsed vedelikud

Toetudes kirjandusele, valiti tselluloosi lahustamise uurimiseks vilja 11 erinevat ioonset
vedelikku:

1-alliitil-3-metiitilimidasooliumkloriid (AMIMCI)
1-etiitil-3-metiitilimidasooliumkloriid (EMIMCI)
1-butiitil-3-metiitilimidasooliumkloriid (BMIMCI)
1-butiitil-3-metiiiilptridiiniumkloriid (BMpyCl)
1-etiitil-3-metiitilimidasooliumatsetaat (EMIMAC)
1-butiitil-3-metiitilimidasooliumatsetaat (BMIMAC)
1,3-dimetiitilimidasooliummetiiiilsulfaat (DMIMMeSOQy,)
1-butiitil-3-metiitilimidasooliummetiiiilsulfaat (BMIMMeSO,)
1-etiiiil-3-metiitilimidasooliumdietiiiilfosfaat (EMIM DEP)
1-butiitil-3-metiitilimidasooliumheksaflorofosfaat (BMIMPFg)

1-butiiiil-3-metiitilimidasooliumbis(triflorometiitilsulfontiil)imiid (BMIMTf,N)

To6os kasutatud ILid puhtusega 95 — 98 % périnevad tootjatelt Sigma-Aldrich, IOLITEC ja
Merck KGaA. Lisapuhastust, vilja arvatud vaakumkuivatus, ILidele ei teostatud. T60s
kasutatud ILide andmed on ndhtavad alajaotuses LISA 1 olevas tabelis. BMIMPFg ja
BMIMTf;N wvaliti vordluseks uuritavatele ILidele kui ILid, mis ei lahusta tselluloosi.
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3.1.2 Tselluloos

Kasutati kolme erinevat tiiiipi tselluloosi:

1) puitmass (L)- haavapuust valmistatud kemi-termomehaaniline pleegitatud puitmass,

fiibriline;

varvus: valge;

paritolu: AS Estonian Cell, Eesti;

eeltootlus: enne kasutamist kuivatati puitmass ahjus 90 °C juures konstantse massini

2) mikrokristalliline tselluloos (MC, ingl microcrystalline cellulose), osakese suurus 20 pm.
vérvus: valge;

paritolu: keemiatehas “BIOLAR”, Lati

eeltodtlus: puudus

3) nanofibrilleeritud tselluloos (NF) (algselt geel, milles kuiva materjali sisaldus 3,5 %);
virvus: valge;

paritolu: VTT Technical Research Centre of Finland, Soome;

eeltodtlus: geel kiilmkuivatati, omandamaks kuiva poorse struktuuri.

3.1.3 Siisinikmaterjalid

Kasutati kolme erinevat siisinikku:

1) CA

CA valmistati orgaanilisest aerogeelist, mis on siinteesitud 5-metiiiilbenseen-1,3-dioolist (5-
metiililresortsinool, 5-MR) ja metanaalist (formaldehiitid, FA) sool-geel meetodil vastavalt
Pérezi ja Peikolaineni juhenditele (Pérez-Caballero et al. 2008). Tépsem valmistamiseeskiri

leidub alajaotuses LISA 2.

Valmistati kaks erinevate poorsusnditajatega CAd CCat30 ja CCat90, mille poorsuse

karakteristikud on toodud joonisel 5 ning tabelis 1.
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Joonis 5 CAde CCat30 ja CCat90 pooride suuruse jaotus

Tabel 1 CAde CCat30 ja CCat90 iseloomustavad suurused

CCat30 | CCat90

BET pindala (m?/g) 461,7 |490,0

Langmuir’ pindala (m?/g) 625,5 | 659,6

kogu pooride ruumala (mm®/g) 1395 1040

mikropooride ruumala (mm®/g) 48,63 | 49,34

mikropooride pindala (m*/g) 138,0 | 140,0

mitte-mikropoorne pindala (m®/g) | 323,7 | 349,9

eeltdotlus: siisinikaerogeeli pulbri saamiseks jahvatati CA aerogeel kuulveskis ja sdeluti 1dbi

0,04 mm silmaga soela

2) CNT-Baytubes® C 150 P
péritolu: Bayer MaterialScience, Saksamaa

CNT-d iseloomustavad suurused on toodud tabelis 2.
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Tabel 2 CNT iseloomustavad suurused

puhtus (%) > 95

amorfse stisiniku sisaldus (%) |0

keskmine valisdiameeter (nm) | ~ 13
keskmine sisediameeter (nm) ~4
pikkus (um) >1

3) CDC- valmistatud TiC-st

péritolu: Skeleton Technologies OU, Eesti.
CDC-d iseloomustavad suurused on toodud tabelis 3.

Tabel 3 CDC iseloomustavad suurused

keskmine osakese suurus (um) | 1-3

kogupindala (m*/g) 1444

kogupooriruumala (N,) (cm®/g) | 0,72

mikropooride ruumala (cm*/g) | 0,57

tuhk <1%

3.1.4 Tsuanobakter

Tulemuste tdpsemaks modtmiseks wvaliti siin t60s vilja kerakujuliste kolooniatega
tsiianobakteriliik Microcystis 199 (Lyra et al. 2001). Tegu oli loodusest isoleeritud
laborikultuuriga. Toitelahusena kasutati spetsiaalset sini- ning rohevetikate standardlahust Z8
(SCCAP 2016).
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3.1.5 Aparatuur

kuulveski: Vibrator, Narva, Saksamaa

vaakumpump: PC 201 NT, Vacuubrand, Saksamaa

vaakum kuivatusahi: VO200, Memmert GmbH + Co. KG, Saksamaa
IR-spektromeeter: Tensor 27 FTIR, Bruker, USA

SEM: TM3000 Tabletop Scanning Electron Microscope, Hitachi, Jaapan
korgvaakum aatompihusti: Leica EM ACEG600, Saksamaa

digitaalne mikroskoop: Dino-Lite AM4515T5 Edge Digital Microscope, AnMo

Electronics Corp, Hiina Vabariik (Taiwan)
loksuti: Multitron Standard, Infors HT, Sveits
loksuti: Heidolph Instruments GmbH & Co. KG, Unimax 1010, Saksamaa

kuumutusega ultrahelivann: Bandelin SONOREX Digital 10 P, DK 102 P, Bandelin,

Saksamaa

digitaalne multimeeter: LCR Meter LCR200, EXTECH Instruments, Hiina Vabariik

(Taiwan)
analiiiitiline kaal; AB204-S/PH, Mettler Toledo, Sveits

mehaanilised modtpipetid: Biohit mLINE, Sartorius, Saksamaa; accu-jet pro, Brand,
Saksamaa; PIPETMAN Classic, Gilson, Prantsusmaa

voolutsiitomeeter: BD LSR 1I, BD Biosciences, USA

digitaalne keraamiline magnetsegaja-pliit: Arec.X, VELP Scientifica, Itaalia
digitaalne termoregulaator: VTF, VELP Scientifica, Itaalia

sOel: silma 1abimoot 0,04 mm

kiilmik: Whirpool, USA

19


https://www.google.de/maps/place/Leica+Microsystems+GmbH/@50.5519715,8.4948705,17z/data=!3m1!4b1!4m2!3m1!1s0x47bc5ab9e333f871:0xdc2813dbad80d50d

3.2 Tselluloosi lahustamine ja regenereerimine

Esmalt uuriti tselluloosi lahustamist ioonsetes vedelikes ja regenereerimist antisolventides.

Seejdrel valmistati CA-tselluloos komposiidid.

3.2.1 10 % tselluloosilahuste valmistamine

Tselluloos lahustati ILis kuumutades segu 12 h segamisega iga 6 h jarel. Lahuste
kuumutustemperatuurid sdltusid kasutatud ILide sulamistemperatuurist. BMpyCl ja AMIMCI

lahuseid kuumutati 110 °C-ni. Teised lahused kuumutati 85 °C-ni.

CA-tselluloos komposiitide saamiseks valmistati 10 % tselluloosilahus ILis ning CA

suspensioon ILis, samuti 10 %, mis seejérel ithendati.

3.2.2 Regenereerimine

Tselluloosi regenereerimiseks ning CA-tselluloos komposiitide saamiseks kasutati kolme
erinevat antisolventi: vesi, etanool ja atsetoon. Tselluloosilahus ja CA-tselluloos
suspensioonid valati ristkiiliku kujulistesse vormidesse ning sukeldati antisolventi.
Antisolventi kasutati suures tilehulgas (ca 100 ml antisolventi 1 g ILi kohta), et regenereeritav
materjal oleks téielikult antisolventi sukeldatud ja solvendiks olnud ioonne vedelik lahjeneks
antisolvendis madala kontsentratsioonini. Tekkinud kile jdeti 24 h antisolventi. Hilisemates

katsetes segati antisolventi pidevalt magnetsegajaga.

Parast 24 h eemaldati kiled antisolvendist ja jaeti toatemperatuurile kuivama.

3.2.3 Fiibrite valmistamine

Tselluloos ning CA-, CDC- ja CNT-tsellulooskomposiidid ekstrudeeriti fiibritena siistla abil.
Kasutati kahte erinevat siistlaotsa siseldbimodtudega 0,60 mm ja 0,76 mm. Fiibrite
valmistamisel kasutati antisolvendina vett ning regenereerimise aeg oli 5 min. Komposiitfiibri
veest eemaldamise jdrel jdeti see Ohu katte toatemperatuurile kuivama. Hiljem moddeti

materjalide elektrijuhtivus ja kokkutombuvus regenereerumisel.

ILi ja antisolvendi segud koguti hiljem kokku ILide regenereerimiseks.
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3.3 Komposiitide antibakteriaalsuse hindamine

Valmistatud materjalide antibakteriaalsuse vilja selgitamiseks hoiti uuritavaid materjale
bakterite kasvukeskkonnas ja kindlate ajavahemike tagant mooddeti bakterite hulka
voolutsiitomeetria meetodi abil. Komposiitide antibakteriaalse toime korral eeldati bakterite

juurdekasvu langust.

Analiiiitilisel kaalul kaaluti 6 mg uuritavat komposiiti, mis seejarel steriliseeriti eraldiseisvates
viaalides 100 °C juures 15 min 10 ml deioniseeritud vees. Proovidel lasti jahtuda
toatemperatuurini ning vesi eemaldati viaalist pipeteerimise teel. Jargnevalt pipeteeriti
samasse viaali 5 ml toitelahust ning asetati 24 tunniks loksutisse 30 °C ja 160 rpm juurde, et
toitelahus difundeeruks uuritavasse komposiiti. Seejdrel eemaldati viaalidest pipeti abil
toitelahus ning peale kanti 5 ml teadaoleva kontsentratsiooniga bakterilahust. Viaalid

proovidega asetati loksutile 120 rpm juurde toatemperatuurile.

Katsed sooritati lisaks valmistatud komposiitidele ka puhta regenereeritud tselluloosi ning
tihja prooviga, mis tditsid kontrollproovide iilesannet. Iga erineva materjali ning

kontrollprooviga valmistati kolm erinevat paralleeli FCM analiiiisiks.

3.4 Materjalide analiiiis

3.4.1 Visuaalne hindamine

Tsellulooside lahustamisel ILides hinnati nende lahustuvust visuaalsel teel. Tselluloos loeti
lahustunuks Kkui IL-tselluloosi segus ei olnud silmaga néhtavaid tselluloosi tiikke. Kdik
tselluloosilahused olid pérast tdielikku lahustumist omandanud kollaka voi pruunika varvuse
(see soltus lahutamiseks kasutatud ILi varvusest). Regenereeritud tselluloosi puhtust hinnati

visuaalselt vorreldes selle varvust ldhtetselluloosi varvusega.

3.4.2 Infrapunaspektroskoopia

Koiki ldhtetselluloose ja regenereeritud tselluloose, analiiiisiti infrapunaspektroskoopiaga
(IR). IR-spektrid moodeti Bruker Tensor 27 FTIR spektromeetriga, mille skaneerimisulatus
oli 400 — 4000 cm™, resolutsiooniga 4 cm™ ning iga spektri jaoks keskmistati 64 skaneerimise
tulemused. ModGtmiseks asetati regenereeritud tselluloosiproovid kahe KBr akna vahele.
Kolme tiiiipi ldhtetselluloosid segati kuiva KBr-iga ning pressiti tabletiks, et nende spektrit
moota.
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3.4.3 Kokkutombuvuse mootmine

Regenereeritud materjalide modtmed on vorreldes kasutatud vormiga oluliselt viiksemad
ning seda tuleb praktilistes rakendustes arvesse votta. Materjalide modtmete erinevus arvutati
valemi (1) jargi. Siistalde sisediameetrid ning fiibrite paksused parast antisolvendi &ra
aurumist moddeti digitaalse mikroskoobiga tilesvoetud piltidelt DinoCapture tarkvara abil.

1)

p="22 100
D, 0

kus: D — kokkutdmbumine (materjali 1abimodt vorreldes vormi 1dbimdoduga), protsentides,
D, — siistla diameeter,

D, — fiibri keskmine diameeter parast antisolvendi aurustumist.

3.4.4 Elektritakistuse mootmine

Koikide komposiitkilede ja fiibrite elektriline takistus mdodeti multimeetriga kasutades

moodtepeade vahekauguseks 1 mm.

3.4.5 Voolutsiitomeetria

Tsiianobakteri lahuses jilgiti bakterite kontsentratsiooni muutust ajas: FCM analiiiisiks voeti
perioodiliselt 1 ml proovi bakterilahustest, t6odeldi seda enne mdootmist 10 min
ultrahelivannis taisvoimsusel 4 °C juures. Voolutsiitomeetris litkuva proovi voolukiiruseks oli

60 pl/min. FCM modtmised viidi 1dbi toatemperatuuril Korrates iga mdotmist kolm korda.

3.4.6 Skaneeriv elektronmikroskoopia

Valmistatud materjalide pinnastruktuuride uurimiseks kasutati skaneerivat
elektronmikroskoopi (SEM) peegeldunud elektronide reziimis. Kiirendavaks pingeks 15 kV.

IiIma bakteriteta proovid kuivatati enne SEMi 24 h vaakumahjus.

Bakteritega proovidele lisati péarast viimast FCM mootmist koheselt 5 ml toitelahust 4 %
metanaaliga. See oli bakterite elutegevuse lopetamiseks ning fikseerimiseks komposiitide
pindadele. Proovid jdeti neljaks pdevaks kiilmikusse 4 °C fikseeruma. Seejdrel sooritati
proovides solvendivahetus etanooli vastu (osa fikseerimise protsessist). Proovid asetati
100 ml 50/50 deioniseeritud vee ja etanooli segusse ning segu segati Ornalt 5 min. Iga proov

oli eraldi segus. Seejérel korrati protsessi uues deioniseeritud vee ja etanooli lahuses tostes
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etanooli sisaldust 10 % vorra. Seda sooritati kuni 100 % etanoolini, kus proove loksutati
15 min. Seejérel asetati proovid 24 h vaakumahju ning kaeti pérast kuivatamist korgvaakum

aatompihustis 5 nm kullakihiga.

4 Tulemused ja arutelu

4.1 Tselluloosi lahustamine ja regenereerimine

Lahtetsellulooside IR-spektrid on toodud joonisel 6.
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Joonis 6 Puidumassi, mikrokristallilise tselluloosi ja nanofibrillaarse tselluloosi IR-spektrid (L-sinine,

MC-must, NF-punane).

Kolme erineva tselluloositiiiibi (L, MC, NF) lahustuvus 11 erinevas ILis on esitatud tabelis 4.
Lisaks lahustuvusele katse temperatuuril (3.2.1) on tabelis mairgitud lahuse olek
toatemperatuuril. Vedel olek ja tselluloosi mittelahustamine (V ML) tahistab toatemperatuuril

vedelat ILi, milles esineb vilja sadenenud tselluloosi tiikkke.
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Tabel 4 10 % tselluloosi lahustuvus ILides: L — lahustuv; OL — osaliselt lahustuv; ML — mittelahustuv; V —
toatemperatuuril vedel; T —toatemperatuuril tahke

L MC |NF

AMIMCI TL |VL |VL
BMIMCI TL |TL |TOL
EMIMCI TL |TL |TOL
BMpyCl TL |TL |TL

BMIMACc TL |VL |TOL

EMIMAC TL |VL |VL

BMIMMeSO, |VOL |V ML |V OL

DMIMMeSO, |V ML | TML | T OL

EMIMDEP |TL |VL |[TOL

BMIMPFg TML|TML |V ML

BMIMTf;,N |VML|VML|TML

Koikidest katsete jaoks valitud ILidest, lahustasid tselluloosi 10 %-ni: AMIMCI, EMIMCI,
BMIMCI, BMpyCl, EMIMAc, BMIMAc ja EMIM DEP. See kinnitab kirjandusest leitud
seaduspdrasusi. MC lahustus tselluloosidest kodige kiiremini, vittes aega vaid moni tund.

MeSO, aniooniga ILid ei lahustanud tselluloosi taielikult.

24



BMIMPFg ja BMIMTTf,;N panid tselluloosi punduma, kuid néahtavat lahustumist ei tdheldatud

nagu vois ka eeldada (Swatloski et al. 2002; Wang et al. 2012; Zhao et al. 2008; Zavrel et al.
2009; Weingértner 2008).

Nimetatud seitset tselluloosi lahustavat ILi kasutati tsellulooskilede valmistamiseks ja
sobivaima antisolvendi véljaselgitamiseks. Vees, etanoolis ja atsetoonis regenereeritud
tselluloosi spektrid on joonisel 7 ja joonisel 8.
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Joonis 7 Vees (sinine), etanoolis (punane) ja atsetoonis (must) regenereeritud NF tselluloosi IR-spektrid.
Tselluloosi lahustiks EMIMCI.
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Joonis 8 Vees (sinine), etanoolis (punane) ja atsetoonis (must) regenereeritud NF tselluloosi IR-spektrid.

Tselluloosi lahustiks AMIMCI.

Vorreldes joonis 7 ja joonis 8 spektreid joonis 6 spektriga, on ndha, et vees ja etanoolis
regenereeritud tselluloosi spekter on kdige sarnasem algse tselluloosi spektriga. Atsetoon

jatab samadel tingimustel ILi komposiiti, mis avaldub muutunud spektris. Spektreid selle t66

raames detailsemalt ei analiiisitud.

Tselluloosi jaanud ILi vois mérgata ka visuaalsel hindamisel. Vees regenereeritud CI
aniooniga ILis lahustatud tselluloosid oli algse tselluloosiga sama virvusega. Ac” anioonidega
ILis lahustatud tselluloos siilitas peale regenereerimist aimatava ILile omase kollaka tooni.
EMIM DEP-ist regenereeritud tselluloos varvus kollaseks intensiivsemalt kui CI” ioonidega

ILide puhul, kuid regenereerus puhtamaks tselluloosiks kui Ac™ anioonidega ILide puhul.

Juhul kui antisolventi regenereerimise kdigus ei segatud, oli IL-i difundeerumine kilest vélja
takistatud ning regenereerunud kiled omandasid ILidele iseloomuliku varvuse. Atsetooni
sukeldatud proovid siilitasid ILi rohkem kui teistes antisolventides hoitud proovid ka pérast
24 h atsetoonis hoidmist. EMIMACc-i ja BMIMACc-i sisaldanud proovid siilitasid ILi rohkem
kui teiste ILidega toodeldud proovid. Etanoolis olnud proovid sdilitasid ILi igas tselluloosi

proovis. Selle tottu oleks nende antisolventidega vaja kasutada pikemat kontaktaega ning
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aktiivset segamist. Seda tdestati teises katseseerias, kus antisolventi segati aktiivselt

regenereerimise ajal ning saadi algse tselluloosi varvusega regenereerunud kiled.

Tselluloosist, mis oli lahustatud BMpyCl-s ei dnnestunud kilesid saada. Sukeldades BMpyClI
lahustunud tselluloosi antisolventi segunes lahus regenereerumise asemel antisolvendiga
minutite jooksul. Tdhelepanekust voib jareldada, et erinevalt kirjanduses vaidetule (El Seoud
et al. 2007), BMpyCl mitte ainult ei lahusta tselluloosi, vaid ka lagundab seda. Samasugust

néhtust on siiski tdhele pandud ka muudes uuringutes (Heinze et al. 2005).

Vesi regenereerib IList aja jooksul rohkem tselluloosi kui etanool ja atsetoon, sest vesi saab
moodustada rohkem vesiniksidemeid. Kuna etanool ja atsetoon on suuremad molekulid kui

vesi, on neil ka difusioon tselluloosi poliimeeris aeglasem.

Kuna CI" ja Ac anioonid 1dhuvad tselluloosis olevaid vesiniksidemeid, on nad vee
molekulidega tugevamas vastastikmdjus kui etanooli ja atsetooniga. Sellele tuginedes osutub

sobivaimaks antisolvendiks edasisteks katseteks vesi.

4.2 Tselluloos- ja siisinikaerogeel-tselluloos komposiit fiibrid

Siisinikaerogeel-tselluloos komposiidid valmistati nii kilede kui fiibrite kujul. Tselluloos ja
siisinik-tselluloos komposiit fiibrite valmistamiseks kasutati ILe, mis eelnevates katsetes 10 %
tselluloosi lahustasid (Tabel 4): AMIMCI, EMIMCI, BMIMCI, EMIMAc, BMIMAc ja
EMIM DEP. NF lahusest EMIMCIs ei olnud voimalik fiibreid valmistada, kuna osalise

lahustuvuse tottu esines lahuses suuri mittelahustunud tselluloosi tiikkke.

CCat30 oli aldis IList vilja sadestuma, CCat90 suspensioon oli piisiv ka nddala pérast.
Suurim erinevus kahe CA vahel on mesopooride (poorid suuruses 2 — 50 nm) osakaal, mis
CCat30-l on tunduvalt suurem kui CCat90-1 (Joonis 5, Tabel 1). Uhtlaste omadustega
komposiidi saamiseks on oluline CA suspensiooni vahetult enne tselluloosilahusele lisamist

segada. Koik komposiidid omandasid siisiniku lisamisega musta vérvuse.

Stistla abil tselluloosilahust antisolventi ekstrudeerides valmistati tselluloosi ja siisinik-
tselluloos komposiit fiibrid. Segamine ja fiibrite vidike 14bimoot voimaldasid
regenereerimisaega viahendada 24 h-lt 5 min-le andes tulemuseks algse tselluloosiga sama

varvi tselluloosfiibrid.
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Regenereeritud tselluloosi L fiiber oli kareda pinnaga ja vdandunud, MC poollibipaistva
sileda pinnaga ja NF vaandunud kareda pinnaga (Joonis 9), mida voib seostada muutustega
tselluloosi struktuuris (Zhang et al. 2014; Cheng et al. 2011). Eesmérgiga uurida siisinikuga
komposiitide mdju tsiianobakterile, kdesoleva t66 raames tsellulooside kristallstruktuuri ja

selle muutumist ei uuritud.

Tselluloosfiibrid saavutasid pérast regenereerumist samasuguse varvuse kui tsellulooskiled.
Li ja NFiga vorreldes, voimaldab lithikeste ahelatega MC saada sileda pinnaga fiibreid, mis
tahendab, et regenereerumise tulemus soltub 1dhtetselluloosi struktuurist. Ac” anioonidega ILi
lahusest regenereeritud tselluloos L oli ioonsele vedelikule omase kollase tooniga erinevalt
MCst ja NFist. CI" ioonidega ILi korral vees regenereeritud tselluloosfiibritel ILile omast

varvust el tdheldatud.
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Joonis 9 SEMi mikrograafid eelnevalt EMIMACc-is lahustatud ja vees regenereeritud tselluloosfiibritest:
A) L; B) MC; C) NF
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CA-tselluloos komposiitides on SEMi abil tuvastatavad CA tiikikesed suurusega kuni 40 pm
(Joonis 10).

Joonis 10 SEM mikrograafid CCat90-tselluloos komposiitidest: A) lahustatud EMIMCI-is ja hiljem vees
regenereeritud L komposiitfiiber; B) lahustatud EMIM DEP-is ja hiljem vees regenereeritud NF

komposiitfiiber. Léahivaatel esitatud CA osake.

Tselluloosfiibrite 1abimddt moodustab 38 — 69 % algsest (siistlandela) 1abimdddust ning CA-
tselluloos komposiit fiibritel 47 — 93 %. Kokkutdombuvuse soltuvust tselluloosi tiiiibist ega

aerogeelist ei tdheldatud. Tulemusi saab néha joonisel 11 ja joonisel 12,
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Joonis 11 Tselluloos-fiibrite kokkutombumine
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Joonis 12 Siisinikaerogeel-tselluloos komposiit fiibrite kokkutombumine. 30 tihistab CCat30-ga ja 90

CCat90-ga siisinik-tselluloos komposiiti

CA-tselluloos komposiit fiibrite 1abimodt kahaneb keskmiselt 13 % vorra vdhem kui

tselluloosfiibrite 1abimdot. CCat30-NF séilitab AMIMCI-st regenereerides isegi iile 90 % oma

algsest 1dbimoodust. CA-tselluloos fiibrite 16ppdiameeter jdi vahemikku 0,34 — 0,63 mm.
Tselluloosi fiibrite 1dbimddduks oli 0,27 — 0,53 mm.

Et regenereerimisel vOib siisiniku sisaldus materjalist ioonse vedeliku vilja difundeerumist
mojutada, kuid musta virvuse tottu visuaalselt siisinik-tselluloos komposiitides ioonse

vedeliku olemasolu hinnata ei saa, analiiiisiti erinevate antisolventide regenerecerimisvoimet

CA-tselluloos komposiitide korral elektritakistuse modtmise kaudu.
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Joonis 13 CA-tselluloos komposiit kilede elektriline takistus. 30 tihistab CCat30-ga ja 90 CCat90-ga siisinik-tselluloos komposiiti.
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Vorreldes CA-ga valmistatud komposiitide elektritakistusi ilmneb, et CCat90 sisaldavad kiled
omavad enamikel juhtudel kaks korda kdrgemat elektrijuhtivust (Joonis 13). Vorreldes
CCat90 ja CCat30 mdotetulemuse standardhélbeid voib CCat90ga komposiidi parem juhtivus
olla tingitud eelmainitud l4htesuspensiooni stabiilsusest. CCat30 vdis vaatamata
homogeniseerimisele suspensioonist vilja sadeneda ja olla komposiidis ebaiihtlaselt jaotunud.
Lisaks vdib CCat90-tselluloos komposiidi suurem elektrijuhtivus olla tingitud viiksematest

pooridest (vorreldes CCat30-tselluloos komposiidiga) takistatud IL-i vdlja difundeerumisega.

Komposiitfiibrite juhtivuse soltuvus regenereerimiseks kasutatud antisolvendist, Kui
regenereerimine on tehtud samadel tingimustel ning antisolventi ei segatud, on joonisel 13
selgelt ndha. Etanoolis regenereeritud kiledel on korgem juhtivus kui vees regenereeritud
kiledel. Atsetoonis regenereeritud kiled niitasid iiles vdhemalt suurusjdrgu vorra suuremat
juhtuvust kui etanoolis ning vees regenereeritud kiled. Komposiiti jadnud IL suurendab
materjali juhtivust oma ioonilisuse tottu. See on tdsi koikide testitud ILide puhul.
Regenereeritud kilede juhtivus sdltuvalt ILi anioonist omab jarjekorda: CI" < Ac” < DEP”
anioonid. Voib ka margata, et elektritakistus MC-ga komposiitides on vorreldes teiste
tselluloosi tiitipidega monevorra suurem, mis viitab, et ioonse vedeliku eemaldamine on olnud

efektiivsem.

4.3 Siisiniku allotroopide moju tsiianobakteri elutegevusele

Eelnenud  katsetulemustest  ldhtudes,  valmistati  siisinik-tselluloos  komposiitide
antibakteriaalsuse uurimiseks komposiidid MC baasil kasutades MC lahustamiseks EMIMCI-i
ja antisolvendina vett. Kahest katsetatud siisinikaergeelist valiti suurema mesopoorsuse tdttu
CCat30.

Sarnaselt eelnevalt valmistatud CA-tselluloos komposiit fiibritele valmistati analoogsed
fiibrid kasutades siisinikmaterjalina CDCd ja CNTd. SEM mikrograafid vastavatest
komposiitidest on ndidatud joonisel 14 A ja 14 B.
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Joonis 14 SEM mikrograafid A) CDC-tselluloos ning B) CNT-tselluloos komposiitidest
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Joonis 15 Voolutsiitomeetria tulemused

FCM tulemustest on selgelt nidha, et vorreldes kontrollproovidega omavad kdik kasutatud
stisiniku  allotroobid tsiianobakteri elutegevusele pérssivat moju (Joonis 15). Kuna
allotroopide méddramatused Kkattuvad, ei saa Oelda, et iikski neist siisinik-tselluloos
komposiidis tsiianobakterite vastu efektiivsem oleks. Lisaks tuleb tdhele panna, et puhta
tselluloosi proov ning tithi kontrollproov kattuvad ideaalselt. Seega tulenes bakteri

elutegevust parssiv moju siisinikmaterjalist.

Pindadele kinnitunud bakteritel avastati purunenud membraane (Joonis 16).
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Joonis 16 SEM mikrograaf tsiianobakteritest CDC-tselluloos komposiidil. Parempoolsel bakteril téihele

panna purunenud membraani.

Tulemused néitavad, et vaatama eelnevale teadmisele CNT-st kui heade antibakteriaalsete
omadustega materjalist, omavad CA- ja CDC-tselluloos komposiidid tsiianobakteri suhtes
samasugust moju kui CNT-tselluloos komposiit. CNT tsiitotoksilisus avaldub eelkdige tiksiku
CNT voimes torgata ldbi bakteri membraan. Siin t60s olid stisinikmaterjalid seotud tselluloosi
maatriksisse, mis piiras CNT sellise mehhanismi avaldumist ning vois olla pdhjuseks, miks
kdesolevas t60s ei olnud CNT-tselluloos komposiit vorreldes teiste valmistud siisinik-

tselluloos komposiitidega iilekaalukalt tsiitotoksiline.
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5 Kokkuvote

Magistritoos uuriti  tselluloosi lahustamist erinevates ioonsetes vedelikes, tselluloosi
regenereerimist  antisolventides ja samal meetodil siisinik-tselluloos komposiitide

valmistamist, mida kasutati tsiianobakteri elutegevuse parssimiseks.

Uheteistkiimnest valitud ioonsest vedelikust lahustasid tselluloosi 10 %-ni kuus (AMIMCI,
BMIMCI, EMIMCI, BMIMAc, EMIMAc, EMIM DEP) ning iiks (BMpyCl) lagundas. Mikro-
kristalliline tselluloos lahustus koikides tselluloosi lahustavates ioonsetes vedelikes vorreldes
nanofibrilleeritud tselluloosi ja t66deldud puidumassiga kdige paremini. Loodi siisteemsem
arusaamine ioonsete vedelike omaduste kohta tselluloosi lahustamisel kui seni Kkirjanduses

leida voib.

Tselluloosi regenereerimiseks ioonsest vedelikust osutus etanoolist ja atsetoonist paremaks
antisolvendiks vesi, mis ioonse vedeliku komposiidist vélja viis ning regenereerides sama
puhta tselluloosi andis kui seda oli ldhtetselluloos. Tselluloosi lahustamiseks kasutatud
ioonsed vedelikud regenereeriti antisolventidest edukalt, mis tdendab veelgi, et tselluloosi

lahustamine ioonsete vedelikega on loodussééstlik ning jatkusuutlik protsess.

Siisinikaerogeel-tselluloos komposiitide valmistamiseks kasutati kahte erineva poorsusega
stisinikaerogeeli. Varem ei ole sellist siisinikacrogeel-tselluloos komposiiti teadaolevalt
uuritud. Kuna komposiite saab valmistada ja kasutada fiibritena erinevate struktuuride
loomisel, moddeti ka regenereeritud fiibrite kokkutdombuvust. T66 tulemusena valminud

fiibrite 1abimoat oli 0,34 — 0,63 mm moodustades algsest 1dbimdddust rohkem kui 50%.

Lisaks uuriti valmistatud stisinik-tselluloos komposiitide alternatiivset rakendamist tsiiano-
bakteri elutegevust parssiva materjalina. Tehti kindlaks, et siisinikaerogeel-, siisiniknanotoru-
ja karbiidne siisinik-tselluloos komposiidid avaldasid pérssisid tsiianobakteri elutegevust, kuid
ei erinenud efektiivsuse poolest voolutsiitomeetria meetodiga analiiiisides tliksteisest. Elektri-

juhtivuse tottu voivad valmistatud siisinik-tselluloos komposiidid leida laiematki rakendust.

To6 tulemused on vormistatud artiklis ,,Ionic liquids as solvents for making composite
materials from cellulose” autoritega Fred Elhi, Tiina Aid ja Mihkel Koel, mis on vastu voetud
avaldamiseks ajakirjas Proceedings of the Estonian Academy of Sciences. Artikli resiimeed

saab lugeda alajaotuses LISA 3.
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8 Lisad

LISA 1 Kasutatud ILide omadused

Kasutatud ILide omadused. (Tselluloosi lahustumisomadused valiti sellised, et need oleksid iiksteisega véimalikult vorreldavad.) NA — pole saadaval; g/mol IL -

ithes moolis ILis lahustuv tselluloosi mass
* Tootja andmed

+ (Wu et al. 2010)

T (Janesko 2011; Kosan et al. 2008)

** (Wang et al. 2012)

++ (Pinkert et al. 2009)



Mol ihed Sulamist Tselluloosi
olaarmas|Tihedus, |Sulamistemper , :
IL Struktuurivalem N s P lahustamise |1 S€!luloosi Tselluloosi
s, g/mol g/cm atuur, °C tingimused |ahustuvus, lahustuvus,
% g/mol IL
}(CHS
I\
Cl~
AMIMCI i 158,63 |1,1660 1 [49-51 100°C 12 M10-20 *+[15.9-34.9 **
CHpCH=CHj : Tt
CH
/ :
/ \ - 90°C 12h
EMIMCI ) cl 14662 112 [77-79 4-12 %, $165,9-17,6 **
%k
rr T
CH,CHs
83-90°C 12
BMIMCI cI- 19826 11,086 |70 5-18 **, 8,7 **
h **, §f
CHECchHQCHg




Molaarmas

Tihedus,

Sulamistemper

Tselluloosi

IL Struktuurivalem N .., |lahustamise Tselluloosi Tselluloosi
s, g/mol g/cm atuur, °C tingimused lahustuvus, lahustuvus,
% g/mol IL
'
I cl© 105°C 12 h
BMpyClI \N® 18569  NA 93-113 - 5-39 *% +40,3-72,4 **
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sksk **
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k/\CH3
CHa
N+ - I 90°C 24 h
DMIMMeSO, [N» O-§~OCH, 208,24 1,33 NA " NA NA
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Mol ihed Sulamist Tselluloosi
olaarmas[Tihedus, [Sulamistemper : :
IL Struktuurivalem N s P lahustamise [Tselluloosi Tselluloosi
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LISA 2 Siisinikaerogeelide valmistamise protokoll
Stisinikaerogeelid valmistati kasutades varem vilja tootatud eeskirja (Pérez-Caballero et al.

2008).
Geelide valmistamine

CCat30 ja CCat90 lahtegeelid valmistati sool-geel meetodil 5-metiiiilresortsionoolist (5-MR)
ja  formaldehiitidist (FA) deioniseeritud vees (W) kasutades Kkataliisaatorina

naatriumkarbonaati (Cat). Ainete moolsuhted olid jargmised:
CCat30: W/5-MR = 45; 5-MR/FA = 0.5; 5-MR/Cat = 30
CCat90: W/5-MR = 45; 5-MR/FA = 0.5; 5-MR/Cat = 90

Pérast ldhteainete kokkusegamist jdeti geeli moodustumiseks lahused iiheks néddalaks

toatemperatuurile seisma.

Seejarel hoiti geele 2 pdeva etaanhappe vesilahuses, milles etaanhappe moolide arv iiletab
geelis oleva naatriumkarbonaadi moolide arvu kahekordselt. (Igale erinevale geelile valmistati

erinev happelahus.)

Seejarel pesti geele 3 pdeva deioniseeritud vees vahetades iga pdev vee uue vastu. Geelide

struktuurid olid siis tdidetud veega.

Enne kuivatamist asendati vesi geeli poorides atsetooniga. Selleks hoiti geele 4 péeva
atsetoonis vahetades iga pdev atsetoon uue vastu. Geelide poorid olid siis tdidetud

atsetooniga.
Kuivatamine

Geelid kuivatati iilekriitilise ekstraktsiooni meetodil. Selleks kasutati 100 ml mahuga

superkriitilise ekstraheerimise stisteemi (NWA Analytische MeB3gerdte GmbH, Saksamaa).

Geel asetati reaktorisse, mis esmalt tdideti toatemperatuuril CO,-ga rShuni 12 MPa ja hoiti
sellistel tingimustel 30 min, et CO, difundeeruks geeli pooridesse ja seguneks seal oleva
atsetooniga. Seejarel uhuti samadel tingimustel CO, 2 h 1dbi reaktori, et atsetoon asendada
vedelas olekus CO,-ga. Lopuks tosteti reaktori temperatuur iile CO, kriitilise temperatuuri

(45° C) ja seejarel alandati reaktoris rohk atmosfaédrirdhuni, et vedelas olekus CO, viia



gaasilisse olekusse iile tlekriitilise oleku. Kuivatamise tulemusena saadi orgaanilised

aerogeelid.
Piiroliitis

Kuivatatud aerogeeli piiroliiiis viidi 14bi toruahjus (Carbolite MTF 12/25/400, Suur-Britannia)
inertses (N,) keskkonnas. Piiroliiiisi programm on toodud allolevas tabelis.

Siisinikaerogeelide piiroliiiisi programm

Etapi Temperatuuri Etapi Lopptemperatuuri

Etappi nr algtemperatuur, | tdstmise kiirus, | 1dpptemperatuur, | hoidmise aeg,
°C °C/min °C min

1 25 4,5 70 25

2 70 10 300 60

3 300 2 550 30

4 550 10 780 120

5 780 10 900 60

Pérast programmi 10ppu lasti ahjul jahtuda ja 400 °C saabudes suleti N, vool. Kui ahi oli
jahtunud toatemperatuurini, eemaldati siisinikaerogeelid ahjust.

Siisinikaerogeelide karakteriseerimine

Valmistatud CCat30 ja CCat90 siisinikaerogeelide poorsust analiiiisiti ldmmastiku
adsorptsioon-desorptsiooni meetodiga. Analiiiis teostati KELVIN 1042 Sorptometer-iga
(Costec International, USA). Kandegaasiks kasutati He ning adsorbeerivaks gaasiks N.
Lammastiku adsorbeerumise andmed saadi suhtelistel rohkudel (p/pg), 0-1vedela ldmmastiku
temperatuuril. Eripindalad arvutati BET-teooria kohaselt. Pooride suuruste jaotused saadi
kasutades Barret-Joyner-Halenda meetodiga desorptsioonist.




LISA3 lonic liquids as solvents for making composite materials from
cellulose

Fred Elhi, Tiina Aid, Mihkel Koel
Abstract

Some imidazolium based ionic liquids (ILs) are able to dissolve microcrystalline cellulose to
form 10 wt% solutions. This allows to easily make cellulose composite materials by mixing
the respective solutions.

The purpose of this work was to make an environmentally friendly novel material using
cellulose as a binder to be an alternative for classical binders in electrically conductive

materials.

In this paper, eleven different ILs were used to dissolve cellulose. The ILs included
previously untested IL for this application. Monofilaments composed of three types of
cellulose and carbon aerogels were made. Solutions of cellulose and carbon aerogels were
made into electrically conducting materials. Regeneration of cellulose and composites from
ILs was performed using water, ethanol and acetone. From those antisolvents water proved to

be the most effective. The solutions were made into films and fiber extrusions.

Used ILs were successfully recovered and reused after regeneration of cellulose which further

strengthened the belief that dissolving cellulose with ionic liquids is a “green process”.
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