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EESSONA

Magistritd6 temaatika pakkus valja t66 juhendaja, emeriitprofessor Lembit Nei, tadnu
kellele jouti Gheskoos vanemlektor Jane Raametsa toetusega antud uurimuse I8puni.
Antud to6s uuriti podlevkivi ja polevkivituha kasutatavust hallitusseente torjeks.

K&esoleva t6o praktiline osa viidi 1abi Tallinna Tehnikaulikooli Tartu Kolledzi laboris.

To6 autor tanab juhendajaid Lembit Neid ja Jane Raametsa, kes suunasid, toetasid

ning abistasid t66 koostamisel ja praktilise osa labiviimisel.

Méarksonad: magistritoo, polevkivi, polevkivituhk, hobeda nanoosakesed,

hallitusvastasus.



1. SISSEJUHATUS

Nanoosakesed on muutunud tanapadeva elustiili valtimatuks osaks (Turan et al., 2019).
Nende paritolu voib olla looduslik, kuid aina rohkem kasutatakse ka toostuslikult
konstrueeritud nanoosakesi (Purohit et al.,, 2017). Nende suurest eripinnast ja
nanoskaalast tingitud omaduste tottu leiavad nanoosakesed aina rohkem rakendust
mitmesugustes valdkondades (Pidgeon et al.,, 2004). Enim leiavad nanoosakesed
rakendust meditsiinivaldkonnas (Gosselin, 2021), aga ka naiteks elektroonika
valmistamisel ning toidu ja kosmeetikatéostuses (Rauwel, et al., 2015; Yaqoob, et al.,
2020).

Nanoosakesi toodetakse ja kasutatakse aina enam ning sellest tingitult vdivad
soovimatud nanoosakesed jouda vee, pinnase ja 6hu kaudu ka keskkonda (Khan et al.,
2019; Sengul & Asmatulu, 2020). Lisaks nduab nanomaterjalide valmistamine rohkelt
vett ja energiat ning slnteesimiseks vajaminevad kemikaalid on sageli mirgised
(Purohit et al., 2017). Nanoosakesed vdivad ohtu seada ka inimtervise - naiteks
kokkupuutel nahaga, 6hu kaudu sisse hingates, vdi alla neelates (Tortella et al., 2020).
Nanotehnoloogia kasutusega kaasneb ka mitmeid eetilisi kisimusi. Alati leidub
vOimalus, et nanotehnoloogiat kasutatakse tahtlikult kahju tekitamiseks (Purohit et al.,
2017). Kuna me pole taielikult kindlad, mida nanoosakeste kasutamine meid
Umbritsevale keskkonnale ja Ghiskonnale vdib kaasa tuua, siis on vaja teada, kuidas on

vOimalik valtida potentsiaalseid soovimatuid aga kahjulikke tagajargi?

Hobeda nanoosakesed on kdige levinumad tarbekaupades kasutatavad nanomaterjalid
nende antimikroobsete omaduste tottu (Temizel-Sekeryan & Hicks, 2020). Naiteks,
tingituna nende antibakteriaalsest iseloomust, kasutatakse hobeda nanoosakesi
pinnakatetes (Qi et al., 2022). HObedapdhiste nanomaterjalide laialdane ja kasvav
kasutamine tekitab aga muret nende negatiivsete mdjude pdrast, mis voivad tekkida
nii keskkonnale kui ka inimestele ja seda pohjusel, et hobeda nanoosakeste kahjulikud

mdjud on endiselt ebaselged (Tortella et al., 2020).



Polevkivi on Eesti peamine energiaallikas ja polevkivituhka, polevkivi kasutamise
jaadet, leidub Eestis rohkelt. Pdlevkiviekstraktide, pdlevkivi poolkoksi ja polevkivioli
antimikroobseid omadusi on uuritud ja seetdttu neid kasutatakse sel eesmargil

erinevates toodetes (Aknederm pureskincare, 2023; Oumam et al., 2002; Yuru, 2018).

Antud magistritéd eesmargiks on saavutada hdbeda nanoosakestega vorreldav
hallituskindlus  pinnakattematerjalidel, kasutades selleks pdlevkivipulbrit ja

polevkivituhka.
TO06s on seatud kaks hlpoteesi:

1. Polevkivipulbri ja polevkivituha kasutamine on efektiivhe viis saavutamaks
hallituskindlust, mida on vdimalik rakendada pinnakatetes hallituse valtimisel;
2. HObeda naoosakestega vOrreldava hallituskindluse saavutamiseks peab

polevkivipulbri v8i —tuha kogus olema oluliselt suurem.

Magistritd® on jagatud kolmeks osaks: kirjanduse lilevaade, katsemetoodika ja katse
tulemused ning arutelu. T66s kasutatud kirjanduse valimi moodustavad enamuses
asjakohased teaduslikud t66d ja raamatud. Eesti-keelset kirjandust leidub
nanoosakeste kohta vdhe, see-eest eesti-keelset kirjandust pdlevkivi kohta leidub
rohkelt. Siiski moodustavad enamuse kasutatud kirjandusest inglisekeelsed teaduslikud
tood. Magistritod esimeses osas on teadustdodde pohjal selgitatud uurimist6d eesmargi
saavutamiseks vajalik taust nanoosakestest, tapsemalt on keskendutud hdbeda
nanoosakestele ja nende ohtlikkusele. Lisaks on kirjeldatud eesti pdlevkivi kukersiidi
olemus ja selle jaatme, pdlevkivituha, vahene kasutus. Keskendutakse ka polevkivi
toodete ja -jdatmete antibakteriaalsele potentsiaalile ning hallitusseente ohtlikkusele

inimeste tervisele.

Té6s on kasutusel kvantitatiivne uurimismeetod, mille eesmargiks on saada
objektiivsed  empiirilised andmed ning uurimustdé® materjalid kogutakse
moodtmismeetodiga, mis annab arvulisi tulemusi. Metoodika ja materjalid on kirjeldatud
magistritdéd teises osas. Tod viimases osas esitatakse magistritéd raames labi viidud

katsete tulemused ja analis.



2. KIRJANDUSE ULEVAADE

2.1. Nanoosakesed

Nanoteadus ja nanotehnoloogia on aarmiselt vaikeste objektide uurimine ja
rakendamine ning neid saab kasutada pea kdigis teadusvaldkondades nagu keemia,
bioloogia, flilsika, materjaliteadus ja inseneriteadus (National Nanotechnology
Coordination Office, 2022). Nanoteadus on ndhtuste ja materjalidega manipuleerimise
uurimine aatomi-, molekulaar- ja makromolekulaarses skaalas, mille omadused
erinevad oluliselt makroskaala omadest (Pidgeon et al., 2004). Nanotehnoloogia on
inseneriteadus ja tehnoloogia, mida viiakse léabi nanoskaalal ehk 1-100 nanomeetrit
ehk 1 x 10™° ja 1 x 1077 (Dewangan et al.,, 2012; Khan et al.,, 2019; (National
Nanotechnology Coordination Office, 2022). Nanoteadusel ja nanotehnoloogial on
potentsiaali tuua kasu paljudele uurimis- ja rakendusvaldkondadele ning need
meelitavad paljudes maailma paikades valitsustelt ja ettevotetelt kiiresti kasvavaid

investeeringuid (Pidgeon et al., 2004).

Nanoosakesi saab klassifitseerida kuju, suuruse ning omaduste nagu pinnakate ja
laengu, keemilise koostise, eripinna, lahustuvuse ja pdritolu kaudu. Naiteks jagunevad
nanoosakesed kuju poolest simmeetrilisteks (kerad, kuubikud) ja asimmeetrilisteks
(nanotorud) (joonis 2.1.). (Khan et al., 2019; Mourdikoudis et al., 2018). Erinevad
rithmad holmavad fullereene, metalli, keraamilisi ja polimeerseid nanoosakesi ning
neil on unikaalsed filsikalised ja keemilised omadused tdnu nende suurele eripinnale
ja nanoskaalale, lisaks sOltuvad nende reaktsioonivdime, vastupidavus ja muud
omadused ka nende ainulaadsest suurusest, kujust ja struktuurist (Khan et al., 2019).
Puistmaterjalidel (ingl. k. Bulk materials) on tavaliselt sarnases keskkonnas ajas
plUsivad flitsikalised omadused, kuid nanoosakestel leidub suurusest séltuvaid
omaduste muutusi (Khan et al.,, 2019). Nanoosakesi vdib nende tekke pohjal jagada
kolme kategooriasse: looduslikud (vulkaaniline tuhk, mineraalid jne), juhuslikud
(tdédstusprotsesside jaatmeosakesed) ja konstrueeritud (metall, pooljuhid, metall
oksiidid jne) (joonis 2.1) (Purohit et al., 2017). Keskkonda sattunud nanoosakesed
parinevad erinevatest looduslikest ja tahtlikust voi tahtmatust inimtegevustest tingitud

allikatest (Turan et al., 2019). Pinnase erosioon, tormid, metsatulekahjud ja
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vulkaanilised tegevused on looduslikud tegevused, mis vabastavad keskkonda
nanoosakesi, aga nanoosakeste inimestepoolne tahtlik eraldumine on enamasti seotud
konstrueeritud nanoosakeste kasutamisega ravimite tootmiseks, pdhjavee
tervendamiseks, biomeditsiinilise pildistamise ja muude rakenduste jaoks, samas kui
tahtmatu on seotud selliste tegevustega nagu fossiilklituste poletamine, soidukite
heitgaasid, kaevandamine ja lammutamine (Turan et al., 2019).

-+
i pinnalaeng

hudrofoobsus

Isiusiniku
nanotorud

@ Vkolmnurgad
@ kuubikud O

- Hladrogeeli
dendrimeer - nsske e ﬁ metalli-p8hised
taht
tahke-lipiid
veeosake

Joonis 2.1 Todstuslikult konstrueeritud nanoosakeste tulbid vastavalt suurusele (nm), pinna
omadustele, kujule ja materjalile (Turan et al., 2019)

Mida vadiksem on osake, seda suurem on selle eripind ja seda rohkem paikneb
aatomeid osakese pinnal ning sellest tulenevalt on aine reaktiivsem (Purohit et al.,
2017). Seetdttu vdivad NP-d elusorganismidele mdjuda sama materjali suurematest
osadest erinevalt (Auyeung et al., 2017; Pidgeon et al., 2004). Nende omaduste tottu
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on naoosakesed sobivad kandidaadid naiteks katalllisiks, meditsiinilisteks ja
keskkonnarakendusteks ning need on ajendanud arvukaid uuringuid ja rakendusi
elektroonikas, nanomeditsiinis, biomaterjalides, energias ja toidutehnoloogias (Khan et
al., 2019; Rauwel et al., 2015). Naiteks nanometalliosakesed nagu Ag, Cu, Zn, Au on
vaga kasulikud elektroonikalllituste valmistamisel, kuna need parandavad ka
elektrijuhtivust (Yagoob et al., 2020).

Kdige enam on nanoosakesed leidnud kasutamist meditsiinivaldkonnas (Gosselin,
2021). Kuigi antibiootikumide avastamine on paastnud palju elusid, on bakteritiived
saavutanud resistentsuse paljude antibiootikumide suhtes (Paul & Neogi, 2019),
mistottu on tekkinud vajadus teistsuguste antibakteriaalsete ainete jarele. Metalloksiidi
nanoosakeste kasutamine antibakteriaalsete uuringute valdkonnas on palvinud suurt
huvi peamiselt nende usaldusvaarse antimikroobse toime tottu, mis on madala
nanoosakeste kontsentratsiooni korral tugev (Paul & Neogi, 2019). Antimikroobsed
nanoosakesed havitavad erinevaid mikroobe hairides nende rakuseina struktuuri,
olulisemaid metaboolseid teid vdi muid raku osasid ning see osutub mikroobidele

surmavaks (Pelgrift & Friedman, 2013).

2.1.1. Nanoosakesed pinnakatetes

Pinnakatted on dekoratiivsed vdi kaitsekihid, mis kantakse hoonete sise- ja valiseintele
(GlobalSpec, 2022). Naiteks puidu nakatumine hallitusseentega halvendab selle pinna
kvaliteeti ja vOib potentsiaalselt ohustada inimeste tervist (Qi et al., 2022).
Hallitusseened voivad kasvada ka varvitud seintel, kuna nad saavad toitaineid
metaboliseerides pinnakatete ja varvide valmistamisel kasutatavaid Ghendeid, naditeks
plastifikaatoreid, mida varvidele ja teistele pinnakatetele nende voolavuse

suurendamiseks lisatakse (Auyeung et al., 2017).

Uha kdrgemad nduded pinnakatete omadustele tingivad nende variatsioonide ja
tootmistehnoloogiate uutmoodi kujundamist ning paljude ainulaadsete mehaaniliste
omadustega nanoosakesed on viimastel aastatel muutunud Uheks atraktiivsemaks
valikuks nende vajaduste rahuldamisel (Guo et al., 2014). Hetkel on turul Gheks kdige

populaarsemaks pinnakatete hallituse inhibiitoriks vees Ilahustuvad fungitsiidid.
11



Probleemiks on aga ioonsetest vormidest tingitud kerge leostumine, mis vahendab
nende antimikroobse toime efektiivsust ja pohjustab ka keskkonnareostust.
Antibakteriaalsetel nanoosakestel aga on tugev labilaskvus ja fungitsiidne kaitumine
ning ainulaadse nanoskaala efekti tottu ei ole need kergesti leostuvad ning neist on
saanud alternatiivsed kandidaadid puidukaitset turustavate hallitusevastaste ainetena.
(Qi et al., 2022)

Nanomaterjalid ja -struktuurid vdivad avaldada oma ainulaadseid materjaliomadusi
nende suure eripinna tottu, mis annab traditsiooniliste vérvilisanditega vorreldes vadga
kdrge pinna ja kaalu suhte (Gosselin, 2021). Nanoosakesi saab kanda otse vdi
lisandina pinnakatetele ning selle eesmargiks on anda pinnale mitmeid omadusi nagu
peegeldusvastasus, hiidrofoobsus, kleepuvus voi antimikroobsus (American Elements,
2022). Naiteks kasutatakse vedelikke torjuvaid pinnakatteid mitmetel eesmarkidel
nagu veekindlate tekstiilide loomisel. Tsinkoksiidi, tsingi ja hdbeda nanoosakesi
kasutatakse sageli antimikroobsete, antibakteriaalsete ja seenevastaste ainetena
lisades neid pinnakatetesse, kiududele, polimeeridele, esmaabisidemetele, plastidele,
seebile ja ka tekstiilidele (American Elements, 2022). Uued edusammud tdoétlemises
vOimaldavad nanoosakesi kombineerida iseseisvate pinnakattekihtidena, mis on
ladestunud tugevama nakkumise ja pinna omadustega 0hukeste kiledena ning kdimas
on ka uuringud Ulipeente nanostruktuuride valjaté6tamiseks kattekihtides, et tagada

paremad flilsikalised ja mehaanilised omadused (Gosselin, 2021).

2.1.2. Hobeda nanoosakesed

Hobedapdhiseid (hendeid on sajandeid kasutatud mittetoksilise ning ohutu
anorgaanilise antibakteriaalse ja seenevastase ainena (Niskanen et al., 2010; Rauwel
et al., 2015). Hobedal on vdga suur potentsiaal paljudes bioloogilistes rakendustes,
eriti nanoosakeste kujul. Arvestades nende antimikroobseid, elektrilisi ja optilisi
omadusi, on hobeda nanoosakesed kodige levinumad tarbekaupades kasutatavad
nanomaterjalid (Agnihotri, Mukherji, & Mukherji, 2014; Temizel-Sekeryan & Hicks,
2020), kusjuures hobeda nanoosakesi vOib slinteesida mitme meetodi abil, sealhulgas

keemilised, bioloogilised ja flilsikalised meetodid (Kuidnal, 2022). Enamik tootjaid
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(85%) eelistavad kasutada flusikalisi ja keemilisi siinteesimismeetodeid, mitte aga

bioloogilisi (Temizel-Sekeryan & Hicks, 2020).

Keskkonnasobralikud slinteesimeetodid muutuvad keemias ja keemiatehnoloogiates
Uha populaarsemaks ning suureneb vajadus o6koloogiliste silinteesimeetodite jarele.
Nende eesmdrk on vahendada saastavate reaktsioonide  kdrvalsaadusi.
KeskkonnasObralike nanoosakeste siinteesimisviiside eeliseks on ka kuluefektiivsus ja
tooraine rohkus (Rauwel et al.,, 2015). Kuna aga turundudluse rahuldamiseks on vaja
suurt hulka hdbeda nanoosakesi siis enamasti sinteesitakse neid tddstuslikus
mastaabis, peamiselt fllsikalis-keemiliste tehnoloogiatega (Tortella et al., 2020). Kuigi
neid meetodeid peetakse tohusateks, tekitavad need mirgiseid jadke, mis vodivad

potentsiaalselt keskkonda sattuda (Tortella et al., 2020).

Ténapdeval peetakse hobeda nanoosakesi oluliseks nanomaterjalide klassiks, kusjuures
hobedapdhised (hendid on palju odavamad kui naiteks kullapdhised ning praegu
kasutatakse neid peamiselt katallisaatorina vdi antibakteriaalsete ja hallitusseente
vastaste ainetena (Rauwel et al.,, 2015). Oma suure pindala ja ruumala suhte ja
lahustumisel vabanevate hdbeda ioonide tottu on neil ka madalatel
kontsentratsioonidel hea antibakteriaalne mdju (Yaqoob et al.,, 2020). Tapne
mehhanism, miks hdbeda nanoosakesed on antibakteriaalsed, ei ole vélja selgitatud
(Yin et al.,, 2020). Hobeda nanoosakesed toimivad efektiivselt gramnegatiivsete
bakterite (nt Escherichia coli) ja hallitusseente vastu, kuid grampositiivsete bakterite
(nt Staphylococcus aureus) puhul ei ole toime nii silmatorkav, sest arvatakse, et
grampositiivsed bakterid ei ole hdbeioonide suhtes nii tundlikud, kuna rakuseinas on

paksem peptidogliikaanikiht kui gramnegatiivsetel bakteritel (Niskanen et al., 2010).

2.1.3. Nanoosakeste ohtlikkus

Nanoosakesed on kujunenud paljulubavateks vahenditeks, millel on laialdased

rakendused meditsiinis, kosmeetikas ja mitmetes muudes bioloogilistes ja

mittebioloogilistes valdkondades (Najahi-Missaoui et al., 2021). Nanoosakeste kasvav
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tootmine ja kasutamine podhjustab suuremat kokkupuudet inimeste ja keskkonnaga,

tOstatades seega toksilisuse probleeme (Sengul & Asmatulu, 2020).

Nanomaterjalide valmistamine nouab palju vett ja energiat ning vajaminevad
kemikaalid on sageli vaga miirgised (Purohit et al., 2017). Inimtegevuse tottu satuvad
nanoosakesed keskkonda vee, pinnase ja dhu kaudu (Khan et al., 2019). Kuigi naiteks
hobeda ioonide antimikroobne toime on juba ammu teada olnud, kdib ikka veel arutelu
hobeda mirgisuse tegeliku mehhanismi (le, kusjuures laialdaselt arvatakse, et
toksilisus tuleneb hdbeda ioonide vastastikmdjust rakkudes olevate valkudega
(Niskanen et al., 2010). Nanomaterjalide kaitumist mdjutavad paljud tegurid, naiteks

paritolu, pH, kontsentratsioon, suurus ja kuju jne (Purohit et al., 2017).

Inimeste kokkupuude nanoosakestega voib toimuda mitmel viisil nagu sissehingamisel,
nahaga kokkupuutel ja allaneelamisel (Najahi-Missaoui et al.,, 2021; Sengul &
Asmatulu, 2020). Organispetsiifiline toksilisus parast NP-dega kokkupuudet sodltub
manustamisviisist ja nende sisteemsest jaotumisest (Najahi-Missaoui et al., 2021). Kui
nanoosakesed jouavad vereringesse, voivad nad akumuleeruda tundlikesse organitesse
nagu sida, maks, porn, neerud, aju ja kopsud (Najahi-Missaoui et al., 2021; Sengul &
Asmatulu, 2020). Moned kokkupuuted on tahtmatud, naiteks nanoosakeste
kopsudesse sissehingamine keskkonnas voi tootmiskohtades. Kokkupuude kopsude
kaudu voib pdhjustada pdletikulisi reaktsioone, fibroosi ja kopsukudede nekroosi, aga
muud kokkupuuted on tahtlikud, naiteks nahatoodete kasutamine vOi ravimi
manustamine allaneelamise voi slstimise teel (Najahi-Missaoui et al., 2021). Naiteks
inimesed, kes tootavad kohtades, kus on korge nanomaterjalide kontsentratsioon,
nagu soekaevandused, on nanoosakeste kahjulikele mdjudele vastuvotlikumad (Purohit
et al., 2017). Tavaliselt on inimestel kaitsemehhanismid keskkonnamdjurite vastu, kuid
toostuslikult konstrueeritud nanoosakesed vdivad olla ohtlikud, sest nendel osakestel
on omadused, mille eest olemasolevad kaitsemehhanismid, nagu immuunsisteem, ei
kaitse. Samuti on vdimalik, et nanotehnoloogia toodetel on keskkonnamdjud, mis on

seotud nanoosakeste dispersiooni ja plsimisega keskkonnas (Purohit et al., 2017).

Kui hdbeda nanoosakesed sisenevad looduslikku keskkonda voib nendega toimuda
mitmeid transformatsioone nagu agregatsioon, oksudatsioon, lahustumine,

sulfideerimine ja kloorimine (joonis 2.2). Nanoosakeste saatus looduskeskkonnas
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sOltub mitmetest keskkonnaparameetritest nagu orgaanilise aine sisaldus, pH,
ioontugevus jne. Samuti sOltub see ka nende omadustest nagu kontsentratsioon ja
suurus. (Tortella et al., 2020). Metallipohiste nanoosakeste reguleerimata sadestumine
maismaadkosisteemides, eriti pOllumajandussiisteemides, ohustab keskkonna
jatkusuutlikkust ja kasulike mikroobipopulatsioonide, néditeks mullabakterite ja seente
mitmekesisust, kusjuures selle pohjuseks on naiteks reovee-setete kasutamine
pollumajanduses muldade viljakuse suurendamiseks (Ameen et al.,, 2021). Pidev
sadestumine, madal biolagunevus ja metalli nanoosakeste pikem plsivus pinnases
mojutavad ebasoodsalt mulla kasulike bakterite ja seente populatsiooni (Ameen et al.,
2021). Nanoosakeste esinemine veekeskkonnas mdojutab veeelustikku, eriti taimi,
baktereid ja vees elavaid mikroobe, vees elavaid selgrootuid ja selgroogseid ning
I6puks ka inimeste tervist ning lisaks voivad nanoosakeste toksilisust esile kutsuda voi
leevendada ka veeomadused, nagu lahustunud orgaanilise aine olemasolu ja

keemilised stressorid (Turan et al., 2019).
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Joonis 2.2 Vd&imalused, mis voib toostuslikult konstrueeritud hdbeda nanoosakestega (AgNP)
juhtuda looduskeskkonnas ja kuidas nad vdivad sinna jouda (Tortella et al., 2020)
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2.2. Hallituseened

Hallitusseened on suur ja mitmekesine seente rihm (Auyeung et al., 2017). Nad on
niitjad seened, mis on vdimelised kasvama peaaegu kdigil looduslikel ja slinteetilistel
materjalidel, naiteks nagu inimeste ehitatud pindadel, toidus ja madanenud
orgaanilises aines (Auyeung et al., 2017; Khan & Karuppayil, 2012). Hallitusseente
kasvu iseloomustab ebameeldiv [6hn suletud vo6i ventileerimata kohtades ja

ebaesteetiline valimus (Auyeung et al., 2017).

Bakteriaalsed voi mikroobsed infektsioonid pdhjustavad tdsiseid haigusi ja on seega
endiselt suur rahvatervise probleem (Paul & Neogi, 2019). Need kujutavad endast
terviseprobleemi, kuna nad suudavad toota ja vabastada miukotoksiine, mis on
loomadele ja inimestele mirgiseid Ghendid. Muuhulgas vdivad hallitusseened tekitada
naiteks allergiaid (Auyeung et al., 2017), kéha vdi astmat (Moon & Augenbroe, 2005).
Kdige tohusam viis hallitusseente kasvu piiramiseks hoonetes on seente teket ja kasvu
soodustavate tingimuste kdrvaldamine (Khan & Karuppayil, 2012). Seoses avalikkuse
suurenenud huviga terviseprobleemide vastu on hallituse levimine hoonetes
ehitustddstuse suureks probleemiks (Moon & Augenbroe, 2005). Teisalt aga on
hallitusseened olulised mikroorganismid, mis tdidavad ©&koloogilisi funktsioone

orgaanilise aine lagundamise labi (Auyeung et al., 2017; Khan & Karuppayil, 2012).

Sisedhu kvaliteet viitab d0hukvaliteedile ehitatud keskkonnas ja selle imbruses, eriti kui
see on seotud elanike tervise ja mugavusega (Stanley et al., 2019). Enamik inimesi
veedab 80-95% oma ajast siseruumides, hingates keskmiselt 10-14 m3 Ghku paevas
(Andualem et al.,, 2019). Regulaarne vélisdhu sissevool siseruumidesse on peamine
sisekeskkonna bioloogilise saastatuse allikas (Stanley et al., 2019). Vélisohk sisaldab
palju erinevaid hallitusseente eoseid ning nende kontsentratsioon ©hus sdltub
peamiselt taimestikust, ilmast, aastaajast, kellaajast, liiklusest,
jaatmekaitluskohtadest, farmidest ning ilmastiku- ja kliimatingimustest (Haas et al,,
2014).
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Hallitusseened arenevad sisekeskkonnas ja ohustavad ehitusmaterjalide stabiilsust ja
elanike tervist (Martin-Sanchez et al.,, 2022). Ohuvoolud kannavad hallitusseente
eoseid ning joudes sobivale substraadile voivad hakata nad kasvama kui ka teised
kasvuks vajalikud tingimused, nagu piisav niiskus, on olemas (Moon & Augenbroe,
2005). Liigniiskuse esinemine siseruumides on seotud hallituste ja bakterite kasvuga
(Stanley et al., 2019). Ehitusmaterjalide suurenenud niiskus toob kaasa seente kasvu
nii ndhtavates kui ka varjatud struktuurides (Martin-Sanchez et al., 2022). Niiskuse ja
hallituse esinemine kodudes suurendab naiteks astma ja allergiate riski (WHO, 2018).
Elujouliste hallitusseente kontsentratsioon 0hu sisekeskkonnas on tavaliselt paar kuni
mitu tuhat kolooniat moodustavat thikut (KMU) kuupmeetri 8hu kohta (World Health
Organization Europe, 2009).

2.3. Polevkivi

Polevkivi on tahke pdlev maavara ehk energiakandja ja see koosneb mittepdlevast
mineraalosast ja orgaanilisest ainest (Purohit et al., 2017). Selle pdlevad komponendid
on sisinik ja vesinik, lisaks leiduvad orgaanilises aines veel ka hapnik, lammastik,
fosfor, kloor ja paljud teised elemendid (Bachmann et al., 2014). Pdlevkivi on maailmas
laialt levinud, teadaolevaid leiukohti on lle 600 (Bachmann et al., 2014; Talve & Pdld,
2022). Maailma suurim pdlevkivimaardla asub Ameerika Uhendriikides, sellele
jargnevad varud Hiinas ja Venemaal (Bachmann et al.,, 2014). T&napaeval
kaevandatakse markimisvaarses koguses polevkivi Eestis, Venemaal, Hiinas, aga ka

Brasiilias, Austraalias ja Saksamaal (Talve & Pold, 2022).

Enamasti kasutatakse polevkivi 0li tootmiseks (Bachmann et al., 2014), vaid Hiinas
kasutatakse sarnaselt Eestiga polevkivi nii dli kui ka energia tootmiseks (Talve & Pdld,
2022). Podlevkivid on lle maailma tekkinud erinevatel ajaperioodidel, naiteks Ameerika
Uhendriikides leiduv Utah Mahagony pdlevkivi tekkis 50-60 miljonit aastat tagasi
(Bachmann et al., 2014). Maailma erinevates paikades tekkinud pdlevkivil on erinev
koostis ning seetdttu on ka nende keemilised omadused ja niiskustase erinevad, millest

sOltub suuresti ka to6deldavus ja kasutus tootmises (Geologyscience, 2018).
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Eestis leiduv ja kasutusel olev pdlevkivi ehk kukersiit on settekivim (Tallinna
Tehnikallikool & Tartu Ulikool, 2019), mis tekkis 400 kuni 450 miljonit aastat tagasi
ordoviitsiumi ajastul merelistes tingimustes (Bachmann et al., 2014; Velling &
Vaasmaa, 2012). Kukersiit koosneb orgaanilisest ainest kerogeenist (20-50%),
lubiainest (25-50%) ja savikast lisandist (20-40%) (Suuroja, 2004). Kukersiidi
orgaaniline osa moodustus valdavalt tstanobakteri Gloeocapsomorpha prisca
jaanustest. Peamine osa kukersiidist asub Eestis Ulem-Ordoviitsiumi Kukruse lademes,
kus kukersiidikihtide vahel asuvad Ohukesed lubjakivi kihid (Bachmann et al., 2014;
Tallinna Tehnikadilikool & Tartu Ulikool, 2019). Kukruse lademe paksus on 18-22 m,
milles leidub lubjakivi vahel 18-20 kukersiidikihti (Tallinna Tehnikailikool & Tartu
Ulikool, 2019). Kukersiidi niiskus on keskmiselt 10% ja seetdttu tuleb seda enne
poletamist kuivatada, kuid naiteks Utah Mahogany poélevkivi niiskus on 1-2% ja
kuivatamine on seega ebavajalik (Bachmann et al.,, 2014). Kohalikku kvaliteetset
polevkivi (joonis 2.3.) kasutati Eestis juba enne Teist maailmasdda vdikeses koguses
polevkividli tootmiseks, kuid pdrast sdda, mil NOukogude Liit Eesti okupeeris, rajati
Kirde-Eestisse pdlevkivi suurtddstus, sh polevkivi kaevandamine, soojus- ja

elektrienergia tootmine ja hiljem ka pdlevkividli tootmine (Talve & Pdld, 2022).

Joonis 2.3 Eestis laialdaselt kasutusel olev pdlevkivi kukersiit (Tallinna Tehnikallikool, 2023)
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Polevkivi on Eesti tahtsaim maavara - Eesti on ainus riik maailmas, kus kasutatakse
polevkivi peamise energiaallikana (Bachmann et al., 2014; Suuroja, 2004) ja see on
vOimaldanud Eestile suurema energiasdltumatuse (Baird et al., 2021). Voib 6elda, et
Eesti polevkivitodstus on maailmas kdige arenenum, seda eriti energeetika osas (Talve
& POld, 2022). Eestis leidub podlevkivi Kirde-Eestis asuvas Eesti leiukohas ja Tapa
leiukohas, kuid kuna Tapal on tootmisvaarset pdlevkivi vaid kuni 2,3m ja see asub kuni
170m siligavusel, siis hetkel toimub kaevandamine vaid Eesti leiukohas. Kaks leiukohta
moodustavad Venemaal asuvate Leningradi maardla ja Weirmani ning TSudovo-Babino

leiukohtadega Gihe suure Balti pdlevkivimaardla (Bachmann et al., 2014).

Eestis leidub lisaks kukersiidile veel ka teine podlevkivi - graptoliitargiliit ehk
diktioneemakilt, mis tekkis kukersiidiga samal ajal ja asub Tirisalu kihistus Usna
maapinna lahedal, kuid kuna kivim on kukersiidist madalama kuttevaartusega ning
sisaldab mitmeid haruldasi muldmetalle ja radioaktiivseid elemente, siis seetdttu on
selle pdletamine keskkonnaohtlikum ning pole ka kitusena kasutusel (Bachmann et al.,
2014). Graptoliitargilliit voib sisaldada kdrges kontsentratsioonis raskemetalle, mis on
polevkivis seotud orgaanika ja sulfiildsete mineraalidega, mis vodivad keskkonnale
porsumise kaigus kahjulikuks muutuda (Hade et. al., 2017). Ohuhapniku ja veega
kokku puutudes algab orgaanika ja puriidi okstdeerumisprotsess, millest tulenevalt
moodustuvad uued mineraalid nagu kips vdi jarosiit ja keskkonda kandub happeline

vesi, mis kannab edasi vabanenud raskemetalle (Hade et al., 2017).

Orgaanika kogusest polevkivis sdltub pdlevkivi kui kitteaine kvaliteet (Bachmann et
al., 2014). Soltuvalt kerogeeni sisaldusest on kaevandatava kukersiidi klttevaartus 7,0
- 10,9 MJ/kg (Tallinna Tehnikatilikool & Tartu Ulikool, 2019). Pdlevkivi kiittevaartus
jaab kivisoele kaks kuni kolm korda alla ja naftale kuni neli korda alla (Suuroja, 2004).
Madal kdittevaartus ja suur mineraalosa sisaldus tahendab, et pdlevkivil puudub
energeetilise maavara ekspordipotentsiaal, kuid samas on kdrge ekspordipotentsiaal
pdlevkividlil, elektrienergial ja keemiatoodetel (Tallinna Tehnikadlikool & Tartu Ulikool,
2019).
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2.4. Polevkivituhk

Polevkivi tootlemise ja rikastamisega tekivad Ilubjakivi tditematerjal ning 0li- ja
elektritootmisega tuhk (Eesti Energia et al., 2018). Kukersiidi kdrge mineraalisisalduse
tottu tekib, soltuvalt kasutatud tehnoloogiast, 43-57% tahkeid jaatmeid ehk poolkoksi
ja/vdi tuhka (Tallinna Tehnikaiilikool & Tartu Ulikool, 2019). Eestis pdlevkivitédstusega
kaasnevate tahkete korvalsaaduste kogused on kill viimastel aastatel langema
hakanud, kuid siiski vaga korged (tabel 2.1) (Taltech Virumaa kolledzi pdlevkivi
kompetentsikeskus, 2021).

Tabel 2.1 Polevkivitddstusega kaasnevad tahked kdrvalsaadused aastatel 2015-2021 (Taltech
Virumaa kolledZi pdlevkivi kompetentsikeskus, 2021)

Korval- Aasta Aasta Aasta Aasta Aasta Aasta Aasta
saadused 2015 2016 2017 2018 2019 2020 2021
Polevkivituhk 7296 8973 9323 9387 6499 5118 5647
(tuh. t)
Aheraine 11973 10312 6261 6461 5970 3953 4401
(tuh. t)

Polevkivienergeetikas tekkiv tuhk on vorreldes kivisde- ja ligniidielektrijaamadega (he
toodetud energialhiku kohta ligikaudu 1,5-5 korda kdrgem (Tallinna Tehnikailikool &
Tartu Ulikool, 2019). Siiski on tuha taaskasutus veel d&rmiselt piiratud ning 2018 ja
2019 aastal leidis taaskasutust ligikaudu vaid 2,4% tekkivast tuhast
(Keskkonnaministeerium, 2021). Enamik tuhast ladestatakse elektrijaamade l&éheduses
paiknevatele tuhaladestusaladele ehk tuhavaéljadele ning igal aastal ladestatakse Eestis
Uhe inimese kohta ligi 5 tonni tuhajaatmeid aastas (Tallinna Tehnikallikool & Tartu
Ulikool, 2019). Tuha ladestamine aga avaldab negatiivset mdju keskkonnale, sest tuha

ladestamisel toimub dhu, pinnase ja vee saastumine (Tallinna Tehnikatlikool, 2021).
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Energiatootmise korvalsaaduste vdimalikeks edasiarendusteks on polevkivituha
kasutamine pdllumajanduses, ehitusmaterjali- v3i polimeeritdostuses ning ka
tsemenditootmisel ja fenoolse vee puhastamisel (Eesti Energia et al.,, 2018).
Suuremahuliselt on podlevkivituha taaskasutusviisidest siiani rakendunud pdlevkivituhk-
tsemendi tootmine, pdldude lupjamine, vdhemal maéral ehitusplokkide tootmine ja
teedeehitus ning lisaks on katsetatud ka kasutatud kaevanduse tditmist
pdlevkivituhaga (Tallinna Tehnikallikool & Tartu Ulikool, 2019). P8levkivituha
taaskasutuse madalal osakaalul on mitu pdhjust: pdlevkivituhast vaikeplokkide
tootmine on tdnaseks Eestis hddbunud, tuhk sobib hasti pdldude lupjamiseks, kuid
sellega kaasnevad kdrged transpordi- ja laotuskulud. Lisaks on kasutatud tuhka
edukalt pinnase stabilisaatorina teede ehituses, kuid ka selles valdkonnas pole margata

tuha tarbimise tdusu (Keskkonnaministeerium, 2021).

Alles hiljaaegu oli Eestis pdlevkivituhk liigitatud ohtlikuks jadtmeks, kuid KeM-i tellitud
ning Tallinna Tehnikadllikooli ja Tartu Ulikooli poolt Iabi-viidud uuringus
~POlevkivituhkade ohtlikkuse uuring® (2019) tehti ettepanek pdlevkivituhk liigitada
sarnaselt teiste tuhkadega tavajaatmeks. Uuringust I|ahtuvalt keskkonnaministri
14.12.2015. a maarus nr 70 ,Jaatmete liigitamise kord ja jaatmenimistu®™ (2020)

muudeti ja alates 01.01.2020 on pdlevkivituhad liigitatud tavajaatmeteks.

Aastatega on vahenenud ka polevkivituha kasutus tsemenditodstuses, sest
elektritootmiseks hasti sobival pdlevkivi tsirkuleerivas keevkihikatlas poletamisel
tekkivat tuhka ei ole peetud omadustelt sobivaks tsemenditootmises. Selle asemel on
tsemenditodstuses eelistatud tolmpodletuskatelde tuhka, kuid elektritdostuses on
toimunud keevkihtplokkide suurem kasutuselevott ja vanade tolmpdletusplokkide
jarkjarguline sulgemine (Keskkonnaministeerium, 2021). Samas viidi Tallinna
Tehnikadlikooli (2021) poolt labi uuringud keevkihtkatlas podletamisel tekkiva tuha
kasutusvOimaluste kohta tsemenditdédstuses ning jouti jareldusele, et keevkihikatla
polevkihituhaga betoonisegu tootmine on vdimalik. See vdimaldab valtida jaatmete
teket ehk tuha Iladestamist ja sellega seotud keskkonnamdjusid ning toetada
maapodueressursi  sailitamist (tsemendi/betooni vajaliku toorme mitte valja
kaevandamist). (Tallinna Tehnikadlikool, 2021).
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2.4.1. Polevkivi antimikroobsed ja hallitusvastased

omadused

Antimikroobsed ained on (hendid, mis madalal kontsentratsioonil péarsivad
mikroorganismide kasvu (Pelgrift & Friedman, 2013). Oumam et al. (2002) viisid
esimestena labi uuringu, milles hinnati Maroko pdlevkiviekstraktide bioloogilist
aktiivsust. Katses valmistati Maroko Tarfaya formatsiooni pdlevkivist Soxhlet
ekstraktori abil pdlevkivi ekstrakt, mis kontsentreeriti alandatud réhul aurustamisega.
Seejdrel ekstraheeriti ekstrakti heksaani, eetri, diklorometaani, etilllatsetaadi ja
metanooliga. Sellele jargnes iga ekstrakti testimine antibakteriaalse aktiivsuse,

tsltotoksilisuse ja DNA-ga koostoime suhtes (Oumam et al., 2002).

Ekstrakte testiti viie maismaabakteri vastu: Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa,
Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis ja Agrobacterium tumefaciens (Oumam
et al.,, 2002). Antibakteriaalsed katsed viidi |abi standardse ketta difusioonianallsi
(ing. k. Disk diffusion assay) abil. Ekstraktid kanti 6 mm steriilsetele ketastele 10 pl
lahusti alikvootidena, lasti toatemperatuuril kuivada, asetati agari plaatidele ja
inkubeeriti 37 °C juures 24 tundi. Kasvu inhibeerimise tsoone, kui neid oli, mdddeti
parast inkubeerimist. Iga ekstrakti katsetati kahel paralleelil. Pdlevkiviekstraktide
antibakteriaalset aktiivsust mdddeti inhibeerimistsooni raadiusena Umber ketta. Koik
polevkiviekstraktid peale eetriekstrakti naitasid antibakteriaalsust. Agrobacterium
tumefaciens oli ekstraktide suhtes tundlikum kui teised bakterid. Ekstraktid ei
inhibeerinud selektiivselt (hte mikroorganismide rihma, vaid podhjustasid nii

grampositiivsete kui ka gramnegatiivsete bakterite parssimist.

Yuru et al. (2018) patenteerisid hibriidse antibakteriaalse aine valmistamise meetodi
polevkivi poolkoksi abil. Meetod hdlmab endas poolkoksi segu valmistamise etappe
mehaanilise segamise teel massiprotsendiga 10-20%; parast filtreerimist ja liiva
eemaldamist lisatakse tsingisoola 20-35% poolkoksi massiprotsendiga segusse, sellele
jargneb 25-30 min segamist; peale mida lisatakse leelisevedelikku, et reguleerida
sisteemi pH vaartus 7,5-8-ni; seejarel segatakse konstantselt 50-60 min ja viiakse

Iabi tahke-vedeliku eraldamine; peale seda toimub saadud filtrikoogi dispergeerimine
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vees vastavalt tahke-vedeliku massisuhtele 1:8-1:12; taaskord segatakse 25-30 min ja
seejarel viiakse uuesti l|abi tahke-vedeliku eraldamine; millele jargneb saadud
filtrikoogi todtlemine topeltrulliga, seejarel filtrikoogi asetamine dinaamilisse
kaltsineerimisahju ja filtrikoogi kaltsineerimine 2-4 tundi temperatuuril 400-800°C;
parast kaltsineerimist segu purustatakse ja soelutakse ning saadakse hibriidne
antibakteriaalne aine. Toodet saab kasutada antibakteriaalse keraamika, varvi, plasti,

kattekihtide, pinnatdéétiuse jms valdkondades (Yuru et al., 2018).

Polevkividli kasutatakse ka kosmeetikatoostuses. Saksa brand Aknederm (2023)
kasutab oma toodetes Alpidest ja Juura magedest parit pdlevkivi. Kuumutades seda
Oohu puudumisel temperatuuril kuni 480 °C, eraldatakse Kkivimist vaavlirikas
polevkividli. Seda protsessi nimetatakse kuivdestilleerimiseks. Saadud 0li puhastatakse
seejarel, enne kui see lisatakse Aknedermi toodete koostisosaks vees lahustuval kujul.
Ettevote on podlevkividli baasil valmistatud nahahooldustooteid miltnud alates 1929.
aastast. Polevkivioli lisatakse toodetesse nende antibakteriaalse ja pdletikuvastase

maju tottu.

Polevkivi hallitusseente vastast toimet on uurinud Listemann et al. (1993), kes
toestasid sulfoneeritud podlevkividlide seenevastase toime. Bunger (2007) uuringus
tootati valja protsessiskeem, tdstmaks pdlevkiviarenduse 6konoomikat, mille hulgas
toodi valja, et polevkividlist eraldatud alklilresortsinoolidel pdhinevad biotsiidid
sobivad biolagunemise ja hallituse inhibeerimiseks ehitusmaterjalides, nagu

kipsplaadid, varvid ja lakid (Bunger, 2007).
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3. Materjalid ja metoodika

Too eesmargiks oli saada hallituskindlad pinnad, kasutades selleks hdbeda
nanoosakesi, polevkivi ja polevkivituhka. T66 eesmargi saavutamiseks viidi labi katsed
Tallinna Tehnikaulikooli Tartu kolledZi laboris vahemikus 14.11.2022 - 12.05.2023.
Eesmadrgi saavutamiseks valmistati sdotmeplaadid, mida toddeldi hobeda
nanoosakestega, pdlevkivipulbri (P) voi pdlevkivituha (PT) lahusega voi kasutati P voi

PT s66tmekomponendina.

3.1. Materjalid ja seadmed

Polevkivi ja pOlevkivituhk saadi Eesti pdlevkivitédstuse ettevottest Viru Keemia Grupp
AS. Ettevotte peamisteks tegevusaladeks on podlevkivi kaevandamine, pdlevkividli
tootmine, soojus- ja elektrienergia koostootmine ja peenkeemia toodete valmistamine
ning turustamine (Viru Keemia Grupp, 2023). Polevkivituhk on parit elektrifiltrist.
Hobeda nanoosakesed telliti Tlrgist ettevottest Nanografi Nano Teknoloji. Kasutatud

nanoosakeste suurus oli 28-48 nm ja puhtusaste 99,995%.

Sootmeplaatide valmistamisel kasutati s66tmeks linnaseekstrakti ja agarit. Kaalumisel
kasutati analldtilist kaalu Precisa XT 120A (tapsusaste = 0,0001 g).
Sdétmeplaatidena kasutati 90 mm |8bimd3dduga Petri tasse (KRK OU, Tartu, Eesti).
Sootmeplaadid valati tombkapi all (vastab ISO 13150 standardile, tootja: Retent AS,
NOo, Eesti). Lahusteks vajalik destilleeritud vesi valmistati ssadmega RO01033 (ROWA,
Heimsheim, Saksamaa). So66tmeid autoklaaviti autoklaaviga HMT 260 MB (HMC
Euroopa, Tissling, Saksamaa). Ohuproovid koguti 2 Shuanaliisaatoriga: mudel -
Microbio MB2 (Cantium Scientific, Dartford, Uhendkuningriik). Katsekehi inkubeeriti
kliimakambris RUMED 4101 (RH 20-95%, tapsusaste £2-3%; temperatuur 0-60 °C,
tapsusaste £0.5 °C) 22 °C juures.
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Sé6tmed valmistati ja tulemused Iloeti vastavalt ISO 16000-18 standardile
(International Organisation for Standardization, 2008) ja Ohuproovid vOeti vastavalt
ISO 16000-17 standardile (International Organisation for Standardization, 2011).
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3.2. Metoodika

Sootme valmistamiseks kasutati linnaseekstrakti ja agarit. Kaalutud ainetele lisati
destilleeritud vett. Vastavalt 1 liitrile destilleeritud veele lisati 30 grammi
linnaseekstrakti ja 20 grammi agarit. S66det autoklaaviti 121 °C juures 15 minutit.
Iga 90 mm labimddduga Petri tass margistati, s6dde jahutati 49 °C ning valati
sodtmeplaatidele. Uhele plaadile valati 20 ml sdddet. Pdlevkivi ja nanoosakesed viidi
spaatli abil kaalul olevale kaalumisalusele, mille abil kanti need edasi kas lahusesse voi

otse s6obtmesse.

Hobeda nanoosakeste lahuste kontsentratsioonid valiti Agnihotri et al. metoodikast
(Agnihotri, et al.,, 2014). Kuna podlevkiviga ja -tuhaga pole varasemalt sarnaseid
katseid tehtud, siis esimeses katses olid pdlevkivi ja pdlevkivituha kaalulised kogused
samad, mis hobeda nanoosakestel. Pdlevkivi kogust suurendati erinevates katsetes
nanoosakeste ja polevkivi ja -tuha eripinna erisuse tottu. Katsete jatkudes suurendati
kontsentratsioone mitmekordselt. Lahuseid valmistati kontsentratsioonides — 10 pg/ml,
20 pg/ml, 30 pg/ml, 50 pg/ml, 100 pg/ml, 200 pg/ml, 300 pg/ml, 500 pg/ml
(Agnihotri et al., 2014) ning hiljem kaaluti igale s66tmeplaadile 1 ml lahust (Vettik,
2014). Lahused polevkiviga, polevkivituhaga ja hobeda nanoosakestega valmistati
klaasist kolbides, kuhu moddeti 50 ml destilleeritud vett ja lisati vastavalt
kontsentratsioonile ained: 10 pg/ml kontsentratsiooniks lisati 50 ml veele 0,05 g ainet,
20 ug/ml  kontsentratsiooniks lisati 50 ml veele 0,1 g ainet ja 30 pg/ml
kontsentratsiooniks lisati 50 ml veele 0,15 g ainet. Kui lahus oli kolvis valmis, siis enne
s66tmeplaatidele 1 ml lahuse lisamist kolbe loksutati, et tagada aine vdi osakeste

Uhtlane jaotumine lahuses.

Pealekllviks lisati tahenenud sdé6tmele 1ml erinevates kontsentratsioonides lahuseid,
mis hiljem spaatli abil Gle s66tme pinna laiali kanti. Lahuse sissekulvil lisati Petri tassile

1ml lahust ning valati peale 20ml sé6det.

Puhta ainega valmistatud sé6tmeplaatide jaoks ei valmistatud lahust, mida sédtmele
pipetiga lisada vaid enne sd66tme valamist Petri tassi lisati vastavalt dige kogus puhast

polevkivi voi -tuhka. Tagamaks Uhtlane pdlevkivi kontsentratsiooni jaotus labi katsete,
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siis puhta pulbri voi tuhaga plaatidele lisati s66det 20 ml ja vastavalt poole vdahem

ainet, kui lahusesse (tabel 3.1).

Tabel 3.1 Lahustesse voi otse sédtmele lisatud hdbeda nanoosakesed (AgNP), pdlevkivi (P) voi
polevkivituhk (PT) kogus vastavalt kontsentraadile
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Lisaks valmistati igal katsel ka kontrollplaadid, kuhu lisati 20ml s66det ja millele voeti
laboriruumis ohuproovid 1,2 m kdrguselt porandapinnast. Proovivotu aeg oli 1 minut ja
labitava 0hu maht oli 100 | proovi kohta. Kasutati paralleelselt kahte dhuanaliisaatorit
(Microbio MB2, Cantum Scientific, Suurbritannia). Ohuanalisaatorid puhastati enne

proovide vottu metanooliga.

Soo6tmeplaate inkubeeriti kliimakambris +22 ©°C juures 96 tundi. Tassid asetati
inkubaatorisse kaas allapoole suunatult. Peale seda, kui tuvastati sé6tmeplaatidel
silmnahtav mikroobide kasv loeti kokku sé6tmeplaatidel olnud kolooniat moodustavad
thikud (KMU). Kui plaadil oli tile 100 koloonia ja/vdi silmaga polnud vdimalik eristada
kolooniaid, siis loeti s6détmeplaat Glekasvanuks ning tulemust ei arvestatud. Seejarel

pildistati s66tmeplaadid. Joonisel 3.1 on illustreeritud t66s kasutatud metoodika.
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Joonis 3.1 To6s kasutatud metoodika struktuur (autori joonis)
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3.3. Katsed

Katseks 1 valmistati kokku 80 sdotmeplaati. Pealekiilviks valmistati 11.11.2022 36

s6otmeplaati, millel lasti toatemperatuuril jahtuda ja taheneda.

Katsega jatkati 14.11.2022. Vastavalt tdddeldi varasemalt valmistatud sddtmeplaate
polevkivi, polevkivituha vOi hobeda nanoosakeste lahusega. Katsed teostati neljas
korduses. Sissekilvi sd6tmeplaadid valmistati 14.11.2022. Lisaks valmistati kontrolliks ka

4 tlihja s6otmeplaati, millele pdlevkivi ja nanoosakesi ei lisatud, kuid vdeti dhuanalilsid.

Esimeses katses valmistati ka sootmeplaadid kuhu lisati hdobeda nanoosakesi, et
kontrollida hdobeda nanoosakeste antimikroobsust, mida vorrelda hiljem pdlevkivi ja
pOlevkivituha tulemustega. Nanoosakesed |lisati destilleeritud veele vastavalt
kontsentratsioonidele - 10 pg/ml, 20 pg/ml, 30 pg/ml (Agnihotri et al.,, 2014).
21.11.2022 loeti katsekehadel kolooniat moodustav tihik (KMUO).

Katse 2 viidi labi perioodil 21.11.2022 - 28.11.2022. Teiseks katseks valmistati kokku
52 sdotmeplaati. Seekord katsetati vaid pdlevkivi ja poOlevkivituha sissekillvi meetodit.
Pealeklilvi meetodit rohkem ei kasutatud, sest suur osa katse 1 pealekiilvi s66tmeplaate
olid Ulekasvanud, samas Ukski sisseklilvi plaat polnud, seega polnud pealekiilv efektiivne.
Katsed teostati kahes korduses. Sisseklvil lisati pdlevkivi voi polevkivituha s60tmesse
puhtalt vOi kasutati lisamiseks vesilahust. Seekord tdsteti séétmeplaatidesse lisatud
polevkivi ja -tuha kontsentratsioone, mida on vdimalik ndha tabelis 3.1. Puhast ainet
lisati sdota kdigis kontsentratsioonides, kuid vesilahused valmistati alates 50 pg/ml
kontsentratsioonidega, sest katses 1 vaiksemaid kontsentratsioone vesilahuses katsetati.
Katses 2 ei tuvastatud U(htegi Ulekasvuga sd6tmeplaati. Algandmetega on vdimalik

tutvuda lisas 2.
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Kui kdik so6otmeplaadid olid jahtunud ja tahkunud jatkati Ohuproovidega. Kasutatud
Ohuanallisaatorid olid samad ning kuna korduvkatseid oli seekord kaks, siis voeti
korduvkatsetest (ihele proovile Gihe analiisaatoriga ja teisele proovile teise anallisaatoriga

Oohuproovid.

Katse 3 toimus vahemikul 27.02.2023 - 06.03.2023. Kolmandaks katseks valmistati
kokku 60 s66tmeplaati. Katse 3 viidi labi katse 2 korduskatsena, seega taaskord katsetati
polevkivi ja polevkivituha sissekilvi vesilahuses voi vastavalt puhta pulbri véi tuhana.
Katsed teostati kahes korduses. Lisaks valmistati kaks kontrollplaati, millele voeti
ohuproovid. Algandmetega on vdimalik tutvuda lisas 3. Kasutati kontsentratsioone, mida

on voimalik naha tabelis 3.1.

Katse 3 kontrollid ei tulnud valja, sest vahetult enne O6huanalliside votmist puhastati
anallsaatorid metanooliga, kuid eeldatavasti ei joudnud metanool aurustuda enne
Shuanaliilise. See tdhendab, et kahe paralleeli kolooniat moodustava uhiku (KMO)
tulemused olid mdlemad 0. Katse 3 tulemuste vdrdluseks kasutati kontrollina katse 2

kontrolltulemust, mis oli 37 kolooniat moodustav thikut (KMU).

Katse 4 toimus perioodil 17.03.2023 - 24.03.2023. Katse 4 viidi |abi katse 3
korduskatsena ehk katsetati polevkivi ja -tuha sissekilvi vesilahuses voi vastavalt puhta
pulbri vOi tuhana, sest eelmises katses kontrollplaadid ei dnnestunud. Taaskord valmistati
kokku 60 katsekeha, katsed teostati kahes korduses ning kontrollplaatidele voeti
Ohuproovid. Kontsentratsioonide kogustega vOib tutvuda tabelis 3.1. Algandmetega on

vOimalik tutvuda lisas 4. Katse 4 kontrollplaadid dnnestusid.

Katse 5 toimus perioodil 05.05.2023 - 12.05.2023. Pdlevkivi ja -tuha kontsentratsioonid
tosteti 1000 ja 3000 kordseteks (tabel 3.1.). Meediumile lisati pdlevkivi ja -tuhka vaid
puhtalt sisseklilvi meetodil. Kokku valmistati 10 katsekeha, molemad kontsentratsioonid
nii polevkivi kui ka tuhaga kahes korduses ning lisaks kontrollplaadid. Algandmetega on

voimalik tutvuda lisas 5.
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4. Tulemused

T66 tulemusi hinnati sdétmeplaatidel kolooniat moodustavate thiku (KMU) keskmestatud
tulemuse jargi paralleelidel. Seda tehti vastavalt kontsentratsioonile, kdilvi viisile ja
lahuse olemasolule. Katsete tulemuste lahteandmetega on vdimalik tutvuda lisas 1, lisas

2, lisas 3, lisas 4 ja lisas 5.

4.1. Hobeda nanoosakeste tulemused

Katse 1 oli ainuke katse, milles valmistati katsekehad hobeda nanoosakestega. Katse 1
kontrollide keskmine tulemus oli 25 KMU. Algandmetega on v&imalik tutvuda lisas 1.

Katse 1 AgNP

25

20

D

=

~

AgNP10 AgNP20 AgNP20
Hobeda nanoosakeste kontsentratsioon
B Pealekulv ] Sissekilv = Kontroll

Joonis 4.1 Hdbeda nanoosakeste tulemused hallitusseente inhibeerimisel: KMU - kolooniat
moodustav (hik, AgNP - hdbeda nanoosake ning sellele jargnev arv margistab hobeda

nanoosakeste kontsentratsiooni s66tmes (autori joonis)
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HObeda nanoosakeste (AgNP) antibakteriaalsuse kinnitamiseks lisati kolmes
kontsentraadis (10 pg/ml, 20 pg/ml, 30 ug/ml) osakesi vesilahuses s66tmeplaatidele
(tabel 3.1). Kasutati nii pealekillvi kui ka sissekilvi. Pealekllvi meetodil 20 pg/ml
kontsentratsioonil vesilahuses valminud (hel s66tmeplaadil (AgNP20) tuvastati Ulekasv.
HBbeda nanoosakeste kolooniat moodustav tihik (KMU) oli nii sissekdilvi kui ka pealekiilvi
meetodit kasutades kontrolltulemustest madalam (Joonis 4.1). Sissekilvil tekkis trend -
mida suurem oli nanoosakeste kontsentratsioon, seda vaiksem oli kolooniat moodustav
thik (KMU). Seega saab 14bi viidud katsest jareldada, et hdbeda nanoosakeste (AgNP)
toime on hallitusseente kasvu inhibeeriv ja sisseklilvi meetod edukam, kui pealekilvi

meetod.

4.2. Polevkivi tulemused

Katse 1 pdlevkivi

KMU

P10 P20 P30
Poélevkivi kontsentratsioon

I Pealekulv i Sissekulv = Kontroll

Joonis 4.2 P&levkivi tulemused hallitusseente térjel katses 1: KMU - kolooniat moodustav thik, P -

polevkivi, sellele jérgnev arv margistab pdlevkivi kontsentratsiooni s66tmes (autori joonis)
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Katses 1 lisati pdlevkivi ja -tuhka sé6tmeplaatidele samades kontsentratsioonides, nagu
hdobeda nanoosakesi (AgNP) - 10 pg/ml, 20 pg/ml, 30 pg/ml (tabel 3.1). Pealekilvi
meetodil 30 pg/m kontsentratsiooniga séotmeplaatidest (P30) kolmel neljast paralleelist
tuvastati Ulekasv. Katse 1 kontrollplaatide kolooniat moodustav (ihik (KMU) oli 25. Vaid
sissekllvi meetodil valminud sé6tmeplaadid kontsentratsioonidega 20 ug/m, tulemusega
12 KMU, ja 30 pg/m, tulemusega 20, jaid allapoole kontrollpiiri (joonis 4.2). Pealekiilvi

meetodi tulemused Uletasid koik kontrollpiiri. Seega oli sissekiilvi meetod edukam.

Katse 2 pdlevkivi
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Pélevkivi kontsentratsioon
B Puhtalt sootmes [ Vesilahusega so6tmes = Kontroll

Joonis 4.3 Katse 2 pdlevkivi tulemused hallitusseente térjel: KMU - kolooniat moodustav iihik, P -
polevkivi ning sellele jargnev arv margistab podlevkivi kontsentratsiooni s66tmes (autori joonis)

Katse 2 kontrollide keskmine kolooniat moodustav ihik (KMU) oli 37. Puhast pdlevkivi ja
-tuhka s6dtmesse lisades on ndha paremaid tulemusi kui vesilahusega. Katses 2 on naha,
et koik podlevkivi tulemused, seda nii puhtalt s66tmes kui ka vesilahusega, on alla
kontrolli (joonis 4.3). Puhtalt sé6tmesse lisatud podlevkivi andis paremad tulemused, kui
vesilahusega, kuid molemal viisil on naha, et pdlevkivi kontsentratsioonide suurenemisel
vaheneb kolooniat moodustav tihik (KMU). Katses 2 oli pdlevkivil parem hallitusseente

vastane inhibeerimisvdime, kui polevkivituhal.
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Katse 3 polevkivi

40

35
30
25

20

15
10
5 L ﬁ
P16 P20 P30 P50

P100 P200 P300 P500
Pélevkivi kontsentratsioon
B Puhtalt sootmes [ Vesilahusega so6tmes == Kontroll

KMU

Joonis 4.4 Hallitusseente tdrje tulemused p&levkivi abil katses 3: KMU - kolooniat moodustav (ihik, P

- polevkivi, sellele jargnev arv margistab pdlevkivi kontsentratsiooni s66tmes (autori joonis)

Katses 3 kontroll ei dnnestunud ja seega kasutati katse 2 kontrolltulemusi. Kdik katse 3
polevkivi tulemused (Joonis 4.4) jaid alla katse 2 kontrollpiiri. Vesilahuse 300 ug/ml
(P300) ja 500 pg/ml (P500) kontsentratsioonides olid kdik paralleelid Ulekasvanud ja
seega on need tulemused lugemata. Pdlevkivi vesilahuses kontsentratsioonil 200 ug/ml

(P200) tks kahest paralleelist oli Ulekasvanud. Tulemustes trendi ei tekkinud.
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Katse 4 polevkivi
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Joonis 4.5 Hallitusseente inhibeerimisv3ime pdlevkiviga katses 4: KMU - kolooniat moodustav {hik,

P - polevkivi, sellele jargnev arv margistab polevkivi kontsentratsiooni s66tmes (autori joonis)

Katses 4 (joonis 4.5) jaid kdik pdlevkivi tulemused alla kontrollpiiri, mis oli 45 kolooniat
moodustavat hikut (KMU). Vesilahuse 300 pg/ml (P300) ja 500 pg/ml (P500)
kontsentratsioonides olid kdik paralleelid Ulekasvanud ja seega on need tulemused
lugemata. Lisaks pdlevkivi vesilahuses kontsentratsioonil 100 ug/ml (P100) (ks kahest

paralleelist oli Glekasvanud. Tulemustes trendi ei tekkinud.
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Katse 5 polevkivi
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Joonis 4.6 Pdlevkivi tulemused hallitusseente t&rjel katses 5: KMU - kolooniat moodustav thik, P -

polevkivi ning sellele jargnev arv margistab podlevkivi kontsentratsiooni s66tmes (autori joonis)

Katses 5 selgub, et puhta pdlevkivi tulemused (Joonis 4.6) jaid alla kontrollpiiri, mis oli
25 kolooniat moodustav (hikut (KMU) ning tekkis ka trend kontsentratsioonide
suurenedes.
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4.3. Polevkivituha tulemused

Katse 1 polevkivituhk

KMU

PT10 PT20 PT30
Poélevkivituha kontsentratsioon

B Pealekulv i Sissekilv == Kontroll

Joonis 4.7 P8levkivituha hallitusseente inhibeerimisvdime katses 1: KMU - kolooniat moodustav
thik, PT - pdlevkivituhk, sellele jargnev arv margistab pdlevkivituha kontsentratsiooni s6dtmes

(autori joonis)

Pdlevkivituhka lisati katses 1 stédtmeplaatidele kolmes kontsentratsioonis (10 ug/ml, 20
pg/ml, 30 upg/ml) (tabel 3.1). Pealekllvi meetodil 10 pg/ml kontsentratsiooniga
sbotmeplaatidest (PT10) hel neljast paralleelist tuvastati Ulekasv ning pealekilvi
meetodil 30 pg/ml kontsentratsiooniga sé6tmeplaatidest (PT30) kolmel neljast tuvastati
llekasv. Kontrollplaatide kolooniat moodustav (hik (KMU) oli 25 ning pealekilvi
meetodist 20 pg/ml ja 30 pug/ml kontsentratsiooniga plaadid Uletasid kontrollipiiri ning
neljal plaadil kaheksast tuvastati Glekasv. Sissekilvi meetodil Ulekasvu ei tuvastatud ning
kontsentratsioonidel 10 pg/ml (PT10) ja 20 pg/ml (PT20) jaid allapoole kontrollpiiri.
Soo6tmeplaatide kolooniat moodustav Uhik tuha kontsentratsiooniga 30 pg/ml (PT30) oli
vordne kontrolliga (joonis 4.7) Taaskord oli sissekililvi meetod pealekilvist edukam, kuid
kuna tulemustes puudub trend saab jareldada, et poélevkivituha kontsentratsioonid

peavad olema kdrgemad.
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Katse 2 polevkivituhk
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Joonis 4.8 Katse 2 tulemused pdlevkivituhaga hallitusseente tdrjel: KMU - kolooniat moodustav
Uhik, PT - podlevkivituhk ning sellele jargnev arv margistab polevkivituha kontsentratsiooni s66tmes
(autori joonis)

Nagu pdlevkiviga katses 2 (joonis 4.3), siis ka pOlevkivituhaga on ko&ik tulemused alla
kontrolli (joonis 4.8). Selgub, et pdlevkivituha kontsentratsioonide suurenemisel véheneb
kolooniat moodustav (hik (KMU). Vesilahusega pdlevkivituha lisamisel séétmesse on
ndha jarsemat trendi kontsentratsioonide suurenedes. Katses 2 oli kolooniat moodustav
thik (KMU) 37.
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Katse 3 pdlevkivituhk
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Joonis 4.9 Pdlevkivituha tulemused hallitusseente inhibeerimisel katses 3: KMU - kolooniat
moodustav (hik, PT - polevkivituhk ning sellele jérgnev arv margistab pdlevkivituha

kontsentratsiooni s66tmes (autori joonis)

Koik katse 3 polevkivituha tulemused (Joonis 4.9), v.a. 50 pyg/ml (PT50) vesilahuses, jaid
alla katse 2 kontrollpiiri, mis oli 37 kolooniat moodustav thik (KMU). Tuha vesilahuses
kontsentratsioonil 100 pg/ml (100) Uks kahest paralleelist oli Glekasvanud. Tulemustes
trendi ei tekkinud, kuid polevkivituhk puhtalt s66tmes on igas kontsentratsioonis
saavutanud paremad tulemused, kolooniat moodustav (hik (KMU) vahemikus 0-3, kui

hdbeda nanoosakesed (AgNP) (joonis 4.1).
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Katse 4 polevkivituhk
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Polevkivituha kontsentratsioon

B Puhtalt sootmes [ Vesilahusega s66tmes == Kontroll

Joonis 4.10 Katses 4 pdlevkivituha hallitusseente tdrje tulemused: KMU - kolooniat moodustav (hik,
PT - polevkivituhk, sellele jargnev arv margistab polevkivituha kontsentratsiooni s66tmes (autori

joonis)

Koik katse 4 polevkivituha tulemused (joonis 4.10) jdid alla kontrollpiiri, mis oli 45
kolooniat moodustav Ghik (KMU). Vesilahuse 50 pg/ml (PT50) ja 300 pg/ml (PT300)
kontsentratsioonides olid kdik paralleelid Ulekasvanud ja seega on need tulemused
lugemata. Tulemustes trendi ei tekkinud, kuid nagu ka katses 3, siis polevkivituhk
puhtalt s6é6tmes on igas kontsentratsioonis saavutanud paremad tulemused - vahemikus
0-4, kui hobeda nanoosakesed (AgNP) (joonis 4.1).
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Katse 5 polevkivituhk
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Joonis 4.11 Pdlevkivituha tulemused katses 5 hallitusseente tdrjel. KMU - kolooniat moodustav ik,

PT - podlevkivituhk ning sellele jargnev arv margistab polevkivituha kontsentratsiooni séétmes
(autori joonis)

Katse 5 tulemustest selgub, et pdlevkivituhk kontsentratsioonides 1000 ja 3000 (letasid
mdlemad kolooniat moodustava tihiku (KMU) kontrollpiiri, mis oli 25 ning pdlevkivituhal,
kontsentratsioonis nii 1000 kui ka 3000, oli kolooniat moodustav thik (KMU) 26 (Joonis
4.11). Polevkivituha so6tmeplaadil kontsentratsiooniga 3000 (PT3000) (ks kahest
paralleelist oli Glekasvanud.
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5. Arutelu ja jareldused

Hobedapdhiseid (ihendeid on pikalt kasutatud nende antibakteriaalse ja seenevastase
toime tottu (Niskanen et al., 2010; Rauwel et al., 2015). Need omadused leidsid kinnitust
ka kaesolevas t66s. Tanu oma suurele eripinnale ja lahustumisel vabanevatele ioonidele
on hodbeda nananoosakestel ka madalatel kontsentratsioonidel kdrge antibakteriaalne
mdju (Yagoob et al.,, 2020). Tanapaeval kasutatakse hdbeda nanoosakesi peamiselt
antimikroobse ainena (Rauwel et al., 2015). Toostuslikult toodetud hdbeda nanoosakesi

seostatakse aga kdrgete energia ja hinna kulutustega. (Tortella et al., 2020)

Teame, et ka polevkivi omab antimikroobseid omadusi ning seetdttu kasutatakse
polevkivitooteid ka naiteks kosmeetikas (Aknederm pureskincare, 2023). Ka pdlevkivi
hallitusseente vastane toime on tdestatud (Bunger, 2007; Listemann et al., 1993). Eestis
leidub rohkelt pdlevkivi ja seda kasutatakse peamise energiaallikana (Bachmann et al.,
2014). Pdlevkivi pdletamise liheks jaatmeks on aga pdlevkivituhk, mille taaskasutuse
osakaal on madal (tabel 2.3.1) (Keskkonnaministeerium, 2021). Kaesolevas tdds viidi labi

katsed pdlevkivi ja pdlevkivituha hallitusseente inhibeerimisvdéime hindamiseks.

Esimese katse tulemused néditasid, et hobeda nanoosakesed toimisid efektiivselt
madalatel kontsentratsioonidel hallitusseente kasvu vastu. Lisaks, et podlevkivi ja
polevkivituha kontsentratsioonid peavad olema korgemad, kui hdbeda nanoosakeste
kontsentratsioonid. Jargnevas katses, kus kontsentratsioone suurendati, oli naha, et mida
suurem oli kontsentratsioon, seda vaiksem oli hallitusseente kasv ning koik tulemused
jaid allapoole kontrollpiiri. Kolmandas katses ei Onnestunud kontrollid, kuid kui selle
tulemusi vorrelda eelneva kontrolltulemustega, siis selgub, et kodik tulemused, v.a.
polevkivituhk kontsentratsiooniga 50% vesilahuses, jdid allapoole kontrollpiiri. Samas
aga ei tekkinud kolmandas katses trendi pdlevkivi ega podlevkivituha kontsentratsioonide
suurenemisel. Neljandast katsest selgub, et puhta pdlevkivi ja -tuha lisamisel ei tekkinud
Uhtegi llekasvuga s66tmeplaati, kuid vesilahuse kasutamisel tekkis neid Uheksa. Samas
olid koik ilma Ulekasvuta tulemused alla kontrollpiiri. Viimases katses oli naha, et
polevkivi toimis korgetel kontsentratsioonidel hasti, ning kontsentratsioonide

suurenemisel tekkis ka trend. Pdlevkivituhk aga viimases katses ei toiminud.
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Katsetest saame jareldada, et hobeda nanoosakesed on edukad hallitusseente
inhibeerimisel. Lisaks nagime, et sissekllvi meetod toimis efektiivsemalt kui pealekdilvi
meetod. Eelistada tuleks podlevkivi voi podlevkivituha lisamisel hallitusseeni tdrjuval
eesmargil puhast ainet vesilahuses olevale ainele. Seda seetdttu, et s66tmeplaatidele

puhta polevkivi ja -tuha lisamisel tekkis vahem Ulekasvu, kui vesilahusega lisamisel.

Kahe esimese katse pdhjal selgus, et pdlevkivi toimib edukamalt hallitusseente kasvu
valtimisel kui polevkivituhk. Kahe jargneva katse pdhjal ei ole seda vdimalik véita, sest
kolmanda katse kontrollid ei dnnestunud, mdlemas katses leidus rohkelt tlekasvu ning
trende ei tekkinud. Samas nahtus, et puhta pdlevkivituha sé6tmesse lisamisel saadud
tulemused olid madalamad kui hobeda nanoosakestel. Viimasest katsest aga nahtub, et
polevkivi toimis hallitusseente inhibeerimisel kdrgematel kontsentratsioonidel edukalt,
kuid tuha kohta seda vaita ei ole vdimalik. See tahendab, et tulevikus peaks edasi
katsetama nii polevkivi kui ka pdlevkivituha hallitusseente inhibeerimisvdimet, kasutades

korgemaid kontsentratsioone.

Teades, et eelkdige hdbeda nanoosakeste suurest eripinnast tingitult on hdbeda
nananoosakestel ka madalatel kontsentratsioonidel kdrge antibakteriaalne mdéju (Yaqoob
et al., 2020), siis saame eeldada, et pdlevkivi ja podlevkivituhk vajavad hallitusseente
vastasuse saavutamiseks kdorgemaid kontsentratsioone kui hobeda nanoosakesed. Seda
sai ka teisest katsest alates proovida, kus oli ndaha, et see toimis. Edaspidistes katsetes
tuleks polevkivi ja polevkivituha samu vOi sarnaseid kontsentratsioone katsetada

pikemaajaliselt ja valmistada rohkem paralleele.

Edaspidi pdlevkivi hallitusseente inhibeerimisvGime wuurimisel tuleks katsetada
polevkiviekstrakti, nagu seda tegid Oumam et al. (2002), kasutada puhastatud
polevkividli nagu saksa kosmeetikabrand Aknederm (2023) ning katsetada poolkoksi
segu valmistamist nagu Yuru et al. (2018). Kuna aga polevkivi kaevandamise ja
tootlemise moju on looduskeskkonda kahjustav (Velling & Vaasmaa, 2012), siis
soovitatakse edasistes uurimustes eelkdige keskenduda polevkivi pdletamisel tekkivatele
tahketele jaatmetele. Lisaks peaks katsetusi labi viima ka pinnakatetes nagu krohy,
varvid voi lakid.
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KOKKUVOTE

Inimesed on alati olnud Umbritsetud nanoosakestest. Pinnase erosioon, tormid,
metsatulekahjud ja vulkaanilised tegevused on vaid osake sellest, kuidas loodus meie
Umber nanoosakesi vabastab. Aina rohkem aga hakatakse kasutama tédstuslikult
konstrueeritud ja toodetud nanoosakesi meditsiinis, kosmeetikas, toidus ja pinnakatetes.
Inimeste tegevuse tottu satub aina rohkem nanoosakesi looduskeskkonda, kus nad
mojutavad nii eluta kui elus loodust. Lisaks on tddstuslike nanomaterjalide tootmine
energia ja veerikas ning tootmiseks vajalikud kemikaalid mirgised. Inimeste kokkupuude
nanoosakestega toimub igapdevaselt, neid hingatakse sisse, maaritakse oma nahale ja
neelatakse alla ning see on inimeste tervisele kahjulik. Uheks levinuimaks tédstuslikuks
nanoosakeseks on hdbeda nanoosake. HObedat on pikalt kasutatud antimikroobse
ainena, kuna hobeda nanoosakestel on tdnu oma suurele eripinnale ka vdga madalatel
kontsentratsioonidel kdrge antimikroobne mdju. Samas on hdbeda kasutamine kallis ja

ohtlik nii inimestele kui loodusele.

Eestis laialt levinud pdlevkivi omab antimikroobseid omadusi. Eestis on pdlevkivi
kasutatud eelkdige energiatootmiseks ja seetdttu on Eestis ka rohkelt pdlevkivi
pOlemisest alles jaanud tahkeid jaake nagu tuhk ja poolkoks, mida kahjuks
taaskasutatakse vahesel madaral. Sellest inspireeritult sai kdesoleva magistrit6d
eesmargiks saavutada hobeda nanoosakestega vOrreldav hallituskindlus
pinnakattematerjalidel kasutades selleks pdlevkivi ja pdlevkivituhka. Eesmargi taitmiseks

seati kaks hlpoteesi:

1. Pdlevkivipulbri ja pdlevkivituha kasutamine on efektiivhe viis saavutamaks
hallituskindlust, mida on véimalik rakendada pinnakatetes hallituse valtimisel;
2. Hobeda nanoosakestega vorreldava hallituskindluse  saavutamiseks peab

polevkivipulbri vdi -tuha kogus olema oluliselt suurem.

Hlpoteeside uurimiseks viidi 1abi viis erinevat katset hobeda nanoosakestega, pdlevkiviga

ja polevkivituhaga.
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Katsetest selgus, et hdobeda nanoosakesed on edukad hallitusseente inhibeerimisel.
Eelistada tuleks pdlevkivi voi polevkivituha lisamisel antimikroobsetel eesmarkidel puhast
ainet vesilahuses olevale ainele. Pdlevkivi vajab antimikroobsuse saavutamiseks
kdrgemaid kontsentratsioone kui hdbeda nanoosakesed. Seda sai ka alates katsest 2
proovida ning me ndgime teises katses, et see toimis. Katsed 3, 4 ja 5 seda aga ei
kinnitanud.  Tulevastes katsetes voiks polevkivi ja podlevkivituha erinevaid
kontsentratsioone katsetada pikemaajaliselt ja valmistada rohkem paralleele. Edaspidiselt
vOiks polevkivi hallitusseente inhibeerimisvoime uurimisel katsetada polevkividli ja
poolkoksi. Lisaks tuleks edasi uurida pdlevkivi ja pdlevkivituha antimikroobsust erinevate

pinnakatete osana.

Kdesoleva magistritd0 eesmark sai osaliselt tdidetud. HObeda nanoosakestega suudeti
vordvaarne ja isegi parem hallituskindlus saavutada, kasutades selleks pdlevkivi.

Pdlevkivituha kasutamisel analoogilise tulemuseni ei joutud.
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SUMMARY

Humans have always been surrounded by nanoparticles. Soil erosion, storms, wildfires
and volcanic activity are just some of the ways nature releases nanoparticles around us.
Increasingly, synthetically designed and produced nanoparticles are being used in
medicine, cosmetics, food and surface coatings. Due to human activities, more and more
nanoparticles enter the natural environment, where they participate in both inanimate
and living nature. In addition, the production of industrial nhanomaterials is energy and
water intensive, and the chemicals required for nanoparticle production can be toxic.
Humans are exposed to nanoparticles daily - inhaled, applied to their skin and ingested -
they are harmful to human health. One of the most common synthetically manufactured
nanoparticles is produced from silver. It has long been used as an antimicrobial agent
because silver nanoparticles have a high antimicrobial effect even at very low
concentrations due to their large specific surface area. At the same time, the use of silver

is expensive and dangerous for both people and nature.

We know that oil shale, which is widespread in Estonia, also has antimicrobial properties.
In Estonia, oil shale has been used primarily for energy production, and therefore Estonia
also has a lot of solid residues left over from burning oil shale, such as ash and semi-
coke, which unfortunately are recycled only to small extent. Inspired by this, the goal of
this master's thesis was to achieve mold resistance equivalent to silver nanoparticles in
surface coating materials using oil shale and oil shale ash. To fulfill the objective, two

hypotheses were set:

1. The use of oil shale powder and oil shale ash is an effective way to achieve mold

resistance, which can be applied in surface coatings to prevent mold;

2. To achieve mold resistance equal to that of silver nanoparticles, the amount of oil

shale powder or ash must be several times higher.

To investigate the hypotheses, five different experiments were conducted - with silver

nanoparticles, oil shale and oil shale ash.
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The experiments revealed that silver nanoparticles are successful at inhibiting molds.
When adding oil shale or oil shale ash for antimicrobial purposes, the pure substance
should be preferred over the substance in aqueous solution. Oil shale and shale ash
require higher concentrations than silver nanoparticles to achieve antimicrobial activity.
In one of the experiments, it worked. However, other experiments did not confirm this. In
future experiments, different concentrations of oil shale and shale ash should be tested
over a longer period and more parallels should also be conducted. In the future, shale oil
and semi-coke could be tested when investigating the ability of inhibiting molds with oil
shale. In addition, the antimicrobial properties of oil shale and shale ash as part of

various surface coatings should be further investigated.

The objective of this master's thesis was partially fulfilled. It was proved that silver
nanoparticles inhibit mold. Also, inhibiting mold using oil shale was achieved, but shale

ash did not perform the desired features.
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LISAD

Lisa 1. Katse 1 lahtetulemused

Pdlevkivi ja pdlevkivituha vesilahusega pealekiilv sdétmesse: UK - (lekasvanud
s66tmeplaat.
Proov Ag Ag20 | Ag30 P10 P20 P30 | PT10 | PT20 | PT30 | Kontrol
10 I
1 5 4 13 89 68 34 UK 30 30 19
2 8 UK 8 44 55 UK 16 29 UK 29
3 13 11 11 23 44 UK 18 28 UK 24
4 20 9 6 48 38 UK 29 26 UK 29
Keskmine
(KMU)
Ruutjuur
(KMU)
Standard- 6,5 0 3,1 27,6 13,2 0 7 1,7 0 4,7
hilve (KMU)
Standardvig
a
(KMU)

Pdlevkivi ja pOlevkivituha vesilahusega sissekilv s66tmesse.

Proov Agl | Ag20 | Ag30 P10 P20 P30 PT10 | PT20 | PT30 | Kontrol
0 |
1 9 5 5 39 14 18 17 11 25 19
2 7 7 6 33 7 14 17 22 28 29
3 13 5 1 34 16 24 19 18 13 24
4 9 6 5 18 11 23 10 14 34 29
Keskmine
(KMU)
Ruutjuur
(KMU)
Standard- 2,5 1 2,2 9 3,9 4,6 3,9 4,7 8,8 4,7
hilve (KMU)

Standardvig
a (KM0D)




Lisa 2. Katse 2 lahtetulemused

Puhas polevkivituhk séétmesse sissektllvi meetodil.

Proov PT10 | PT20 | PT30 | PT50 | PT100 | PT200 | PT300 | PT500
21 21 21 18 19 15 15 11
20 19 16 20 17 18 15 13
Keskmine (KMU)
Ruutjuur (KMU) 1.4 1.4 1.4 1.4 1.4 1.4 1.4 1.4
Standardhilve (KMU) | 0.7 1.4 3.5 1.4 1.4 2.1 0 1.4

Standardviga (KMU)

Puhas pdlevkivi so6tmesse sissekilvi meetodil.

Proov

P10

P20

1

24

21

2

21

Keskmine
(KMU)

Ruutjuur
(KMU)
Standardhilve
(KMU)

2.1 2.8 0.7 0.7 0.7 1.4 0.7 0.7

Standardviga
(KMU)
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Pdlevkivituhk vesilahusega s66tmesse sissekilvi meetodil.

Proov PT50H>0 PT100H20 PT200H20 PT300H>20 PT500H>0
1 33 25 13 10

2 30 27 12 9 8
Keskmine
Ruutjuur (KMO) 1,4 1,4 1,4 1,4 1,4
Standardhidlve 2,1 1,4 0,7 0,7 0,7
(KMU)
Standardviga

Pdlevkivi vesilahusega s6é6tmesse sisseklilvi meetodil.

Proov P50H-0 P100H-O P200H-0 P300H-0 P500H,0
1 27 24 18 9 12
2 28 22 17 11 10
e _
Ruutjuur (KMU) 1,4 1,4 1,4 1,4 1,4
Standardhilve 0,7 1,4 0,7 1,4 1,4
(KMU)

Standardviga
(KMU)




Lisa 3. Katse 3 lahtetulemused

Puhas polevkivituhk s6otmesse sissekiilvi meetodil.

Proov PT10 | PT20 | PT30 | PT50 PT100 PT200 | PT300 | PT500
1 1 3 0 1 3 2 0 3
2 3 2 1 3 0 1 0 1
Keskmine (KMU) 2 3 1 2 2 2 0 2
Ruutjuur (KMUOU) 1,4 1,4 1,4 1,4 1,4 1,4 1,4 1,4
Standardhadlve
(KMU) 1,4 0,7 0,7 1,4 2,1 0,7 0,0 1,4
Standardviga
(KMU) 1 1 1 1 2 1 0 1

Puhas pdlevkivi so6tmesse sissekilvi meetodil.

Proov P10 P20 P30 P50 P100 P200 | P300 | P500
1 6 13 4 26 30 28 14 8
2 2 19 9 15 14 25 12 14
Keskmine (KMU) 4 16 7 21 22 27 13 11
Ruutjuur (KMU) 1,4 1,4 1,4 1,4 1,4 1,4 1,4 1,4
Standardhadlve
(KMO) 2,8 4,2 3,5 7,8 11,3 2,1 1,4 4,2
Standardviga
(KM) 2 3 3 6 8 2 1 3
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P3levkivituhk vesilahusega sddétmesse sissekiilvi meetodil: UK - (ilekasvanud séétmeplaat.

Proov PTH20 | PTH.O | PTH20 | PTH20 | PTH20 | PTH20 | PTH.O | PTH.0
10 20 30 50 100 200 300 500
1 0 0 0 45 15 12 28 7
2 0 0 0 51 UK 11 44 4
Keskmine (KMU) 0 0 0 48 15 12 36 6
Ruutjuur (KMU) 1,4 1,4 1,4 1,4 1,0 1,4 1,4 1,4
Standardhidlve
(KMU) 0,0 0,0 0,0 4,2 0,7 11,3 2,1
Standardviga
(KMU) 0 0 0 3 0 0,5 8 1,5

Pdlevkivi vesilahusega s6dtmesse sissekiilvi meetodil: UK - {ilekasvanud sédtmeplaat.

Proov PH.O10 PH20 PHzo PHzO PHzO PHzO PH20 PH20
2 20 30 50 100 200 300 500
1 0 0 2 4 11 UK UK UK
2 0 1 1 10 9 12 UK UK
Keskmine (KMU) 0 1 2 7 10 12
Ruutjuur (KM0) 1,4 1,4 1,4 1,4 1,4 1,0
Standardhalve
(KMU) 0,0 0,7 0,7 4,2 1,4
Standardviga
(KMU) 0 0,5 0,5 3 1 0 0 0
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Lisa 4. Katse 4 lahtetulemused

Puhas polevkivi sootmesse sissektlvi meetodil.

Proov P10 P20 P30 P50 P100 P200 P300 P500
1 1 5 4 17 15 24 20 25
2 1 3 2 15 18 24 13 12
Keskmine
(KMD) 1 4 3 16 17 24 17 19
Ruutjuur
(KMU) 1,4 1,4 1,4 1,4 1,4 1,4 1,4 1,4
Standardhadlve
(KMU) 0,0 1,4 1,4 1,4 2,1 0,0 4,9 9,2
Standardviga
(KMO) 0 1 1 1 2 0 4 7

Puhas pdlevkivituhk s6dtmesse sissektilvi meetodil.

Proov PT10 | PT20 | PT30 | PT50 | PT100 | PT200 | PT300 | PT500
1 0 0 0 0 0 0 1 0
2 4 0 0 0 1 1 0 1
Keskmine (KMU) 2 0 0 0 1 1 1 1
Ruutjuur (KMU) 1,4 1,4 1,4 1,4 1,4 1,4 1,4 1,4

Standardhadlve
(KMU) 2'8 0,0 0,0 010 017 017 0'7 0’7

Standardviga
(KMO) 2 0 0 0 1 1 1 1
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Pdlevkivi vesilahusega s6dtmesse sissekiilvi meetodil: UK - {ilekasvanud sédtmeplaat.

Proov PH2010 | PH20 | PH20 | PH20 PH20 PH20 PH20 PH20
20 30 50 100 200 300 500
1 0 0 1 26 16 35 UK UK
2 0 0 1 24 UK 22 UK UK
Keskmine
(KMO) 0 0 1 25 16 29
Ruutjuur
(KMO) 1,4 1,4 1,4 1,4 1,0 1,4
Standardhdlve
(KMO) 0,0 0,0 0,0 1,4 9,2
Standardviga
(KMO) 0 0 0 1 0 7 0 0

P3levkivituhk vesilahusega s6étmesse sissekiilvi meetodil: UK - lilekasvanud sdéétmeplaat.

Proov

pTH2010 | PTH20 | PTH20 | PTH20 | PTH20 | PTH20 | PTH20 | PTH20
20 30 50 100 200 300 500
1 0 2 2 UK 34 40 UK 24
2 1 1 UK 37 30 UK 23
Keskmine
(KMU) 0 2 2 36 35 24
Ruutjuur (KMO) 1,4 1,4 1,4 1,4 1,0 1,4 1,4
Standardhadlve
(KM0) 0,0 0,7 0,7 2,1 7,1 0,7
Standardviga
(KMU) 0 1 1 0 2 5 0 1
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Puhas polevkivi sootmesse sissektlvi meetodil.

Kontroll P1000 | P3000
23 6 3
27 8 4
Keskmine
(KMU) 7 &
Ruutjuur (KMU) | 1,4 1,4
Standardhalve
(KMU) 1,4 0,7
Standardviga 1 1
(KMU)

Lisa 5. Katse 5 lahtetulemused

Puhas pdlevkivituhk sédtmesse sissekiilvi meetodil: UK - {ilekasvanud sédtmeplaat.

Kontroll PT1000| PT3000
23 24 26
27 27 UK
Keskmine
(KMU) 26 26
Ruutjuur
(KM0) 1,4 1,4
Standardhalve
(KMU) 211 0
Standardviga 2 0
(KMU)
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