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Infoleht

Happesuse sensori prototiilipimine Veenuse pilvede elukolblikkuse
uurimiseks

Kéesolevas magistritoos tehakse kokkuvote Veenusest astrobioloogia uurimisobjektina ning
atsidofiilidest ja nende kohastumustest maal. T66 praktilise tulemusena valmisid
pH-tundlikud sensorplaadid, mida kasutati edasisel Tartu Observatooriumi pH-sensor (TOPS)
varajase prototiilibi loomisel ja katsetamisel. Samuti sai tehtud kindlaks mitmete erinevate
materjalide happekindlus, et jatkata to0d prototiitibi arendamisel. Tartu Observatooriumi
pH-sensor sisaldub MITi juhitud missioonis “Venus Life Finder Mission Study”, mille eesmark
on Veenuselt elu otsida.
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Prototyping an acidity sensor to research habitability of the clouds of Venus
This master's thesis summarises knowledge about Venus as an astrobiological object, as well
as acidophiles and their adaptations on Earth. As a practical result of the work, pH-sensitive
sensor plates were made, which were then used in the development and testing of an early
prototype of the Tartu Observatory pH Sensor (TOPS). To continue working on prototype
development, the acid resistance of several different materials was also identified. The Tartu
Observatory's pH sensor is part of the MIT-led mission "Venus Life Finder Mission Study," the
aim of which is to search for life on Venus.

Keywords: acidophiles, astrobiology, space technology

CERCS code and designation:

P520 - Astronomy, space research, cosmic chemistry

T320 - Space technology

B100 - History and philosophy of biomedical sciences, theoretical biology, general aspects of

evolution



Sissejuhatus

1. Kirjanduse iilevaade
1.1. Elu Universumis
1.2. Veenus kui astrobioloogiliste uuringute sihtmark
1.2.1. Uldine Glevaade
1.2.2. Atmosfaari keemiline koostis ja Veenuse pilved
1.3. Atsidofiilid
1.3.1. Varieeruvus ja esinemine
1.3.2. Kohastumine ja kohanemine happeliste keskkondadega
1.4. Veenuse pH-sensori kontseptsioon - Tartu Observatooriumi pH-sensor (TOPS)

2. Eksperimentaalosa

2.1. T66 eesmargid

2.2 Materjal ja metoodika
2.2.1. Maatriksi leidmine UV-kiirguse mdjul fluorestseeruva pigmendi sidumiseks
2.2.2. Maatriksi ja pigmendi suhe.
2.2.3. Maatriksi ja pigmendi pinnale kandmine
2.2.4. Materjalide happekindlus

2.3. Tulemused ja arutelu

Kokkuvote
Summary
Tanusonad

Kasutatud kirjandus

00 N N U n

13
13
14

23
23
24

26
27
27
28

35

36

37

38



Sissejuhatus

Meie praeguste teadmiste kohaselt eksisteerib elu ainult planeedil Maa ja vajab
eksisteerimiseks kindlaid keemilisi ja fltsikalisi tingimusi. Astrobioloogia valdkond uurib
vOimalike tingimuste piire, kus elu saab eksisteerida ja tekkida ning seda, kas elu vdiks

eksisteerida ka mujal lisaks planeet Maale.

Veenus on kauguse poolest Maale lIdhim planeet ja ka suuruselt Maale kéige sarnasem, kuid
Veenust pole in situ uuritud alates 1980. aastatest. Veenusel on tihe CO, atmosfaar ja selle
tekitatava kasvuhooneefekti tottu on temperatuur ja rohk Veenuse pinnal elu
eksisteerimiseks liiga korged. Veenuse pilvedes aga on temperatuur ja rohk eluks sobilikud.
Veenuse keemia ja tingimuste osas on seni palju vastamata kiisimusi, sealhulgas pole tapselt
teada Veenuse pilvede happesus. Oluline on kindlaks teha, milline keemia (kaasa arvatud elu)

seal eksisteerida voiks.

Magistritoo eesmark on anda llevaade Veenuse tingimustest ja atsidofiilide teadaolevatest
kohastumistest korge happesusega keskkonnale ja to0tada vilja metoodika sensorplaatide
tootmiseks Tartu Observatooriumi pH sensori (TOPS) jaoks ning neid katsetada et mddta

Veenuse pilvede happesust missiooni Venus Life Finder raames.



1. Kirjanduse llevaade

1.1. Elu Universumis

Hiljutiste hinnangute kohaselt on ainuiksi praegu jalgitavas universumis 100-200 miljardit
galaktikat (Conselice et al., 2016; Lauer et al., 2020). Tahtede arv galaktikas vdib olla vaga
erinev, kuid naiteks meie Linnutee sisaldab 100-400 miljardit tdhte, kusjuures enamusel neist
tdhtedest on vahemalt (ks planeet. Meie universumi vdimalikke maailmu ndib olevat
vOimatu loendada (Cassan et al., 2012), kuid praegu teame vaid (iht, mis kannab elu — see on

Maa.

Selle magistrito6 kirjutamise ajal, 2022. aasta mais, on kinnitatud 5036 eksoplaneedi
olemasolu, kusjuures 822 teadaolevat eksoplaneetidega siisteemi sisaldavad mitut planeeti
(The Extrasolar Planet Encyclopaedia). Erilist huvi pakuvad planeedid, mis asuvad tdhte
Umbritsevas elukdlblikus voondis (nn Kuldkihara voond (Goldilock’s zone)) (Huang, 1959), kus

planeedi pinnal saab esineda eluks vajalik vedelas olekus vesi (Chandler et al., 2016).

Tegelikult tuleks aga arvesse votta ka rohkem tegureid. Naiteks valjaspool traditsioonilist
elamiskolblikku voondit asuvate hiidplaneetide kuud on astrobioloogiliste uuringute
sihntmargid (Marion et al., 2003; Seager, 2013). Viljaspool traditsioonilist elamiskdlblikku
voondit on loodejoudude t66 ja radioaktiivne lagunemine kaks hiipoteetilist soojusallikat,
mis vOivad aidata kaasa vedela vee olemasolule. Isegi taheslsteemist valjasattunud
hulkurplaneetide kohta on oletatud, et radioaktiivsel lagunemisel tekkiva soojuse ja paksu
jaakihi téttu nende pinnal vdivad need olla jaakihi all elamiskdlblikud (Abbot ja Switzer,

2011).

Enamik teadusuuringuid, mida tehakse lootuses leida elu mujal peale Paikeseslsteemi,
otsivad elu labi kaudsete tunnuste nagu planeedi tihedus ja suurus (Hill et al., 2018), otsivad
kus vOiks leiduda vedelat vett ja uuritakse potensiaalseid atmosfaarides elule viitavaid
(biosignature) gaase ja tunnuseid (Seager et al., 2016) ning otsivad tehnosignaale (Sheikh,
2020; Traas et al., 2021), nagu raadioteleskoopide abil kosmilistest raadiolainetest signaale

(Cocconi ja Morrison, 1959).



Kaugete tahtede juurde kiiremas korras jdbudmine on meie praeguse tehnoloogiaga vdéimatu
ja fuusikaseadused piiravad ka oluliselt osade paikadeni joudmist, seetdttu ei ole
[ahitulevikus lootust kohapealseid anallilise sealt teha. Kuni me pole saanud otsest kinnitust
signaalide vastuvotust kosmoseolenditelt, ei saa kosmosesignaalid kunagi 16plikult kinnitada
elu olemasolu teisel planeedil. Seetdttu on parim vdimalus podrata tdahelepanu meie
Paikesesiisteemile, kus leidub mitmesuguseid uurimisvaarsete tingimustega paiku, ning
kaudselt aitavad need teadmised omakorda tulevikus ka mdista andmeid mida kogutakse

eksoplaneetide kohta.

Kuigi kosmosest ei ole veel elu leitud, pole haruldane, et sealt leitakse keerukaid orgaanilisi
aineid. Missiooni Stardust kosmosesondiga Maale toodud aine analilsimisel leiti, et komeet
Comet 81P/Wild (tuntud ka Wild 2 nime all) sisaldab glitsiini ja €-amino-kaproonhapet
(EACA) (Elsila et al., 2009). Meteoriitidest on varem leitud mitmeid aminohappeid ja ka

lammastikaluseid (Kvenvolden et al., 1970; Martins et al., 2008).

Gliikoolaldehiilidi on leitud raadioteleskoopidest koosneva interferomeetri Atacama Large
Millimeter Array (ALMA) vaatluste pdhjal koguni vidljaspool Pdikesesiisteemi, Gihe noore
Paikese tulpi tahe juures. Orbitaalspektromeetri ROSINA (Rosetta Orbiter Spectrometer for
lon and Neutral Analysis) abil uuriti komeedist 67P/Churyumov-Gerasimenko kogutud ainet
ja leiti sellest glitsiini, metttlamiini, ettdlamiini ja fosforit (Altwegg et al., 2016). Need ja
mitmed muud tulemused néitavad seda, et elu koostisosad eksisteerivad lisaks Maale ka

mujal universumis.

Viimastel aastakiimnetel on planeedi uuringute keskmes olnud Marss ja sealt on leitud
marke, mis voivad viidata minevikus eksisteerinud elule, kuid konkreetseid tdendeid elu
kohta Marsil veel ei ole (House et al., 2022). Samuti on arutletud gaasist hiidplaneetide
kaaslaste edasise uurimise Ule Pdikeseslisteemi kaugemas osas. Kuid meile kdige lahemat
planeeti Veenust on viimastel aastakiimnetel lsna p&hjendatult suuresti eiratud — Veenuse
pinnatemperatuur on 735 K (461°C) ja selle pilved koosnevad peamiselt vaavelhappest.
Vastavalt meie arusaamale keemiast ja bioloogiast pole need tingimused kuigi tdenaoliselt

elamiskolblikud.



1.2. Veenus kui astrobioloogiliste uuringute sihtmark

1.2.1. Uldine tllevaade

Veenusest hakati astrobioloogia kontekstis radkima 2020. aasta septembris, kui Veenuse
atmosfaaris avastati marke fosfaanist (PHs) (Greaves et al., 2020). Fosfaan on elu olemasolule
viitav nn biosignatuurgaas ja Maal toodavad seda ainult elusorganismid. Pole teada viisi,
kuidas fosfaan saaks tekkida Veenuse-sarnastel kiviplaneetidel, kuigi gaasist koosnevatel
hiidplaneetidel tekib see looduslikult (Sousa-Silva et al., 2020). Md&ned artiklid on Veenusel
fosfaani tuvastamise algusest peale kahtluse alla seadnud (Thompson, 2020; Villanueva et al.,
2020). Séltumatul kordusanalisil massispektromeetri Pioneer Venus Large Probe Neutral
Gas Mass Spectrometer (LNMS) andmetest leiti taas tdendeid selle kohta, et pilvedes esineb
fosfaani ja muid mittetasakaalulisuse marke (Mogul et al., 2021). Arutelu fosfaani esinemise
Ule Veenuse pilvedes ja nende pilvede koostise Ulile tdendoliselt jatkub kuni edasiste

kohapealsete uuringute tegemiseni.

Viimased in situ mddtmised Veenusel toimusid 36 aastat tagasi. Enne seda oli Veenus
60ndatel ja 70ndatel aastatel esimese eduka planeetidevahelise reisi ja maandumise
sihtmark. Niid on kavas mitu lendu Veenusele, sealhulgas seeria Venus Life Finder Mission,

mis koosneb kolmest lennust eesmargiga otsida elu tunnuseid (Seager et al., 2021a).

Veenuse pind vGis olla minevikus elamiskdlblik ja seal vois leiduda vedelat vett, enne kui
kontrollimatu kasvuhooneefekt pdhjustas temperatuuri tdusu eluks kdlbmatule tasemele
ning pohjustas seal vee aurustumise (Way et al., 2016). Kuigi praegu Veenuse pinnal elu ei
ole, jaab pilvede alumiste kihtide temperatuurivahemik Maa bakterite kasvuks sobilikku
piirkonda. Pilved on diinaamilised, seal on tuul ja pilvekomponentide ringlus; temperatuurid
on vahemikus —20 °C (253 K) 62 km juures kuni 100 °C (373,15 K) 47 km juures (Cockell, 1999;
Seager et al.,, 2021b). Ka kiirgus ei paista olema elu piirav tegur: 54 km kdrgusel Veenuse
pinnast on bioloogilise mdju teguriga kaalutud ultraviolettkiirgus vaiksem kui Maa pinnal
(Dartnell et al., 2015; Patel et al.,, 2022). Veenuse pilvkatet ja sealseid temperatuure on

kujutatud joonisel 1.
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Joonis 1. Veenuse pilvkate on terviklik ja alaline, selle temperatuur on eluks kdlblik keskmises
ja alumises pilvekihis. Pilvkate asub 48 km kuni 70 km kdrgusel. Joonis kohandatud allikast
(Seager et al., 2021b), uuesti kohandatud Rute Marta Jansone’i poolt (Kaasik, 2022).

1.2.2. Atmosfaari keemiline koostis ja Veenuse pilved

Veenuse atmosfaar on palju tihedam kui Maa atmosfaar (Knollenberg, 1982) ja see koosneb
peamiselt susinikdioksiidist (lUle 96 %). Sisalduselt teine komponent on [ammastik: keskmiselt
on atmosfaaris 3,5 % molekulaarset lammastikku, 64 km kdrgusel kuni 5,0 %. Atmosfaari
piirkonnad erinevad keemilise koostise poolest (Peplowski et al., 2020; Taylor ja Hunten,
2014). Muid Ghendeid ja elemente leidub mikrokogustes, kuid mdned neist on huvipakkuvad:
nditeks paljud gaasid, mille leidmine seal oli ootamatu. Osasid neist on peetud artefaktideks.
Lisaks sellele, et moned neist on vdimaliku elu tunnused, viitavad moned neist anomaalsetest
gaasidest keemilisele mittetasakaalulisusele. Maal valitsev mittetasakaalulisus on tingitud
eluga seotud protsessidest ning mittetasakaalulisus teistel planeetidel on peamisi véimalikule

elule viitavaid tunnuseid (Krissansen-Totton et al., 2016; Lovelock, 1965).



Automaatjaamade Vega ja Venera abil tehtud kohapealsed pilveosakeste elemendilise
koostise modtmised nditasid, et seal on olemas eluks vajalikud mittelenduvad elemendid.
Pilveosakeste analllsidest leiti olulises koguses vaavlit, kloori ja fosforit, tdendoliselt
esinevad neis ka Fe, Se, |, Br, Al, Hg, Pb, Al, As ja Sb (Petryanov-Sokolov et al., 1981; Surkov et
al., 1986; Taylor ja Hunten, 2014). Elu vajab lesehituseks ja katallilisiprotsessideks
mitmesuguseid mittelenduvaid elemente nagu metallid. Kui pilvedes leidub tavaliselt

mittelenduvaid elemente, on see lks voimalik naitaja selle kohta, et pilvedes vdib olla elu.

Veenuse pilvepiisad koosnevad vaga happelisest vdaavelhappest (H,SO,) (Hansen ja Hovenier,
1974), kuid happe tdpne kontsentratsioon ja osakestevaheline varieeruvus pole tapselt
teada. Grinspoon ja Bullock (2007) hindasid, et pilvede pH vaartused on vahemikus —1,3-0
(Grinspoon ja Bullock, 2007). Pilvepiiskade m&6tmistest tuletatud murdumisnditaja vastab

sellele, et pilved koosnevad vdahemalt 70 % vaavelhappest (Young, 1973).

Kogu Veenuse pinda katvas kihilises pilvkattes on kolm peamist osakeste suurusfraktsiooni,
nende keskmine 1abim66t on vahemikus 0,5 um (1. fraktsioon), 2—3 um (2. fraktsioon) ja > 3
um (3. fraktsioon) (Ragent et al., 1985; Young, 1983). Vdikseimate osakeste tdpne koostis ei
ole teada, kuid arvatakse, et tegemist on vaavelhappe lahusega, mis sisaldab erinevaid
mineraale. See fraktsioon on sagedasem suurematel kdrgustel. Kdigis pilvekihtides leidub 2-3
pum labimodduga osakesi, suuremad osakesed esinevad pilvede alumises kihis (Titov et al.,

2018; Young, 1983).

H,SO, kontsentratsioon on vdikseim pilvede lilaosas ja suureneb alakihtide suunas. Pilvede
alumise piiri Iahedal (42 kilomeetri kdrgusel) on vee moolimurd monede andmete kohaselt
kuni 0,52 %, kuigi andmetes esineb endiselt lahknevusi (Hoffman et al., 1980). Nende
andmete kohaselt on pilveosakeste koostis vertikaalteljel suures ulatuses heterogeenne.
Pilvepiiskade happesuse, kontsentratsioonide ja muude omaduste varieeruvuse

valjaselgitamine oleks elu otsivate uuringute jaoks vaga oluline.

Kui Veenusel on elu, peab see tdendoliselt veetma suurema osa ajast pilvedes
vedelikupiiskades (vt joonis 2). Elupaikadeks olevad piisad muutuvad I6puks sademeteks,
seega peavad Veenuse eluvormid moodustama spoorilaadseid struktuure, mis peavad vastu

allasadavate tilkade aurustumisele kdrge temperatuuri tottu (Seager et al., 2021b). Kuivanud
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spoorid kogunevad Veenuse pilvedealusesse udukihti ja vdivad liikuda sealt tagasi lilespoole
atmosfaari lainetamisest pShjustatud vertikaalse segunemise téttu (Fukuhara et al., 2017;

Medvedev ja Yigit, 2019; Seager et al., 2021b).

Veenuse pilvede elamiskdlblikkuse suurimad piirangud on suur happelisus ja veepuudus.
Mone allika hinnangul on vee termodiinaamiline aktiivsus alla 0,02 (Gentry ja Dahlgren,
2019) voi isegi alla 0,004 (Hallsworth et al., 2021). See on mitu suurusjarku vaiksem kui mis
tahes keskkonnas, kus on leitud aktiivset elu metabolismi ja kasvu (Stevenson et al., 2017).
Samas tuleb markida, et samuti kui Maa atmosfaar on muutlik nii ajas kui ruumis, on seda
kuigivord ka Veenuse atmosfaar ning Uldkeskmiste voi mittetdielike andmete pohjal

arvutatud vaartused ei kajasta kdiki voimalikke elupaiku.

Kirjanduses pakutud atmosfaari veesisaldus on vaga laias vahemikus, 5 ppm kuni 200 ppm
(Bell et al., 1991). Sealse vee tegelik kontsentratsioon ja liikkumine atmosfaaris pole teada
(Rimmer et al., 2021). Eluks sobivate tingimuste otsingul oleks oluline teada ka vee
kontsentratsiooni varieeruvust. Samuti on spekuleeritud, et hipoteetilistel Veenuse

mikroobidel v3ib olla kohastumusi vee pllidmiseks ja kogumiseks (Seager et al., 2021b).
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Joonis 2. Hupoteetiline elutsiikkel Veenuse pilvedes. 1) Mikroskoopilised organismid on
kuivanud spooridena “depoos” kuumades tingimustes pilvede all olevas kihis. 2) Ulesvool
kannab sealt spoorid elukdlblikku voondisse. 3) Spoorid toimivad pilvede
kondensatsioonituumadena. 4) Metaboolselt aktiivseks muutunud organismid kasvavad ja
paljunevad. Gravitatsiooni toimel suured pilvetilgad sadenevad vilja, kuid tekkinud kuivavad
spoorid langevad uuesti tagasi“depoosse” (Seager et al., 2021b).

Pioneer Venus ja Venera 14 leidsid Veenuse pilvede alumistes kihtides ja allpool pilve
molekulaarset hapnikku (O,) kontsentratsioonis mdned osakesed miljoni kohta (Oyama et al.,
1980). Neid avastusi on peetud artefaktideks, sest tkski teadaolev fuisikaline voi keemiline
mehhanism ei suudaks sailitada sellist O, kontsentratsiooni atmosfaari kdrge temperatuuriga
alakihtides (Krasnopolsky, 2006). Vaba hapnik on aarmiselt reaktiivne ja peaks Veenuse
termodinaamilistes tingimustes atmosfaarist kiiresti kaduma, seega voib see olla mark elu

olemasolust (juhul kui mdotmistulemused kinnitust leiavad).

Veenuse atmosfadris avastati ootamatult ka ammoniaak (NH,). Seda peeti artefaktiks, kuid
paistab, et on potentsiaalseid tdendeid terve lammastikuringe olemasolu kohta Veenuse
pilvedes (Mogul et al., 2021). Sondi Pioneer Venus andmete uuesti analtisimisel leitud

[ammastikulihendite hulgas on selliseid, mis osalevad Maa bioloogilises lammastikutsiklis.

11



Sond Pioneer Venus tuvastas kohapealsete mddtmistega Veenuse atmosfaaris lenduvad
susivesinikud: metaani (CH,), etaani (C,H¢) ja benseeni (CsH,). Eriti metaani sisaldust hinnati
vaga suureks, kuid see on tdenaoliselt artefakt, sest kaugvaatlustega saadud piirmaar on seal

maooddetud kontsentratsioonist palju madalam.

Kuigi mainitud Uhendite kontsentratsioonide maaramises on palju ebakindlust, ootab
lahendamist veel iks mdistatus — tundmatu ultravioletineelaja (the unknown UV absorber).
Nahtavas valguses Veenust vaadeldes on Veenus uhtlane valge kera, kuid Veenust
UV-vahemikus vaadeldes ilmnevad suure kontrastsusega piirkonnad, mis aja jooksul
muutuvad (vt joonis 3). UV (320 - 400 nm) neelamise eest vastutava aine kindlakstegemiseks
on tehtud palju to6d, kuid ikski pakutud kandidaat ei vasta kdigile kriteeriumidele (Seager et
al., 2021a). Mdned artiklid on vorrelnud Veenuse tundmatut UV-neelajat isegi vetikate

Oitsengute mustritega (Limaye et al., 2018).

Joonis 3. Veenus nahtavas lainepikkuses (vasakul; NASA) ja ultraviolettvalguses (365 nm ja
283 nm kombinatsioon) (paremal; JAXA/ISAS/DARTS/Kevin M. Gill).

Elul (sellisena nagu me seda planeedil Maa teame) on ilmselt vaga keeruline Veenuse korge
kontsentratsiooniga vaavelhappe tingimustes eksisteerida. Samuti ei ole siiani andmeid
organismidest, mille kogu elutsiikkel toimuks atmosfaaris, ehkki ka korgelt Maa atmosfaarist
on leitud metaboolselt aktiivseid mikroorganisme (Klein et al., 2016). Kuid olenemata sellest,
kas Veenuse pilvedest leitakse elu, annaks Veenuse pilvepiiskade happesuse kohapealne

mootmine inimkonnale palju informatsiooni, mille olulisust on raske eelnevalt hinnata.
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1.3. Atsidofiilid

Kuna selle magistrit6d eksperimentaalne osa on seotud just t66ga pH sensori valjatdotamise
juures Veenuse eeldatavasse madala pHga tingimustesse, siis peatun pdgusalt just happesuse

mdjul organismidele ja elu véimalikkusele madala pH keskkonnas Maa organismide naitel.

1.3.1. Varieeruvus ja esinemine

Atsidofiilid on Uldiselt maaratletud kui organismid, kes elavad happelises keskkonnas — see
tdhendab keskkonda, mille pH on tunduvalt madalam kui 7. Organisme, kelle eelistatud pH
on 3 voi alla selle, kasitletakse mdnikord ekstreemsete atsidofiilidena (Johnson ja Quatrini,
2020; Quatrini, 2016). Teised on méaaratlenud atsidofiilidena mikroorganismid, mille kasvuks

optimaalne pH on alla 3 (Baker-Austin ja Dopson, 2007).

Maaratlus ja selle kohaldamine on erinevad soltuvalt olukorrast ja valdkonnast, kus seda
kasutatakse. Nagu pideva suuruse alusel klassifitseerimine ikka, voib atsidofiilide
maaratlemine kergesti takerduda semantilistesse detailidesse. Kdaesoleva t66 kontekstis on
kdige huvitavamad vaga madalal pH tasemel elavad atsidofiilid, sest need on koige
asjakohasemad elamiskdlblikkuse vdimalike piirmadarade seisukohast. Kuid erinevaid
kohastumisi (olenemata sellest, kas need esinevad ekstreemsetel v6i moddukamatel
atsidofiilidel) kasitletakse mdistmaks erinevaid viise, kuidas elu saab kohaneda korge

vesinikioonide kontsentratsiooniga keskkonnas.

Esimene teadaolev organism, mida vdiks kirjeldada ekstreemse atsidofiilina, oli bakter, mis
suutis elada lahjendatud vaavelhappes, mis oli toodetud vaavli oksideerimise
kdrvalsaadusena. See oli esimene organism, mida kirjeldati elamas nii madala pH juures kui 3
vOi isegi 0,6 (Waksman ja Joffe, 1922). Algselt anti sellele bakterile nimi Thiobacillus
thiooxidans, 2000. aastal liigitati see Uimber kui Acidithiobacillus thiooxidans (Kelly ja Wood,
2000). Praeguseks on koigi kolme eludomeeni organisme leitud darmiselt happelistes

keskkondades. Mdned arhede perekonda Picrophilus kuuluvad liigid paljunevad pH O juures
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ja nende optimaalne pH on 0,7. Kaks selle perekonna liiki, Picrophilus oshimae ja Picrophilus
tomdus on termofiilsed ja vaga atsidofiilsed arhed, mis leiti Jaapani hidrotermilisest

piirkonnast, kus eraldub vaavlirikkaid gaase (Schleper et al., 1996).

Vaga happelises keskkonnas elab ka eukariioote. Seen Scytalidium acidophilum on aktiivne ja
kasvab pH 0 juures, kusjuures kasvuks optimaalne pH on piirkonnas 1-2 (Sigler ja Carmichael,
1974; Starkey ja Waksman, 1943). Enamik ekstreemseid atsidofiile on mikroobid, kuid ka
keerulisem hulkrakuline elu vdib esineda Usna happelistes keskkondades, kuigi bioloogiline
mitmekesisus on nendes tingimustes vaike. Loomade liike, enamasti keriloomi on leitud

keskkonnas, mille pH on alla 3 (Deneke, 2000; Pejler ja Bé€rzins, 1993a, 1993b).

1.3.2. Kohastumine ja kohanemine happeliste keskkondadega

Happelised keskkonnad vdivad Maal olla looduslikud (Jones et al., 2012; Urbieta et al., 2012)
voi inimtekkelised happelised kaevanduse drenaazid (Baker ja Banfield, 2003; Hedrich ja
Schippers, 2021; Slonczewski et al., 2009; Zhang et al., 2017), mdlemil puhul on tegu tihti
vaadvelhappega mis on ekstreemselt madalate pH tingimuste pdhustaja ning tihti koosnevad
mikrobikooslused suures osas vaavliokslideerijatest. Lisaks esineb ka rauaoksiideerijaid. Hape
on definitsioonikohaselt aine, mis loovutab prootoneid ehk vesinikioone (H+). On teada, et
kogu elu toimimine on suuresti soltuv just vesinikiooni gradiendist ning elusorganismid on
kohanenud kindlate vesinikioonide kontsentratsiooni vahemikega. Et elada madala pH
tingimustes, on atsidofiilid kohastunud taluma rakumembraanil mitme Uhiku suurust pH
gradienti (Baker-Austin ja Dopson, 2007). Kohastumismehhanismid vdib jagada aktiivseteks ja
passiivseteks. Suure happesusega kohastumise passiivsed mehhanismid on néiteks sellised
fuusilised piirpinnad (membraanid), mis suure vesinikioonide gradiendi (ApH) korral neid

ioone vahem labi lasevad.

Kuna ApH on atsidofiilides prootonite liikumapaneva jou (proton motive force, PMF)
peamine pdhjustaja, on ApH tsutoplasma membraanil lahutamatult seotud prokartiootse
raku bioenergeetikaga. ATP tootmine prootonide labiminekul ATP siintaasist suurendab rakus
prootonite kontsentratsiooni. Kui seda ei reguleeritaks, pdhjustaks see kiire ApH

vahenemise. Maapealsete organismide puhul hairiks ebasobiv vesinikioonide hulk rakus ka
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biomolekulide normaalset talitlust, sest need toimivad vajalikul viisil ainult teatavas pH

vahemikus (Baker-Austin ja Dopson, 2007; Madshus, 1988).

Atsidofiilidel on vaga labilaskmatud rakumembraanid, mis piiravad prootonite sissevoolu
tsutoplasmasse, et aidata sdilitada ApH-d. Arhede rakumembraanid, mis koosnevad
tetraeeterlipiididest, on hea naide vaga labilaskmatust rakumembraanist vorreldes bakterite

ja eukariiootide rakumembraanide estersidemetega (van de Vossenberg et al., 1998).

Lisaks on paljude arhede rakuseinad vaga keeruka struktuuriga — selle eesmark on kaitsta
neid karmide keskkondade eest, kus nad sageli elavad (Albers ja Meyer, 2011). On huvitav
markida, et monedel darmuslikel atsidofiilidel on (iksnes rakumembraanid ilma selgesti
eristuva rakuseinata. On tdenaoline, et raku terviklikkuse sailitamine sdltub membraaniga
seotud glukoproteiinidest. Thermoplasma  glycocalyx’i  rakumembraaniga seotud
lipogliikaanidel on tdendoliselt méned rakuseina funktsioonid (Segerer et al., 1988; Yang ja

Haug, 1979).

Membraani l3bilaskvus prootonitele maarab, kui kiiresti prootonid raku sisse liiguvad.
Tasakaal membraani ldbilaskvuse, energia- ja transpordisiisteemide t66st tuleneva
prootonite sissevoolu ning prootoneid rakust valja toimetava prootonpumba kiiruse vahel
maarab, kas rakk suudab sadilitada sobiva prootonite liikkumapaneva jou (PMF) (Baker-Austin
ja Dopson 2007). pH homdostaasis voib olla oluline osa ka membraani kanalite labilaskvusel
ja suurusel. Reaktsioonina vilise pH muutumisele kohandab Acidithiobacillus ferrooxidans
mitut rakumembraani komponenti ja transkriptsiooni regulaatorit (Chao et al., 2008).
Acidithiobacillus ferrooxidans’i vdlismembraanis on poorivalk Omp40, millel on suur valimine
L3-silmus, mis reguleerib pooriava suurust ja ioonselektiivsust sdltuvalt pH-st. Madalama pH
juures selle stintees kiireneb (Amaro et al., 1991; Baker-Austin ja Dopson, 2007; Guiliani ja

Jerez, 2000).

Lisaks membraani vaikesele ldbilaskvusele kaitsevad raku sisemust prootonite korge
kontsentratsiooni eest transpordiprotsessid, mis vdhendavad membraanipotentsiaali.
Kaaliumioonide Ulekandmisel labi membraani raku sisse muutub membraani potentsiaal

Gibbsi-Donnani efekti tottu vastassuunalisemaks. Positiivselt laetud osakeste nagu K* voi
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muude positiivselt laetud komponentide hulga suurendamine rakus on (iks viis prootonite
sissevoolu drahoidmiseks (Baker-Austin ja Dopson, 2007; Fitterer et al., 2004). Donnani
potentsiaaliefekt ilmneb  siis, kui membraani mitteldbivad ained muudavad
membraanipotentsiaali. Donnani potentsiaal takistab prootonite sissevoolu (Baker-Austin ja

Dopson, 2007; Matin, 1999).

Tslitoplasma pH-d puhverdavad vaikesed orgaanilised molekulid, nt aminohapped, aga ka
valkude ja anorgaaniliste molekulide ioniseeritavad riihmad (Slonczewski et al., 2009). Kuigi
atsidofiilide puhul on pH puhverdamine oluline rakusisese pH reguleerimise mehhanism,
naiteks Thiobacillus acidophilus'el toetab see koos membraani omadustega tsiitoplasma pH
homoostaasi, pole tdendeid selle kohta, et atsidofiilidel oleks parem puhverdusvéime kui
neutrofiilidel (Baker-Austin ja Dopson, 2007; Goulbourne et al., 1986; Zychlinsky ja Matin,
1983).

Kuigi koik ekstreemsed atsidofiilid on mikroobid, on happetaluvuses oma osa ka rakkude
tihedusel ja rakuvélistel komponentidel. Kilejaid “prebiootilise geeli” moodustisi on isegi Ghe
hipoteesi kohaselt pakutud elu alguse keskkonnaks, millest arenesid esimesed
elusorganismid, mis elasid biokilega Ghendatult (Trevors, 2011). Selle hiipoteesiga sobib
kokku ka see, et (ihed varaseimad teadaolevad eluvormid, stromatoliidid, on biokile
moodustised (Allwood et al., 2006). Happeliste keskkondade biokiledest on leitud Ullatavalt
suurt bioloogilist mitmekesisust. pH 0,8 - 1,74 juures leiti transkriptoomika meetoditega
organisme kodigist kolmest domeenist, kokku kuni 159 eri taksonit (Aliaga Goltsman et al.,
2015). Arvestades, et Veenusel oleks hiipoteetiline elu praegusel ajal véimalik ainult pilvedes,
siis ulatuslik biokilede moodustamine ei oleks seal véimalik. Veenuse pilvede piisad on
mootmete poolest samas suurusjargus bakteritele ja arhedega. Samuti ei peaks biokile vastu

Seager jt. (Seager et al., 2021b) poolt valja pakutud elutstiklile pilvedes.

Erinevaid atsidofiilidele iseloomulikke kohastumusi (kokkuvotet vt joonisel 4) vdéidakse
teistele liikidele edasi anda horisontaalse geenililekande teel. Atsidofiilid Thermoplasma
acidophilum ja Picrophilus torridus jagavad omavahel 65% geenidest ning sama palju ka
Sulfolobus solfataricus-ega, samas jagades ainult 35% geenidest Pyrococcus furiosus’ega, mis
on neile fiulogeneetiliselt lahedasem (Fltterer et al., 2004). Ka eukartiootse atsidofiili

Chlamydomonas eustigma puhul on tdéendeid horisontaalsest geenililekandest arhedelt ja
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bakteritelt (Hirooka et al., 2017; Schonknecht et al., 2013). Sarnaseid naiteid on teisigi
(Gonzalez-Rosales et al., 2021; Zhang et al., 2017), seega vOib Oelda, et horisontaalne

geenililekanne on atsidofiilide kohastumise lks hadavajalike mehhanisme.

Kuigi enamus atsidofiile hoiavad rakusisese pH neutraalsena, on véimalik kohastumus ka
ndrgalt happeline tslitoplasma Acetobacter aceti nditel, kes oma elutegevuse tulemusena
toodab etanoolist dadikhapet ja talub raku tsiitoplasma happestumist (Menzel ja Gottschalk,
1985). Acetobacter aceti valgud on kohastunud té6tama happelises keskkonnas (Francois ja
Kappock, 2007) ja samuti on metabolismirajad erinevad (Mullins et al., 2008). See naitab et
vahemalt mingisugune varieeruvus saab eksisteerida rakkude sisemise tsiitoplasma jaoks ja

makromolekulide ning metabolismi kohastumine happelisemas keskkonnas toimimiseks on

voimalik.
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Joonis 4. Happelises keskkonnas hakkama saamise mehhanismid. 1. Rakk ei lase prootoneid
sisse. 2. Positiivse laengu tekitamine ioonide (nt K*) raku sisse pumpamisega. 3. Prootonite
rakust valja pumpamine. 4. Rakumembraani komponentide geenide ekspressiooni ja hulga
membraanil muutmine vastavalt keskkonna pH-le. 5. DNA parandus kahjustuste korral. 6.
Puhverdamine ja H* sidumine teiste molekulidega ning nende rakust eemaldamine. 7.
Horisontaalne geenillekanne. 8. Biokiled ja rakkude tihedus kaitsevad rakke
keskkonnamdjude eest. Osaliselt adapteeritud joonisest (Baker-Austin ja Dopson, 2007).

Ekstremofiilide uurimine on (ks viis astrobioloogia valdkonda panustada. Eelnevalt loetletud
viisid happelises keskkonnas toime tulla vdivad aidata mdista, kuidas elu vdiks toime tulla
teistel planeetidel meie mdistes ekstreemsetes tingimustes. Kuid kui me just ei poolda
panspermia hlpoteesi, siis vdime eeldada, et kui elu peaks eksisteerima Veenusel véi mdnes
teises keskkonnas peale Maa, siis potentsiaalsetel happelise keskkonnaga toimetuleku
mehhanismidel ei ole rohkem (hist kui pdhimotted, ehk kdik atsidofiilide kohastumiste

sarnasused oleks konvergentse evolutsiooni tulemus.

1.4. Veenuse pH-sensori kontseptsioon - Tartu Observatooriumi
pH-sensor (TOPS)

Tanapdeval kasutatakse pH mootmiseks fluorestsentsspektroskoopiat, kuna see on
mitteinvasiivne, suure selektiivsuse ja tundlikkusega, lihikese reageerimisajaga ja pohineb
suhteliselt lihtsal protsessil, mis vGimaldab paljude proovide paralleelset jalgimist (Sharma et
al., 2019; Zhang et al., 2015). Veenuse tingimused on suure happesuse tottu ainulaadsed ja
toostuslikult toodetavad pH-sensorid ei ole ette ndahtud modotmisteks Veenuse pilvedes
huvipakkuvas pH vahemikus. Ka kogu mehhanismi Ulesehitus peab olema vastupidav ja

lihtne, et vahendada seadme komponentide rikke ohtu missiooni eluea jooksul.

Seetdttu on kavas Usna lihtsa ja robustse llesehitusega seade (joonis 5), mis koosneb
ultraviolettkiirgusega ergastatavast plaadist ja sellele suunatud kaamerast (joonis 6).
Klaasplaat on kaetud maatriksisse fikseeritud fluorestseeruva pH-tundliku pigmendiga, mida
ergastavad UV-valgusdioodid. Kui klaasplaadile satuvad Veenuse pilvede piisad, mdddab

kaamera pigmendi fluorestsentskiirgust, mis annab teavet piiskade happesuse kohta.
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Selline ehitus on sobilik ka pilvepiiskade heterogeensuse mddtmiseks, sest samal ajal jaab
kaamera ette palju erinevaid pilvepiisku ja olenevalt nende happesusest on

fluorestsentskiirgus erinev (vt joonis 7).

Pigment ja maatriks

Substraat

Filter

Kaamera sensor

Joonis 5. Tartu Observatooriumi pH-sensori (TOPS) p6himdtteskeem.

Kaamera
(OPIC instrumendilt)

UV valgusdioodid (LED)

Joonis 6. Seadme kaameraosa parineb ESA F-klassi missiooni Comet Interceptor jaoks
moeldud OPIC-seadmest (Pajusalu et al.; Slavinskis et al., 2019). Sellel joonisel on OPIC
seade, milles periskoop on asendatud pH-sensori mooduliga, millel on ergastamiseks
UV-valgusdioodid.
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pH-sensori kavandamisel Veenuse atmosfadri tingimuste jaoks on oluline stabiilne
indikaatormolekul véi indikaatormolekulide segu, mis t66tab madala pH juures. Fluorestseiin,
mille molekulaarne vorm (joonis 8) ja vastavalt ka fluorestsentsspekter (joonis 9) séltuvad

pH-st, on Dr. Ida Rahu poolt tehtud katsete jargi olema seni sobivaim variant (Seager et al.

2021).

Joonis 7. Fluorestsiini fluorestsentskiirguse varvus soltuvalt happe kontsentratsioonist. Foto:
Ida Rahu

Joonis 8. Fluorestseiini keemilised struktuurid erinevates pH piirkondades: katioon,
neutraalse molekuli vormid, monoanioon ja dianioon (Zhang et al. 2015).
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Joonis 9. Fluorestseiini kiirgusspekter happe erinevatel kontsentratsioonidel. Spektrid on
normaliseeritud lainepikkuse 450 nm suhtes. Joonise suurendatud osa: suhtelised
intensiivsused 425 nm juures naitavad selget s6ltuvust vaavelhappe kontsentratsioonist (5 *
107 kuni 9M) (Seager et al. 2021).

Pollvinuulalkohol (PVA) on ks olulisemaid kommertskasutuses olevaid vees lahustuvaid
poliimeere ja see on kdesolevas t60s peamine fluorestsiini siduva maatriksi kandidaat. Selle
1606 eksperimentaalses osas testiti fluorestsiini matariksina nii PVA-d kui selle boorhappega

seotud varianti (joonis 10), samuti kommertskasutuses olevat lahust Nafion™.
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Joonis 10. PVA (ilal) ja kirjanduses véljapakutud PVA ning boorhappe tihendstruktuurid (all).

Kbige tGendolisemaks peetakse struktuuri nr. 4 (Prosanov et al., 2018).
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2. Eksperimentaalosa

2.1. To6 eesmargid

Kdesolev t66 on osa Tartu Observatooriumi kdimasolevast projektist, mille eesmargiks on
vdlja tootada lihtne, kergekaaluline ja téokindel sensor Veenuse pilvede pH kohapealseks
maootmiseks (Tartu Observatooriumi pH-sensor, TOPS). Kdesoleval to6l olid projekti raames

jargmised konkreetsed eesmargid.

1. Leida keemiliste ja fllsikaliste omaduste poolest sobiv maatriks, millega siduda
ultraviolettkiirguse mdojul fluorestseeruvat pigmenti pH-tundliku kile kujul
alusplaadile. Kile kokkupuutel pilvepiiskadega peab maatriks vbimaldama pigmendi

fluorestsentsi registreerida.

2. Leida maatriksi ja pH tundliku pigmendi sobiv suhe sensorplaadi jaoks, mida kasutada
edasises t00s instrumendi esialgse prototiiibiga. Tarvis on selliseid plaate, mis

kuivana ei kiirgaks ja alles kokkupuutel uuritavate piiskadega tekiks fluorestsents.

3. Leida meetod maatriksi ja pH tundliku pigmendi kandmiseks klaasplaadi pinnale.
Eelistatud oleks viis, mis tekitaks 6hukese, Gihtlase, hiidrofiilse ja kiiresti kuivava kile.

Kile paksus peaks jddma samasse suurusjarku Veenuse pilvedes leiduvate piiskadega.

4. Erinevate materjalide happekinduse uurimine selleks, et leida nende seast piisavalt
happekindlaid materjale, mida kasutada edasises t60s Veenusele saadetava

instrumendi prototiibiga.
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2.2 Materjal ja metoodika

2.2.1. Maatriksi leidmine UV-kiirguse mojul fluorestseeruva pigmendi

sidumiseks

Et kasutada pigmenti tilkade happesuse tuvastamiseks, tuleb pigment maatriksisse
immobiliseerida. Projekti kaigus katsetasin poliviniilalkoholi (PVA) kilesid lisanditeta ja
boorhappe lisandiga. PVA puhul kasutasin osaliselt metoodikat, mida kirjeldasid (Gadhave et
al., 2019). Katsetasin ka kommertsiaalset kilede valmistamiseks kasutatavat Nafion™
poliimeerilahust (vt alapunkti pealkirjaga “Nafion™”). Jargnevalt kirjeldan nende kolme

maatriksi kandidaadiga (PVA, PVA boorhappega ja Nafion™) |abiviidud katseid.

PVA

PVA (tootja: Alquera; puhtusaste teadmata) lahusele |0ppkontsentratsiooniga 10
massiprotsenti lisasin  fluorestseiini (F) laboris saadaolevat todlahust (F tapne
kontsentratsioon polnud siinkohal oluline, kuna tegu oli esialgse katsetamisega). PVA
lahustasin vees kuumutades kuumaplaadil (kuni 90 °C juures) ja samal ajal magnetsegajaga
segades. Lahustumiseks kulus 2-3 tundi. Seejdrel katsetasin sama meetodiga PVA
kontsentratsioone 1% kuni 18%, kasutades eelneva ebatdpse kontsentratsiooniga
fluorestseiini lahuse asemel uraniini (tootja: Hanse Pro) ehk fluorestseiini naatriumsoola,
kuna uraniin lahustub vees palju paremini kui fluorestseiin ja nii on vdimalik saavutada
pigmendi suuremaid kontsentratsioone lahuses. Saadud segu sobis edasisteks katseteks

pH-tundlike kilede valmistamise eesmargil.

Kuumaplaadil 90°C juures PVA lahustamine, mis kestis ligikaudu 2-3 tundi, muutus
korduskatsetes vaga ajamahukaks. Otsisin kirjandusest informatsiooni ja leidsin
researchgate.net veebilehel (ihe kommentaari, mis soovitas PVA ja vee segu kuumutamise
asemel kilmkappi panna (Miller, 2019). Miller seletab oma kommentaaris: “Miks see to66tab?
Lahuses olev poliimeer peab tasakaalustama kahte mdju — hiidratatsiooni, mis paneb
poliimeeri molekulaarselt lahti hargnema, ja entroopiat, mis nduab, et polimeer keriks end
monevorra kokku. Hiadratsioon on madalatel temperatuuridel lihtsam ja tédnu

termodiinaamikale on lahti harutamine lihtsam ja seega lahustub poliimeer kergemini.”
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Otsustasin teha katse, milles vordlesin PVA lahustumist vees kuumutamisel, toatemperatuuril
ja kllmkapis. Temperatuurid olid vastavalt 90°C; 20°C ja 2°C, kdigil juhtudel oli PVA
kontsentratsioon 5%. Koiki tuubidesse valmistatud deioniseeritud vee ja PVA segust
koosnevaid katseobjekte raputasin 10 korda peale esimest tundi seismist. Peale teist tundi
raputasin neid 30 korda ja segasin vortexil 10 sekundit, seejarel segasin klaaspulgaga. 90°C
juures hoitud tuubis oli PVA tekitanud klombid ja sellist segu oli pulgaga raske segada. 20°C ja
2°C juures hoitud tuubides olevat segu oli palju kergem segada. Peale kolmandat tundi

segades tundus koigis tuubides PVA lahustuvat, kuid igaks juhuks lasin neil seista hommikuni.

PVA boorhappega

Valmistasin 10% massiprotsent PVA lahuse koos fluorestseiiniga, seda boorhappega (tootja
Nord Reahim) ristsidudes. Jargisin kolm aastat tagasi ilmunud teadusartiklis (Gadhave et al.,
2019) kirjeldatud metoodikat: lisades boorhape pulbrina u 50°C juures ja edasi kuumutades

kdrgemal temperatuuril.

Vastavalt metoodikale valmistati deioniseeritud veest ja PVAst PVA lahus. Lahusele lisati
50°°C juures ettendhtud kogus boorhapet Seejarel tdsteti temperatuur vahemikku 92°°C -
95°°C. Katsed tegin boorhappe kontsentratsioonidel 0,5% ja 1%, mis olid eelnevalt kirjeldatud
metoodika korral autorite vaitel toiminud. Paraku minu katsetes sel viisil toimides tdmbus
lahuses olev PVA kokku theks (imara kujuga tikiks ja enam ei lahustunud, mistéttu polnud

vOimalik sellest kilet valmistada. Seejarel katsetasin teisi viise.

Lahustasin boorhappe eelnevalt vees (5% (w/w) lahus). Lisasin 5 g seda boorhappe lahust 20
g-le eelnevalt valmistatud 10% PVA lahusele, hoides segu kuumaplaadil ja segades tund aega.
Sel viisil toimides tekkis Uhtlasena paistev segu, mis oli sarnane eelmises PVA katses
tekkinule, kuid oli viskoossem. Suurema viskoossuse tdttu ei toiminud magnetsegaja selles

segus piisavalt efektiivselt ja segu tuli tdiendavalt segada klaaspulga abil.

Boorhappega ristsidumist proovisin ka silikoonvormide abil ja madalakontsentratsioonilise
PVA lahusega: 1% PVA segati erinevate boorhappe kontsentratsioonidega (0,1%; 0,05%;
0,024%; 0,01%).
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Nafion™
Nafion™ on kommertsiaalselt saadaolev perfluorosulfoonhappe ja tetrafluoroetileeni
kopolimeeri (CAS number 31175-20-9) lahus vee ja alkoholide (2-propanooli ja 1-propanooli)
segus, tootja LIQUION™ Solutions. Seda lahust kasutatakse laboratoorselt mitmesuguste
kilede ja pinnakatete ning (segus tahkete ainetega) elektroodide valmistamiseks. Lisasin 15%
LIQUION™ Nafion™ l|ahusele eelkirjeldatud fluorestseiini lahust. Uritasin kanda saadud segu
klaasplaadile, kuid ilmnes, et selline lahus kaitub eelmistes katsetes saadud lahustest

erinevalt ega marga klaasi hasti. Seetdttu proovisin lahuse lisakihi plaadile kandmiseks

kasutada ka plastikvormi.

2.2.2. Maatriksi ja pigmendi suhe.

Optimaalse maatriksi ja pigmendi suhte leidmiseks valmistasin 25 erinevat lahust, varieerides
samaaegselt PVA ja fluorestseiini kontsentratsioone. Kasutasin laboris olevat fluorestseiini
lahust, tabelis on kirjas laboris oleva t66lahuse protsent (tdpne konsntratsioon teadmata).
.KGigepealt valmistasin 10% (w/w) PVA alglahuse seda 2 tundi (u 90 °C juures) kuumaplaadil
magnetsegajaga segades. Sellest lahusest valmistasin 25 lahuseproovi (vt tabel 1) 1,5 ml

tuubidesse, igasse tuubi kokku 1 ml lahust.

Tabel 1. PVA ja fluorestseiini kontsentratsioonide kombinatsioonid. Kombineerisin omavahel

5 erinevat PVA lahuse kontsentratsiooni ja 5 erinevat fluorestseiini (F) lahuse
kontsentratsiooni, kokku 25 erinevat testlahust.

2% PVA 1% PVA 0,5% PVA 0,2% PVA 0,1% PVA

1) 2% PVA;|2) 1% PVA;|3) 0,5% PVA;]4) 0,2% PVA;|5) 0,1% PVA;
80% F lahust |80% F lahust |80% F lahust |80% F lahust |80% F lahust }80% F lahust

6) 2% PVA;|7) 1% PVA;]8) 0,5% PVA;|9) 0,2% PVA;]10) 0,1% PVA;
60% F lahust |60% F lahust ]160% F lahust ]60% F lahust |60% F lahust |60% F lahust

11) 2% PVA;112) 1% PVA;|13) 0,5% PVA;]14) 0,2% PVA;|15) 0,1% PVA,;
40% F lahust |40% F lahust |40% F lahust |40% F lahust |40% F lahust |40% F lahust

16) 2% PVA;|17) 1% PVA;|18) 0,5% PVA;]19) 0,2% PVA;]20) 0,1% PVA;
30 % F lahust |30 % F lahust |30 % F lahust |30 % F lahust |30 % F lahust |30 % F lahust

21) 2% PVA;|22) 1% PVA;]23) 0,5% PVA;|24) 0,2% PVA;]25) 0,1% PVA;
20% F lahust |20% F lahust |20% F lahust |20% F lahust J20% F lahust |20% F lahust
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Valmistasin  mikroskoobi slaidide peale kahekomponentnest silikoonist vormid
pipeteerimiseks. Pipeteerisin 250 mikroliitrit igasse vormi ning kuivatasin ahjus ca 40 °C
juures (koos ringleva 6huga kiirema kuivatamise tarvis) 6 tunni jooksul ning lasin edasi

kuivada kogu 606 tdmbekapi all. Seda tegevust sai korratud kaks korda.

2.2.3. Maatriksi ja pigmendi pinnale kandmine

Proovisin mitme kuu valtel kolme eri meetodit:
1. Pipetiga mikroskoobislaidile pealekandmine
2. Kahekomponentsest silikoonist valmistatud vormide abil madala kontsentratsioonga
PVA lahuse mikroskoobislaidile kandmine.
3. Spetsiaalse seadmega (bar coater) (kihi paksused 20 um, 76 pm, 100 um ja 200 um)
pealekandmise meetod, kasutades pigmendina fluorestseiinist paremini lahutuvat

uraniini. Kasutasin kasitsi kasutamiseks moeldud seadet.

2.2.4. Materjalide happekindlus

Katsetasin 13 erineva materjali happekindlust edasise t66 tarvis instrumendi prototidbi
jaoks. Nende seas oli erinevaid materjale nagu 3D- printeri filament, erinevad teibid ja kiled.
Loikasin materjalidest 2 ml tuubi mahtuvad ribad. Esimese sammuna tegin kindlaks laboris
olevate 2 ml tuubide happekindluse, hoides neis kontsentreeritud H,SO4 ja 9M H,S04 tund
aega. Seejarel lisasin iga materjali tuubi kolmes korduses, kontsentreeritud H,SO4 (a) ja 9M
H,S0: (b) ning deioniseeritud veega (c). Uuritud materjalid olid jargmised.

1. 3D-printeri filament “FormFutura” pollpropileenist (PP)
2. Telgi parandamiseks mdeldud teip “Tent Repair Tape ECOOE” poliieteentereftalaadist
(PET)
Teip “Mastertape FALINGO”
Poliiimiidteip “youmile 50mm” silikoonliimiga
Labipaistev silikoonteip “Poppstar”

Teflonteip PTFE “E-CrossStu”
Buttlteip “FLASBAND tapel”
. Teflonteip “REKALRO”
10. Pollimiidteip akrilliimiga 3M
11. Polltetrafluoroetileen (PTFE) lint
12. Poltaridleeter (PAE), kile
13. Polliproptleen (PP), kile

3
4
5
6. Pollpropileen (PP), kile
7
8
9
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2.3. Tulemused ja arutelu

Nafion™ ei sobinud pH tundliku varvipigendi maatriksiks, kuna see ei katnud klaasi hasti ja
kuivades kohati pragunes, ei lahustunud Uhtlaselt ja oli hidrofoobne. 10% PVA tekitas kasitsi
slaidile kandes suhteliselt paksu kihi, mis ei olnud Uhtlane (joonis 11), kuid see meetod oli
esialgseteks lahuse slaidile kandmise katsetusteks sobiv. Suurema kontsentratsiooniga PVA
lahust kui 10% oli keeruline magnetsegajaga segada, vaiksema kontsentratsiooniga lahus aga

kuivas kaua ning jooksis laiali.

Kuigi koigil proovitud temperatuuridel (90°C; 20°C ja 2°C) lahustus PVA I6puks pika aja
jooksul, siis tulevikus on praktilisem seda kiilmas lahustada, sest nii saab suuremat hulka
lahuseid korraga teha. Lisaks on kiilmas vees lahustades vahem vdimalust segades kokku
kleepunud PVA kogemata pulgaga eemaldada ja seeldbi PVA kontsentratsiooni vahendada.

Kuumutamisel oli pidevalt probleemiks, et PVA kleepus pulgale ja koonilise kolbi kiilgedele.

Joonis 11. Vasakul on fluorestseiini ja sulforodamiiniga varskelt kaetud mikrsoskoobislaidid.
Paremal on vaavelhappe eri lahjenduste tilgad kontsentreeritud happest (vasakult paremale)
(9M 5 * 107) kuni destilleeritud veeni.

Slaididel silikoonvorme kasutades tekkisid Ghukesed kiled, kuid need kohati lekkisid
pikaajalise kuivamise jooksul. Siiski dnnestus nii saada mitmeid slaide, mida sai kasutada
edasises instrumendi prototlilibi loomiseks. Seda meetodit sai kasutatud ka PVA ja

fluorestseiini optimaalse omavahelise suhte leidmise katses (joonis 12).

Selgus, et madala fluorestseiini ja kdrge PVA sisaldusega slaidid fluorestseerusid ka kuivana
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isegi peale pikaajalist kuivamist (vt joonis 12 alumine foto ja joonis 13) ning ka
vaakumpumbaga kuivatamine ei kaotanud nende fluorestsentsi. Madala PVA
kontsentratsiooni ja korge fluorestseiini kontsentratsiooniga slaidid kuivana ei

fluorestseerunud (joonis 13), mis on katse eesmarki silmas pidades eelistatav.

i
i
5

=8

3 BTy LA | 3
Q»,;‘i @58 @338 @52

Joonis 12. Kahekomponentsest silikoonist valmistatud vormide abil fluorestsiini sisaldava
PVA-maatriksi mikroskoobislaididele kandmise tulemused. Katseobjektide numbrid vastavad
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tabelis 1 toodud kontsentratsioonide kombinatsioonidele. Ulemisel fotol on kaks komplekti
valmistatud katseobjekte laborivalguses. Ulemine neist kahest komplektist on alumisel fotol
pildistatud kuivana ultraviolettkiirguses, milles on naha kdrge PVA ja madala fluorestsiini
kontsentratsiooniga katseobjektide (all vasakus nurgas) fluorestsents.

Joonis 13. Ulal madala PVA kontsentratsiooniga (0,1%) ja katseobjekt nr 5 ja all kérge PVA
kontsentratsiooniga (2%) katseobjekt nr 16. Ndha on fluorestsentsi erinevus.

Katse eesmargi jaoks sobivad, st kuivana mittefluorestseeruvad slaidid saadi korge
fluorestseiini vs PVA suhte korral. Kuid selle meetodiga slaide toota on ajakulukas: kdrgema
PVA sisaldusega maatriksist ja bar coateri abil kilesid tekitades kuivaksid slaidid kiiremini.
Selleks oli aga tarvis olemasolevast fluorestseiini lahusest kérgema kontsentratsiooniga
pigmendi lahust. Sel eesmargil kasutati pigmendina fluorestsiini asemel selle naatriumsoola
uraniini, mis vees paremini lahustub. Joonisel 14 on naidatud pigmendina uraniini kasutades
saadud katseobjektid, mille korral lahus kanti slaidile 20 um bar coateriga. Nii tekkisid kiiresti
kuivavad ohukesed kiled, selleks optimaalne PVA kontsentratsioon oli vahemikus 6-10%.
Uraniini sobiv kontsentratsioon selleks, et saada labipaistvat, aga samas piisava pigmendiga

kilet oli 6-8 %.
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Joonis 14. 20 um bar coateriga valmistatud slaidid, millel uraniin on fikseeritud PVA
maatriksis. Optimaalse PVA ja uraniini kontsentratsiooni juures tekkisid kiiresti kuivavad,
Ohukesed, |abipaistvad, aga samas piisava pigmendiga kiled.

Joonis 15. Bar coateri abil valmistatud slaid (PVA 7%; Uraniin 5,3%), millel on testtilgad
(vasakult paremale) deioniseeritud veega ning 0,1 M, 45 M ja kontsentreeritud
vaadvelhappega.

Boorhappega slaide oli veidi keerulisem valmistada ning osadel juhtudel (kui boorhappe ja
PVA kontsentratsioonide suhe oli suurem) tekkis slaidile peale kuivamist krobeline pind ja
sade. Kuna boorhape modjutab ka pHd ning slaidide kiirgusspektrit, tuleb edaspidi tapsemalt
uurida, kas boorhappe kasutamine PVA ristsidumiseks sensorplaadi funktsionaalsust piisavalt

parandab, kui arvesse votta nimetatud segavaid korvalefekte.

Nafion™ osutus tehtud katsetes fiilisikaliste omaduste poolest maatriksina ebasobivaks.
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Tulevikus kavatsen kilede paksuse parast kuivamist tile modta, kuid selle suurusjark on dige,
arvestades Veenuse pilve tilkade oletatavat suurust. Proovitutest kdige Ohemat kilet
moodustav 20um bar coater tekitas dhukese Uhtlase kile. Veel (ihe variandina on kavas

tulevikus proovida tsentrifugaalkatmise seadet (spin coater).

Tulevikus peab kindlasti tegema uuesti eri vaavelhappe kontsentratsioonide juures
moodtmised perspektiivse uue pigmendiga uraniiniga, juhul kui on plaanis seda kasutada.
Plaanis on ka katsed selle vdljaselgitamiseks, kuidas orgaanika lisamine lahusesse mdjutab
lahusest saadava kile fluorentsentsspektrit. Lisaks on vaja lahendada tolmu slaididele
kogunemise probleem - ka tdmbekapi all kuivades satub peen tolm slaididele, muudab

fluorestsentspilti (joonis 16) ning seda sealt eemaldada ei ole voimalik.

Joonis 16. 4,5 M vaavelhappe (vasakul), 0,1 M vaavelhappe (keskel) ja deioniseeritud vee
(paremal) tilgad slaididel. Pihustuspudelit kasutati umbes 20 c<m kauguselt.
Kontsentreeritumad vaavelhappepiisad jdavad nahtavaks pikemaks ajaks, samas kui
veepiiskadest tulenev fluorestsents kaob mdne sekundiga. Samuti on kdikidel slaididel naha
tolmuosakesi.
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Joonis 17. Fluorestsentsi ajaline kustumine. 0,05 M H,SO, tilgad (teadmata suurendusega)
mikroskoobi all mikroskoobislaidil. Mikroskoobislaid kaeti lahusega bar coateri abil, PVA
sisaldus kasutatud lahuses oli 10% ja uraniini sisaldus 5.3%. Pildil u. 1 sekundi vahemik. Slaidi
kuivades helendus kaob kiiresti.

Materjali happekindluse katsetest selgus, et edasiseks t6dks instrumendi valjatootamisel
sobivad koik katsetatud materjalid peale materjalide numbritega 2, 5, 8 ja 10
(pollieteentereftalaadist teip, silikoonteip, butillteip ja poliimiidteip), mille omadused
nahtavalt muutusid kontsentreeritud H,SO, mdjul (vt joonis 18). Materjalid 2 ja 8 muutusid
ka 9 M H,SO, kontsentratsiooni puhul. 10 ja 4 on mdlemad pollimiidteibid, kuid neil on
erinev liim. Kosmosetehnoloogias laialdaselt kasutatav akridlliimiga pollimiidteip (10)
muutis happe mojul oma omadusi, silikoonliimiga pollimiidteip (4), mida silikooni
mittesobivate omaduste tottu kosmosetehnoloogias tavaliselt ei kasutata, aga silmaga
ndhtavalt mitte. See naitab, et traditsioonilised kosmosetehnoloogias kasutatavad materjalid

ei pruugi olla Veenuse tingimustesse sobilikud.

Kuigi osad materjalid ei paistnud olevat m&jutatud ka kdrgest happe kontsentratsioonist, siis
ei saa kindel olla, et nende mikrostruktuuris ei toimunud muutusi, mis pikemal kasutamisel

nende todomadusi modjutaks. Seega on kindlasti tarvis edasisi katseid, et materjalide

happekindlust kindlaks teha.

Joonis 18. Materjalid 1-13 parast tundi aega seismist kontsentreeritud vaavelhappes. (1)
3D-printeri filament “FormFutura” pollipropileenist (PP); (2) Telgi parandamiseks mdeldud
teip “Tent Repair Tape ECOOE” polieteentereftalaadist (PET); (3) Teip “Mastertape
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FALINGO”; (4) Pollimiidteip “youmile 50mm” silikoonliimiga; (5) Labipaistev silikoonteip
“Poppstar”; (6) Pollpropileen (PP), kile; (7) Teflonteip PTFE “E-CrossStu”; (8) Buttulteip
“FLASBAND tapel”; (9) Teflonteip “REKALRO”; (10) Pollimiidteip akrtulliimiga 3M; (11)
Politetrafluoroetiileen (PTFE) lint; (12) PolGaruuleeter (PAE), kile; (13) Poliiproptleen (PP),
kile

Projekti jargmise faasi jaoks on vaja vidlja moelda, kuidas sensorplaate realistlikumas
keskkonnas katsetada ja selleks tuleb ehitada keskkonna simuleerimise kamber, kus sees
saaks tekitada kontrollitult happelist udu. T66s valminud sensorplaate katsetati esialgses
keskkonnakambris, kuid see ei pidanud vastu ka vahem happelistele tingimustele. Selle t6ttu
sai t00 I6ppfaasis katsetatud kattesaadavaid materjale, millega keskkonna happekkindlust

tosta. Selle katse tulemused Iahevad kdiku sensori arenduse jargmises faasis.
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Kokkuvote

Kadesoleva magistritoo esimeses osas, kirjanduse Ulevaates, tehakse teaduspublikatsioonide
pohjal kokkuvote Veenusest astrobioloogia uurimisobjektina. Kirjeldatakse potentsiaalselt
eluks sobivate tingimuste esinemise vGimalikkust Veenuse happelistes pilvedes ja bioloogilisi
mehhanisme, mille abil Maal elavad atsidofiilsed mikroorganismid on kohastunud eluks
happelistes keskkondades.

Kuna Veenuse pilvede happesuse ja selle varieeruvuse uurimine on elu vdimalikkuse
seisukohast oluline, saadetakse MITi juhitud missiooni “Venus Life Finder Mission Study”
raames pH-sensor Veenusele sealsete pilvede happesust mddtma. Tartu Observatooriumis
on véaljatootamisel selleks sobilik md6teseade, Tartu Observatooriumi pH-sensor (TOPS). To0s

kirjeldatakse selle kavandatava seadme ehitust ja to6pdhimotet.

Too eksperimentaalosas kirjeldatakse tehtud katseid, mille tulemusena t66tati valja TOPSi
Uhe pohielemendi, Veenuse pilvede happesuse modtmiseks sobiva pH-tundliku sensorplaadi
valmistamise metoodika. Katsetes leiti pH-tundliku fluorestseeruva pigmendi klaasplaadile
fikseerimiseks sobiv maatriks (PVA) ja katsetati konkreetseid fluorestseeruvaid pigmente
(fluorestseiin ja uraniin). Maarati kindlaks PVA ja fluorestseeruva pigmendi optimaalsed
kontsentratsioonid sensori pH-tundliku kihi valmistamiseks vajalikus lahuses ning leiti
meetodid selle lahuse klaaspinnale kandmiseks. Too praktilise tulemusena valmisid
pH-tundlikud sensorplaadid, mida kasutati edasisel TOPS instrumendi varajase prototiibi
loomisel ja katsetamisel. Samuti sai tehtud kindlaks mitmete erinevate materjalide
happekindlus, et jatkata to6d prototilbi arendamisel. Tartu Observatooriumi pH-sensor
sisaldub MITi juhitud missioonis “Venus Life Finder Mission Study”, mille eesmark on

Veenuselt elu otsida.

35



Prototyping an acidity sensor to research habitability of the clouds of Venus

Laila Kaasik

Summary

Venus is the closest planet to Earth in terms of distance and most similar in size, but it hasn’t
been explored in situ since Soviet Vega balloons and landers in 1985. While temperature and
pressure on the surface of Venus are too high for any known form of life to exist due to the
planet's dense CO, atmosphere and the extreme greenhouse effect, the temperature and
pressure in the clouds are potentially suitable for life. Even when the clouds are highly acidic
due to sulphuric acid, organisms on Earth are known to be hardy and can live and thrive in a

variety of extreme environments, including pH 0 and high up in the atmosphere.

There is much we do not know about the actual conditions on Venus, including yet unknown
chemicals that have been observed to absorb UV light and a large number of unexpected
gases, some of which have been previously regarded as artefacts due to the lack of known
chemical or physical processes capable of producing them. Determining the acidity of clouds
on Venus is critical for determining the type of chemistry (including life) that could exist
there. While it is known that these clouds are predominantly composed of sulphuric acid, the
precise concentrations are unknown. Tartu Observatory pH-sensor (TOPS) is designed to be
used in Venus Life Finder in situ measurement missions to determine acidity and

heterogeneity of the droplets in the clouds of Venus.

To measure the distribution of acidities, these droplets could be sampled using a
pigment-covered plate that reacts to the composition of different droplets by changing its
fluorescent properties and this fluorescence can be read out by a camera. The functional
portion of the plate will be made up of a matrix and a fluorescent dye that will be excited by
LEDs. According to the results of this thesis, PVA is suitable as a matrix in combination with
fluorescein or uranin as the fluorescent dye. It was also discovered that polyimide tape with
acrylic adhesive, a common material used in space technology, is not suitable for the

extremely acidic environment.
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