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Opinnaytetyon tavoitteena oli sedimenttien fosforiyhdisteiden fraktiointiin ja uuttoon sopivien
menetelmien tutkiminen. Haluttiin |0ytdd menetelma, jonka avulla pystytddn arvioimaan
sedimentistd mahdollisesti vapautuvan fosforin maarda. Erityisen kiinnostuneita oltiin leville
kayttokelpoisista fosforiyhdisteistd. Lisaksi tarkoituksena oli tutkia naytteiden sailytyksen
vaikutusta mittaustuloksiin vertaamalla vanhojen, pakastettujen naytteiden tuloksia uusien,
tuoreiden naytteiden analyysituloksiin.

Levat eivat pysty kayttamaan kaikkia fosforiyhdisteitd, joten tutkittaessa rehevoitymistd, antaa
leville kayttokelpoisen fosforin analysointi paremman kuvan tilanteesta kuin pelkan
kokonaisfosforin méaarittdminen. Fraktiointi aloitetaan yleensa laimealla uuttoliuoksella, jolla
uutetaan liukoisin fosforiyhdiste. Tasta edetddn vaiheittain vakevampiin uuttoliuoksiin, jotka
liuottavat sitoutuneimmatkin yhdisteet.

Tassa tydssa kaytettiin Jensenin ja Thamdrupin muokkausta Psennerin menetelmésté, jota ovat
edelleen muokanneet Lukkari, Hartikainen ja Leivuori. Uutoksista madritettiin
kokonaisfosforipitoisuus kayttamalla FlIA:a eli Flow Injection Analysis-laitetta. Opinnaytety®
tehtin  Turun ammattikorkeakoulun Vesitekniikan tutkimusryhmélle ja saatuja tuloksia
hyodynnetaan Alimitoitettujen kosteikkojen toimivuuden kehittdmishankkeessa.

Testatulla fraktiointimenetelmalla saatujen tulosten tulkinta vaatii laajaa perehtymista fosforin
erilaisiin yhdisteisiin ja niiden kayttokelpoisuuteen leville.
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FRACTIONATION METHODS FOR SEDIMENT
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The objective of this study was to look into existing phosphorus fractionation and extraction
methods. The method should be usable for estimating the amount of phosphorus potentially
released from the sediment. The special focus was in algal available phosphorus. A further aim
was to investigate how the storage of the sediment sample affects the results of the
measurements by comparing the results obtained with new and fresh samples to those of old
and frozen samples.

Algae cannot consume all the different phosphorus compounds. So when studying
eutrophication, analysing the algal available phosphorus content gives a better picture of the
situation than analysing only the total phosphorus content. Fractionation usually begins with
dilute extractants which extract the most soluble phosphorus compounds. The fractionation
proceeds stepwise and the extractants gain strength and dilute the strongly bound phosphorus
compounds.

In this study the method used was the Psenner method modified by Jensen and Thamdrup. The
method was further modified by Lukkari, Hartikainen and Leivuori. The total phosphorus content
was determined by FIA, Flow Injection Analysis. The thesis was commissioned by the TUAS
Water engineering research group and the results will be exploited in a project developing the
functionality of undersized constructed wetlands.

The interpretation of the results obtained by the chosen fractionation method requires extensive
study of the different phosphorus compounds and their availability for algae.
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KAYTETYT LYHENTEET JA SANASTO

Desorptio
Hydratoituminen
Hydrolysaatio
Laminaarivirtaus

Levéatesti

P
Pooli
Readsorptio

Redox-potentiaali

Rehevdityminen

Sedimentaatio

Irtoaminen

Vesimolekyylien liittyminen ioni-dipolisidoksiin
Hajoaminen takaisin l&ht6aineiksi

Py0rteeton virtaus

Menetelma, jolla arvioidaan leville kayttokelpoisen fosforin
maaraa

Fosfori
Varanto, luokka tai ryhma, johon asioita voidaan jaotella
Takaisinkiinnittyminen

Pelkistymisherkkyys, sahkdinen potentiaali, joka maarittaa
nesteessa olevien hapetus- tai pelkistysaineiden maaran

Vesistdn perustuotannon kasvu, joka johtuu ravinteiden li-
saantymisesta vesistdssa

Eroosion irrottaman kiintoaineen ja muun aineksen asettu-
mista esimerkiksi vesistdon pohjalle ja kerrostumista sedimen-
tiksi



1 JOHDANTO

Fosfori on tarke& ravinne, jota kasvit tarvitsevat kasvaakseen ja elaékseen.
Fosfori toimii usein kasvua rajoittavana tekijana vesistoissa, joten sen lisaanty-
essa levien ja kasvien kasvu tehostuu. Valuma-alueelta tuleva ylimaarainen
fosfori aiheuttaa taman vuoksi vesistdissa rehevoitymista.! Suomessa vesien-
suojeluohjelmat perustuvat usein kokonaisfosforikuorman vahentamiseen. Teol-
liset ja kunnalliset jatevedet sekd maatalouden paastot sisaltavat useita fosforin
eri yhdisteita, valuma-alueiden vesistjen levien kyetessa hyddyntamaan vain
osaa fosforiyhdisteistd. Jotta vesistdjen rehevoitymistd voitaisiin tehokkaasti
vahentad, tulisi tutkimuksissa keskittya leville kayttokelpoisiin fosforiyhdisteisiin
kokonaisfosforin sijaan. Taman vuoksi on tarkeda selvittdd fosforin eri yhdistei-
den kayttokelpoisuus ja alkuperéd. Fosforin kayttokelpoisuutta kasveille ja leville
on arvioitu levatesteilla ja useilla erilaisilla kemiallisilla menetelmilla, mutta me-
netelmien eroavaisuudet ja niiden soveltaminen eri kohteisiin vaikeuttavat me-
netelmien hyddyntamisté. Liséksi ei voida olla varmoja, vastaavatko laboratorio-

oloissa saadut tulokset luonnon olosuhteita.?

Sedimentit ovat vesistdjen sisaisid fosforinlahteitd. Fosfori kiertdd ekosystee-
missa ja sedimentaatiossa sitéa kerrostuu esimerkiksi jarven pohjasedimenttiin.
Olosuhteiden muuttuessa fosforia voi vapautua sedimentista takaisin vesistoon
ja tama vaikuttaa vesiston rehevoitymiseen.! Opinnaytetyon tavoitteena on tu-
tustua erilaisiin sedimenttifosforin fraktiointimenetelmiin ja valita tarkoitukseen
sopiva menetelmd, jonka kaytettavyytta testataan. Lisaksi tarkoituksena oli tut-

kia miten naytteen sailytys vaikuttaa analyysituloksiin.

Opinnaytetyo tehtiin Turun ammattikorkeakoulun Vesitekniikan tutkimusryhmal-
le. Tutkimusryhman toimintaan kuuluu muun muassa vesiensuojeluun, vesisto-
jen laadunseurantaan ja kunnostukseen liittyvien projektien toteutus. Tamén
tyon tuloksia hyddynnetdan Alimitoitettujen kosteikkojen toimivuuden kehitta-
mishankkeessa, jossa tutkitaan alimitoitettujen kosteikkojen ja laskeutusaltaiden
vesiensuojelullista merkitysta ja sitéd miten huoltotoimenpiteet tai niiden tekemaét-

ta jattaminen vaikuttavat kosteikkojen toimintaan.® Lisaksi tutkimuksen kohtee-
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na on, voidaanko sedimentin happitilannetta muuttamalla vaikuttaa pohjasedi-

mentin luontaiseen fosforin sitomiskykyyn.*
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2 SEDIMENTTIFOSFORI

2.1 Kosteikko, laskeutusallas ja sedimentti

Kosteikkoja kaytetaén vesiensuojelussa vahentamaan vesistokuormitusta. Kos-
teikko voi olla puron, ojan, joen tai muun vesiston osa, joka on kostea tai pysyy
veden alla vuoden ympari. Kosteikon perustaminen tapahtuu tavallisesti patoa-
malla tai kaivamalla ja siin& kasvaa vesi- ja kosteikkokasvillisuutta. Laskeutusal-

las on puron tai ojan yhteyteen tehty vesiallas.”

Kosteikoiden ja laskeutusaltaiden tehtavdnd on pysayttda veteen joutunutta
kiintoainetta sekd pidattdd ja poistaa veteen joutuneita ravinteita, esimerkiksi
fosforia. Ne my6s lisddvat monimuotoisuutta vesiluonnossa ja elavoittavat mai-
semaa. Kosteikon kasvillisuus hyddyntaa veteen liuenneita ravinteita, kuten fos-
foria ja typpeéd. Kasvillisuus ottaa vedessa liukoisena olevaa fosforia suoraan
vedesta ja juurien avulla sedimentista. Kun virtausnopeus kosteikossa hidastuu
riittvasti, kiintoaines laskeutuu pohjalle ja siind olevat ravinteet, etenkin fosfori,
varastoituvat kosteikon sedimenttiin. Kosteikot toimivat sita tehokkaammin, mita
suurempia ne ovat verrattuna niihin kohdistuvan kuormituksen voimakkuuteen
ja valuma-alueensa kokoon. Laskeutusaltaaseen halutaan laskeuttaa eroosion
mukana irronnutta kiintoainetta. Veden halutaan viipyvan altaassa riittavan kau-
an, jotta hienojakoisempikin kiintoaine laskeutuu. Laskeutusaltaassa ei yleensa

ole kasvillisuutta.>®’

Sedimentti on vesiston pohjalle laskeutuneen liejun, mudan tai saven muodos-
tama kerros. Sen paksuus vaihtelee vesiston luonteesta ja iasta riippuen. Osa
sedimentin pidattamista aineista ja yhdisteista saattaa olla vesistétlle haitallisia
tai aiheuttaa rehevoitymistd. Sedimenttien fysikaalinen ja kemiallinen tutkiminen
on tarkeaa arvioitaessa liukoisen eli leville sellaisenaan kayttokelpoisen fosforin

likkumista sedimentin ja sen ylapuolisen veden valilla.%°
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2.2 Fosfori sedimentissa

Apatiitti on tarkein luonnossa esiintyva fosforimineraali. Siita on peraisin melkein
kaikki luonnossa kiertava fosfori. Fosforin biologiseen kayttokelpoisuuteen vai-
kuttavat kaikki prosessit, jotka tapahtuvat maassa. Fosforin biologinen kaytto-
kelpoisuus maaraytyy sitoutumislujuuden sekd orgaanisten yhdisteiden liukoi-
suuden ja hajoamisherkkyyden perusteella. Fosforivarat voidaan luokitella bio-
saatavuuden mukaan kolmeen pooliin. Kuvassa 1 on esitetty fosforin luokittelu
pooleihin. Fosfori voi liikkkua poolista toiseen ja poolien véliset reaktiot voivat

tapahtua hyvin vaihtelevilla nopeuksilla.*®

Aktiivinen/labiili P Labiili P Stabiili P

maanesteessa epaor- oksidien pinnoilla / helposti mineraalirakenteissa /

gaanisena tai orgaanisena hajoavassa orgaanisessa humuksessa okkludoitu-
aineksessa neena eli oksidien sisa-

osiin sulkeutuneena

Paaosin heti kaytto- Potentiaalisesti kayt- Kaytannossa kayt-

kelpoista tokelpoista tokelvotonta /

Kuva 1. Maan fosforivarojen luokittelu biologisen kayttokelpoisuuden mukaan ja
poolien vélisten reaktioiden nopeudet. (muokattu lahteesta 10 s. 167)

Stabiilin poolin fosfori on biologisesti lahes kayttokelvotonta. Siitd suurin osa on
apatiittia, josta kasvit pystyvat liuottamaan fosforia vain hieman juurten mykor-
ritsasienien avulla. Myds humukseen sitoutunut fosfori katsotaan kuuluvaksi
stabiiliin poolin, silla humus hajoaa erittéain hitaasti. Vedessa liukoisena olevaa
epaorgaanista fosforia pidetdén biologisesti kayttokelpoisena. Siina oleva or-
gaaninen fosfori tulee kayttokelpoiseksi vasta myéhemmin entsymaattisten pilk-

koutumisreaktioiden jalkeen. Samalla, kun kasvit ja levét ottavat liukoista fosfo-
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ria suoraan vedesta, taytyy liukoisia fosforivaroja taydentéaé helposti vapautuvis-

ta fosforivaroista.®

Hapen puutteesta johtuen Fe** pelkistyy Fe?*:ksi, jolloin fosforia voi liueta ve-
teen. Tama johtuu siita, ettei kahdenarvoinen ferrorauta kykene sitomaan fosfo-
ria. Alumiinin fosforinsitomiskyky sailyy myds huonoissa happioloissa, ja osa
rautaoksideista vapautuneesta fosforista sitoutuu alumiinioksidien pinnoille. Si-
toutumislujuus saatelee hiukkaspinnoille sitoutuneen fosforin vapautumista ve-
teen. Sitoutumislujuuden maaraa se, kuinka tadynna oksidipinnat ovat. Mita tay-
dempia sitoutumispinnat ovat, sitéd pienempi on fosforin sitoutumislujuus. Fosfo-
rin pidattymiseen vaikuttavat useat eri tekijat, kuten pH, lampdétila, suolapitoi-

suus, happitilanne ja bakteerien aktiivisuus.°

Fosfori paatyy vesistoon joko ulkoisesta tai siséisesta kuormituksesta. Ulkoinen
kuormitus on yleensa hajakuormitusta, kuten luonnon huuhtouma tai maatalous,
tai pistemaisia, kuten teollisuuden tai kotitalouksien jatevedet. Sisaiseksi kuor-

mitukseksi kutsutaan fosforin vapautumista sedimentista.**

2.2.1 Fosfori ja rehevoityminen

Fosfori on typen lisdksi kasvua rajoittava tekija vesistoissa. Fosfori voi paatya
vesistoon partikkelimuodossa tai liuennut fosfori voi liittya partikkeleihin niiden
laskeutuessa pohjaan. Sedimentaatiossa fosfori kulkeutuu veden pintakerrok-
sista pohjalle ja edelleen sedimenttiin. Fosforin vapautumiseen sedimentista
vaikuttavat esimerkiksi veden pH, redox-potentiaali ja ionivahvuus. Redox-
potentiaali vaikuttaa merkittavasti fosforin vapautumiseen sedimentista. Tutki-
muksissa on havaittu, ettd hapeton sedimentti vapauttaa paljon suurempia maa-
ria fosforia ymparoéivaan veteen kuin hapellinen. Makean veden sedimenteissa
redox-reaktiot ovat usein palautuvia ja fosfori voi kiinnittya uudelleen sediment-
tiin. Fosforia, joka vapautuu sedimentistd, kutsutaan sisaiseksi kuormitukseksi,
joka voi edistaa rehevoitymiskehitysta. Liiallinen fosforin saanti vesisysteemeis-
sa aiheuttaa vesiston kunnon ja virkistymiskayttéarvon alenemista levien lisdan-

tyessa. 12
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Valuma-alueella fosforia pidattyy tehokkaasti maaperaan, jolloin sen puute ra-
joittaa vesistojen perustuotantoa. Vesistoihin joutuva fosfori sidotaan pian bio-
massaan, eika liukoisen fosforin maara vesimassassa valttdmatta kasva. Le-
vamassa, jota tuotetaan, laskeutuu pohjan laheiseen vesimassaan, alkaa hajota
ja vapauttaa taas fosforia veteen. Tasta pohjasedimentti yleensa sitoo liuennut-
ta fosforia. Pohjasedimentin ominaisuudet vaikuttavat kuitenkin paljon fosforin
pidattymisen tehokkuuteen. Jos pohjan laheisen vesimassan happitilanne on
hyva ja kuormitus alhaista, fosforia varastoituu sedimenttiin. Tasta johtuen re-
hevoityminen saattaa aluksi edeta piilevasti, mutta kiihtya kuormituksen jatku-
essa. Lopulta ollaan tilanteessa, jossa kasvava biomassa kuluttaa hajotessaan
sedimentista tai pohjan laheisesta vesimassasta hapen loppuun. Tassa tilan-
teessa sisdinen kuormitus kaynnistyy, kun pohjasedimenttiin varastoitunut fos-
fori vapautuu erityisesti pelkistyvien rautaoksidien pinnoilta. Nain veden fosfori-
pitoisuus akillisesti nousee ja rehevdityminen kiihtyy edelleen. Vaikka happika-
toa pidetaan usein syyna fosforin vapautumiseen, voi sitd vapautua myos ha-
pellisissa oloissa veden ja sedimentin rajapinnassa. Hapellisissa oloissa fosforin
vapautuminen liittyy orgaanisen materiaalin mikrobiaaliseen védhenemiseen tai
fosforia sitovien kohtien kyllaisyyteen. Sedimenttifosforin pitkaaikaista vaikutus-
ta vesistdn rehevditymiseen on parempi arvioida erilaisilla fosforin fraktioilla kuin
maarittamalla kokonaisfosfori, silla kaikki fosfori ei ole biologisesti kayttokelpoi-

sessa muodossa tai vaikuta vesiston rehevoitymiseen. %3

2.2.2 Leville kayttokelpoinen fosfori

Kasite leville kayttokelpoinen fosfori (algal-available P) kuvaa ep&orgaanista
fosforia, joka on leville ja kasveille kayttokelpoisessa muodossa. Leville kaytto-
kelpoinen fosfori on ortofosfaattia ja hiukkasmuodossa olevaa fosforia, joka voi
muuttua leville kayttokelpoiseksi ortofosfaatiksi. Hiukkasmuodossa oleva fosfori
koostuu liukoisesta, desorptoituvasta ja redox-herkasta fosforista. Desorptoitu-
valla fosforilla tarkoitetaan fosforia, joka on sitoutunut mineraaleihin ja orgaani-
siin partikkeleihin ja voi irrota helposti. Redox-herkka fosfori tarkoittaa fosforia,

joka vapautuu helposti sita sitovista yhdisteistéa hapetus-pelkistys olosuhteiden
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muuttuessa. Levat voivat valittomasti hyddyntaa liukoisen fosforin ja hiukkas-
muodossa oleva fosfori on pitkalla aikavalilla mahdollinen leville kayttokelpoisen

fosforin lahde.*?*
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3 FRAKTIOINTIMENETELMAT JA NIIDEN VERTAILU

3.1 Fosforin fraktiointi ja sen merkitys

Jarvi- ja merisedimenttien fosforia voidaan tutkia fraktioinnin avulla. Fraktioin-
nissa fosforin eri yhdisteet jaetaan fraktioihin, jotka perustuvat fosforin liukoisuu-
teen ja reaktiivisuuteen eri kemiallisten liuosten kanssa. Fraktiointi aloitetaan
laimealla uuttoliuoksella, joka irrottaa kaikkein helppoliukoisimman fosforin se-
dimentista. Taméan jalkeen jatketaan asteittain vakevampiin liuoksiin, jotka uut-
tavat tiukimmin sitoutuneet muodot. Uuttoliuoksessa voi olla esimerkiksi anioni,
joka korvaa fosfaatti-ionin naytteessa tai aiheuttaa fosforia kuljettavien yhdistei-
den liukenemisen. Maaperan fosforifraktiointia on tehty jo vuodesta 1957 ja
myohemmin menetelm&& on muokattu sedimenteille sopivaksi, jotta saadaan

muutakin tietoa kuin kokonaisfosforipitoisuus.*>®

Kun tutkitaan fosforin fraktioita sedimenteistéd, on tavoitteena usein luonnehtia
sedimentteja potentiaalisina sisaisen fosforikuormituksen vesiekosysteemissa.
Sedimenttifosforin fraktiointi auttaa ymmartamaan fosforin kiertoa vesisystee-

missa. >’

Uuttojen avulla pystytaan arvioimaan sita miten fosfori sitoutuu eri yhdisteisiin,
mutta myos paattelemaéan lahdetta, josta fosfori on paatynyt sedimenttiin. Paras
esimerkki tallaisesta varhaisesta uuttojarjestelméasta on Changin ja Jacksonin
luoma menetelma vuodelta 1957. Kyseista menetelmaa on edelleen muokattu
vastaamaan eri tarkoituksia. Kuitenkaan ei ole kehitetty standardisoitua mene-

telmaa eri fraktioiden maarittamiseksi.*

Potentiaalista fosforin vapautumista veteen ja fosforin kayttokelpoisuutta leville
on parempi mitata selektiivisilla uuttomenetelmilla kuin arvioimalla kokonaisfos-
forin maaraa. Varhaiset menetelmat jakoivat maaperan fosforin labiiliin, alumii-
nin, raudan tai kalsiumin sitomaan, pelkistimiin liukoiseen, absorboituneeseen
sekd orgaaniseen fosforiin. Myohemmin menetelmid on sovellettu myds sedi-

menteille.*®
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3.2 Fosforin fraktiointimenetelmat

Fosforin fraktiointiin on kehitetty useita eri menetelmia riippuen naytteesta, tut-
kimuksen tavoitteesta ja kiinnostuksen kohteena olevista fosforifraktioista. Frak-
tiointimenetelman sopivuus tiettyyn tarkoitukseen riippuu naytematriisista, nayt-
teen olosuhteista ja lahteesta seka siita, millaisille naytteille menetelma oli alun
perin suunniteltu. Esimerkiksi naytteen kalkkimineraalien tai orgaanisen ainek-

sen maara saattavat vaikuttaa menetelman valintaan.*>*°

Yleensa fraktiointi aloitetaan liukoisen ja heikosti sitoutuneen, eli labiilin fosforin
uuttamisella. Se antaa arvion valittbmasti saatavilla olevasta fosforimaarasta.
Seuraavassa fraktiossa erotetaan pelkistimiin liukeneva, rautahydroksidiin sitou-
tunut fosfori. Taman jalkeen uutetaan fosfori, joka on sitoutunut metallioksidei-
hin eli pintoihin, joissa fosfaatti voidaan vaihtaa OH " ioniin. Seuraavat uutot ovat
adsorboituneen fosforin, eméaksiin liukenevan fosforin, karbonaatteihin sitoutu-
neen fosforin, apatiittifosforin ja oksidien hajotessa vapautuvan fosforin uutot.
Lopuksi jad jddnnoésfosfori, johon sisaltyy orgaaninen ja heikoimmin irtoava fos-
fori. Suurin osa menetelmista on muokkauksia Changin ja Jacksonin menetel-
masta. Menetelmien kulkua ei ole yleensa selitetty tarkasti kirjallisuudessa eika
menetelmalla eroteltujen fraktioiden teoreettista taustaa ole valttamatta selven-

netty. Siita johtuen niita on usein vaikea seurata ja tutkia.”***

Alun perin potentiaalisesti kayttokelpoisen fosforin mééaraa on arvioitu erilaisilla
levatesteilla ja myohemmin kayttdon on otettu kemiallisia menetelmia. Levates-

teja on pidetty tarkempina vaihtoehtoina, mutta ne ovat kalliita ja aikaa vievia.*®

Tassa tydssa ennen kaytannon tyon aloitusta oli tehtava laaja esiselvitys ja tie-
donhankinta olemassa olevista menetelmistd. Menetelmia kasitellddan seuraa-

vissa kappaleissa.
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3.2.1 Changin ja Jacksonin menetelma

Changin ja Jacksonin menetelma on laajalti kaytdssd ja monien tutkimusten
mukaan se korreloi hyvin levatestien kanssa. Sen rajoituksena on kuitenkin se,
etteivat uutetut fosforifraktiot valttamatta korreloi fosforin kayttokelpoisuuden

kanssa.?*

Taulukko 1 Changin ja Jacksonin fraktiointimenetelman vaiheet

Uuttoliuos Uutettava fraktio
NH,ClI 1 M labiili P
NH4F 0,5 M pH 8,2 alumiinin sitoma P
NaOH 0,1 M raudan sitoma P
HCI0,5M kalsiumin sitoma P
Sitraatti-ditioniitti-bikarbonaatti (CDB) pelkistimiin liukeneva P

Changin ja Jacksonin menetelm&&a muokkasi sedimenteille ensimmaisena Wil-
liams et al. Alkuperdisen menetelman puutteita olivat raudan ja alumiinin sito-
man fosforin uuttaminen ammoniumfluoridilla seka fosfaatin readsorptio, joka
johtui kalsiumdifluoridin muodostumisesta. Ammoniumfluoridin kayttéd on pidet-
ty puutteena, koska se on melko voimakas uuttoliuos ja uutto-olosuhteet eroa-

vat tallsin paljon sedimentin luonnollisista olosuhteista. **

Psennerin ja Pucskon (1988) menetelman perusteella voidaan tehdéa johtopéa-
toksia fosforia sitovista yhdisteista sedimenteissa ja se on hyddyllinen arvioita-
essa fosforin biosaatavuutta. Talla menetelméalla saatavat fraktiot ovat labiili
(NH4CI), redox-herkka (bikarbonaatti-ditioniitti), metallioksideihin sitoutunut
(NaOH), kalsiumin sitoma (HCI), orgaanisesti sitoutunut (NaOH) seka jaannos-

fosfori (kuuma NaOH).*®
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3.2.2 Hedleyn menetelméa

Hedleyn menetelméssa ensimmaisené tehdaén hartsiuutto, joka uuttaa labiilin
epaorgaanisen fosforin. Bikarbonaatti uuttaa suhteellisen labiilin ja kasveille
kayttokelpoisen pintoihin sitoutuneen fosforin.?* Kuvassa 2 on esitetty Hedleyn

menetelman vaiheet.

0.5 g soil samples in 50 mL screw cap centrifuge
tubes

Add 30 mL deionized water plus 0.4 g Dowex

1 = 8-50 anion exchange resin in bicarbonate
form, shake 16 h, remove resin bag, centrifuge

and discard supernatant
> Resin Pi(P)

Soil
Add 30 mL NaHCO, (pH 8.5), shake 16 h,

centrifuge collect supernatant Bicarbonaie P (P, and

—p P
Soil
Add 30 mL D.1M NaQH. shake 16 h, centrifuge, .
collect supernatant Hydroxide P (P, and
— Fol

Add 20 mL 0.1M NaOH and scnicale in an ice
bath at 75 W (Braunseonic 1510) tor 2 min,

| make to 30 mL volume, shake 16 h, centrifuge , .
| and collect supernatant Sonicale/hydroxide P
l — {P, and P,;)

Soil

Add 30 mL 1.0M HCI, shake 16 h, centriluge
and collect supernatant

» Acid P (P))
Residual
Seil )
| Digest with 5 mL H;S0, and H,0; Residue P (total P
L » only)

Kuva 2. Hedleyn fosforifraktiointimenetelméan vaiheet.??

Hedleyn menetelmé&n etuna on esimerkiksi se, etta hartsilla uutettu fosfori antaa
tutkimusten mukaan hyvan kuvan kasveille kayttokelpoisen fosforin maarasta.
Menetelm&é on kaytetty laajalti viimeisten vuosikymmenten aikana, mutta se on

erittain monimutkainen ja vie paljon aikaa.?®
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3.2.3 Yksittaisuutot

Risto Uusitalon®® mukaan yksittaisuutot on kehitetty enimmékseen lannoitustar-
peen tunnistamiseksi, eika niinkdan kayttokelpoisen fosforin maarittamiseksi.
Usein yksittaisuuttoja tulkitaankin vaarin erityisesti sedimenttien kohdalla, silla
ne on kehitetty maatalousmaille. Yksittaisuutoista parhaiten sedimenteille sopi-
sivat kuitenkin rautaoksidilla kyllastetyt suodatinpaperit (FeO-uutto) ja anionin-

vaihtohartsi.

FeO-uutto on alun perin kehitetty maaperan kemiallisiin tutkimuksiin 70-luvulla.
Mydhemmin sitd on alettu soveltaa kasveille kayttokelpoisen fosforin tutkimuk-
siin vaihtoehtona anioninvaihtohartsille. Menetelma perustuu siis suodatinpape-
ripalasiin, jotka peitetdan amorfisella FeO-saostumalla. Kun naytetta ravistetaan
CacCl;y:ssa, johon on lisatty FeO:lla kyllastetty suodatinpaperipala, fosfori irtoaa
maahiukkasista ja adsorboituu suodatinpaperipalaseen, jolloin naytteesta irtoaa
lisda fosforia. Ravistelun aikana maahiukkasista irtoava fraktio ns. kuluu lop-
puun. Ravistelun jalkeen fosfori liuotetaan suodatinpaperista rikkihapolla, josta
méaéritetaan kokonaisfosforipitoisuus esimerkiksi ICP-spektrofotometrilla.?*

Anioninvaihtohartsi toimii melko samalla tavalla kuin suodatinpaperipalaset.
Naytteessa olevaa fosforia siirtyy hartsiin, josta fosfori liuotetaan esimerkiksi
NaCl:lla. Tasta liuoksesta tehdaan kokonaisfosforimaaritys. Vaikka anioninvaih-
tohartsilla saadut tulokset ovat usein pienempia kuin levatesteissa saatavat, on
niiden todettu korreloivan hyvin levatestien kanssa.®

3.3 Menetelmien vertailu

Usein menetelmissa kaytetadn kuivattua naytetta. Tama saattaa kuitenkin joh-
taa tarkeén informaation katoamiseen, silla altistaminen ilmalle hapettaa pelkis-
tyneitda komponentteja, jotka taas sitovat liuennutta fosforia huokosvedesta. Li-
saksi naytteiden kuivaaminen ja pakastaminen voivat aiheuttaa solujen hajaan-
tumista ja orgaanisen aineksen hydrolysaatiota, miké taas kasvattaa labiilin P:n

fraktiota. Tavallinen menetelma, jolla suojataan sedimentin hapettuminen uutto-
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jen aikana, on kasitella naytetta typpiatmosfaarissa. Tama on tarkea tapa, kun
kasitelladn hapettomia sedimentteja, silla sedimentin hapettuminen edistaa fer-
rirauta-yhdisteiden fosfaatin sitomiskykyd. Suurimmat muutokset naytteessa
naytteenoton ja analyysin valilla valtetdan kasittelemalla naytteita in situ-
olosuhteissa ja analysoimalla nayte mahdollisimman pian naytteenoton jalkeen.
Talla tarkoitetaan sita, etta naytteen kasittelyssa otettaisiin huomioon olosuh-
teet, joissa nayte on vesistossa (esimerkiksi happiolosuhteet) ja pyritdan yllapi-
tdmaan naitd olosuhteita. Taméa ei ole aina mahdollista silla fraktiointi on aikaa
vievaa ja naytteenkasittely saattaa viivastya. Sen vuoksi on tarkeaa olla tietoi-
nen muutoksista, jotka voivat aiheutua pitkaaikaisesta sailytyksesta eri fosfori-

fraktioissa ja miten kyseisia muutoksia voidaan valttaa.™

Menetelmissa on joitakin eroja fraktioiden maarittelyissa ja siina mika uuttoliuos
uuttaa mitakin. Leville kayttokelpoisia ovat yleenséd ensimmaiset fraktiot, mutta
on hyvin vaikeaa sanoa missa jonkin fraktion kayttokelpoisuus alkaa ja mihin
loppuu. Esimerkiksi Changin ja Jacksonin menetelméssa NH4F-fraktion kanssa
paallekkain menee NaOH-fraktion kayttokelpoisuus. NaOH-fraktiosta kaikki ei
ole kayttokelpoista tai tulee kayttokelpoiseksi vasta, kun helppoliukoisemmat

fraktiot loppuvat ja silloinkin mahdollisesti vasta vuosikymmenien kuluessa.?

3.4 Fraktiointimenetelman valinta

Fraktiointimenetelman valinta perustui kirjallisuudesta tehtyihin havaintoihin se-

k& yhteydenotoista saatuihin suosituksiin.

Koska tytssa tarkasteltiin fosforin kayttokelpoisuutta itse kosteikossa tai laskeu-
tusaltaassa, tulisi fraktiointi suorittaa hapettomissa oloissa. Hapettomia oloja ei

kuitenkaan toteutettu tassa tydssa, koska se ei ollut mahdollista.

Valittu fraktiointimenetelmd on Jensenin ja Thamdrupin muokkaus Psennerin
menetelmasta. Tata ovat edelleen muokanneet K. Lukkari, H. Hartikainen ja M.
Leivuori. Menetelma on esitetty julkaisussa: Fractionation of sediment phospho-
rus revisited. I: Fractionation steps and their biogeochemical basis.™ Kuvassa 3

on esitetty kaytetyn uuton kaikki vaiheet. Muokkauksena tahan kaytettiin 0,50
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gramman naytemaaran sijasta 0,25 g ja uuttoliuosta laitettiin vain 25 ml. Uut-
tosuhde pysyi kuitenkin samana. Julkaisussa kaytettya typpiatmosfaaria ei

myoskaan pystytty toteuttamaan. Jokaisesta uutoksesta maéaritettiin liuenneen

epaorgaanisen fosforin pitoisuus seka kokonaisfosforipitoisuus.

Stq;u o Extractant(500ml)  Extracted P fraction Sample
! k. S
Ia Wet sediment, FW p Loosely sorbed P,
corresponding to _ud_(,ﬂ L —_— e porsjwater P
0.50 g DW 1h
i S NaCl):
'I J P in rinsing \ -’ l;lel!'l]i, >
Ib e solution <
NaCl rinse / ‘ Y : {
15 min
; . | 245]
Mal Residue I 0.11 MNaBD (pH 7.0) Redox-sensitive
( h (Fe, Mn bound) P
! \
| Residue NaBD rinse
b ] 15 Step II (NaBD
! mn Step (NaBD)
‘ \‘\- . l) l)“'ll'
| ~ n rmsing
1 C" Residue NaBDrinse ’j solution \ ."'!
| N;atmosphere 1 15 min e
nHd Residue | NaCl rinse /
b—- — 4 15 min
P from Al oxides, non
Residue 0.1 M NaOH reducible Fe oxides, and |
Il a 18h g [ organic P \
Residue NaOH rinse ‘
b e 15 min \\ Step 111
‘ ‘\\\+ P in rinsing 1 (NaOH): DIP
3 - 1 solution IP (0.4 pm
NaCl rinse " e ;
1 Residue x : — - filtered and
¢ 15 min unfiltered)
Residue 05MHCI Apatite and other
IVa g | I'h Inorganic P Step IV (0.5 M
ooy = HCl): DIP (TP)
R NaCl rinse - v
Vb Residve | e P in rinsing //
15 min solution
Drying 105°C (24 h), ashing S50°C (2 h) — - Step V 1
Residue —P Refractory organic P j ; l(:p “,l\
\4 I MHCL 16 h —»| HCD:DII

Kuva 3. Jensenin ja Thamdrupin muokkaama Psennerin menetelma.*

Seuraavaksi on selostettu kaytetty uuttomenetelma:

5

Ensimmaisesséa vaiheessa naytteet uutetaan 0,46 M NaCl:lla tunnin ajan hei-

kosti sitoutuneen ja huokosveteen sitoutuneen fosforin uuttamiseksi. Toisessa
vaiheessa kiintea jddnnds uutetaan 0,11 M natriumditioniitilla (Na»S,0,), joka
on puskuroitu 0,11 M natriumbikarbonaatilla pH 7. TA&m& uuttaa redox-herkéan

fosforin, joka on sitoutunut hydratoituneisiin oksideihin. Tunnin uuton jalkeen

tehdaan vield kaksi 15 minuutin huuhtelua pelkistymisen viimeistelyksi ja "han-

TURUN AMK:N OPINNAYTETYO | Riina Suominen



21

timisen” ehkaisemiseksi. Kolmas uutto tehdaan 0,1 M NaOH:lla, joka uuttaa
lopun rautaoksideihin sitoutuneen sekéa alumiinioksideihin sitoutuneen fosforin.
Lopuksi, 18 tunnin uuton jalkeen, tehdaan viela huuhtelu 0,1 M NaOH:lla. Nel-
jannen vaiheen 0,5 M HCI uuttaa kalsiumiin sitoutuneen apatiitti-P:n. Vaiheet 1-
4 paattyvat kaikki 15 min huuhteluun 0,46 M NaCl:lla.

Neljannen vaiheen jalkeen kiinted sedimenttijadnnos siirretdan kvantitatiivisesti
keraamiseen upokkaaseen kayttden 10-20 ml laboratoriovetta. Naytetta kuiva-
taan 24 h 105 °C:ssa ja punnitaan. Taman jalkeen naytetta hehkutetaan 2 h 550
°C:ssa, jadhdytetddn ja punnitaan. Taman jalkeen nayte siirretdan takaisin uut-
toputkiin viimeisen uuttoliuoksen, 1 M HCI, avulla ja uutetaan 16 tuntia. Viimei-

sessa uutossa ei tehda huuhtelua.
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4 MENETELMAT

4.1 Naytteiden kuvaus ja niiden kasittely

Naytteet olivat kosteikko- tai laskeutusallassedimentteja kahdesta eri kohteesta.
Naytteidenoton suoritti vesitekniikan tutkimusryhman tyontekijat ja naytteet saa-
puivat laboratorioon pakastusrasioissa. Sedimenteistda uutettin menetelmén
mukaiset fraktiot, joiden lisdksi méaaritettiin kuiva-ainepitoisuus ja tilavuuspaino
ennen uuttojen aloitusta. Tutkituista uusista naytteista kuiva-ainepitoisuus maa-
ritettiin ndytteenottopaivana ja uutto aloitettiin heti seuraavana. Naytteita saily-
tettiin kylmiossa yon yli. Kosteus maaritettiin kosteusanalysaattorilla (Mettler
Toledo Halogen Moisture Analyzer HR73), jossa halogeenilamppu kuivaa nay-

tettd vaa’alla.

Naytteet RAU1 ovat Rauhalinnan laskeutusaltaasta. Naytteet on otettu samasta
paikasta suunnilleen samoista syvyyksista, 1-5 cm, 6-10 cm, 11-21 cm ja 22-36
cm. Aiemmin otettua naytetta sailytettiin pakastettuna noin 3,5 kuukautta ja su-
latuksen jalkeen noin kolme viikkoa kylmidssa +4 °C:ssa. Tuoreen ja vanhan
naytteen eroja tarkkailtiin. Nayte VA2 oli Maarianaltaasta, joka on Turussa si-

jaitseva tekoallas. Nayte otettiin syvyyksista 0-2 cm ja 3-5 cm.

4.2 Fraktiointi

Uuttoastioina kaytettiin 50 ml:n sentrifugointiputkia. Putket huuhdeltiin kymme-
nesosaan laimennetulla vakevalla typpihapolla ennen kayttoa.

Fraktiointi aloitettiin punnitsemalla uuttoputkiin tuoreesta naytteesta kolme rin-
nakkaista naytetta 0,25 g:n kuivapainoa vastaava maara. Punnittava maara las-

kettiin kaavalla:

0,25g-100

Punnittava maard = ————
kuiva - aine %
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Jokaisessa vaiheessa uuttoliuosta mitattiin 25 ml mittalasilla, jonka jalkeen put-
ket asetettiin vaakatasossa tasoravistelijalle. Ravistelijan nopeutena kaytettiin
250 rpm, koska kayttssa olevalla laitteella ei paasty nopeuteen 400 rpm. Uuton
jalkeen naytteet sentrifugoitiin 4000 rpm nopeudella ja supernatantti kaadettiin
naytepulloon. Taman jalkeen suoritettiin huuhtelut uuttoliuoksella ja viela viimei-
seksi 0,46 M NaCl:lla. Uutot ja huuhtelut nékyvat kuvassa 2 ja ovat tarkemmin

kuvailtuna kappaleessa 3.3.1.

Vaiheen kaksi, natriumditioniitilla uutetut, uutokset kuplitettiin paineilmalla noin
15 minuuttia, tai kunnes vari muuttui tumman ruskeaksi. Vaihe suoritettiin di-
tioniitin poistamiseksi naytteesta. Ditioniitti hairitsee spektrofotometrista maari-

tysté reagoimalla fosfomolybdaatin kanssa.

Kolmannen vaiheen 0,1 M NaOH:lla uutetut uutokset olivat hieman rusehtavia
ja pohjalla oli happolisdyksen ja sailytyksen jalkeen havaittavissa ruskea saos-
tuma. Jo suodatetut naytteet suodatettiin uudelleen ennen hapetuskasittelya.
Suodattamattomista naytteista saostuma havisi hapetuksen aikana. Liitteessa 1

on opinnaytetydssa kaytetty fraktiointi- ja naytteenkasittelyohje.

4.3 Fosforianalyysi FlIA:lla

Naytteiden kokonaisfosforipitoisuus maaritettiin FIAstar 5000-laitteella. Laitteen
toiminta perustuu jatkuvaan tasaiseen laminaarivirtaukseen, johon nayte injek-
toidaan. Naytesilmukan koolla saadetaan naytteen maaraa ja se valitaan nayt-
teen pitoisuuden mukaan. Nayte kulkee laitteen |&pi kantajaliuoksen mukana.
Ennen detektorille tuloa naytelinjaan syttetddn reagensseja, jotka aikaansaavat
naytteessa kemiallisen reaktion, joka aiheuttaa varinmuodostuksen. Detektorilla
varin absorbanssi mitataan ja ohjelma (SoFIA) laskee pitoisuuden standardiliu-
osten perusteella. Kuvassa 4 nakyy laitteisto ja analyysin lahtdtilanne. Tapahtu-
va varinmuutosreaktio on pH-rijppuvainen, joten on tarke&4, ettd standardien ja
naytteiden pH on lahes sama. Jos naytteille, jotka ovat kestavoity hapolla, kay-

tetaan hapottomia standardeja voi aiheutua jopa 20 % virhe tuloksiin.?®
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Kuva 4. FIA-laitteisto ja fosforianalyysin lahtétilanne.

Jokaisen vaiheen uutos jaettin kahteen osaan, joista toinen suodatettiin
imusuodatuksella 0,45 um kalvosuodattimella (Nuclepore polykarbonaattisuoda-
tin). Vaiheiden 1-3 uutokset kestavaitiin 4,5 M rikkihapolla (1 ml H,SO4/100 ml
naytettd). Vaiheiden 4 ja 5 uutokset jaettiin myos, mutta uutoksiin ei lisatty hap-
poa uuttoliuoksen happamuuden vuoksi. Suodatetusta osasta saadaan liukoi-
sen fosforin méaara ja suodattamattomasta osasta kokonaisfosfori. Uutokset sai-
lytettiin kylmiossa +4 °C:ssa analyysiin asti (1-5 vrk). Ennen analyysia uutosten
pH tarkastettiin pH-paperilla, jotta se on sama kuin analyysissa kaytettavilla

standardiliuoksilla (noin pH 2).

Ennen fosforipitoisuuden maaritysta naytteet hajotetaan happopersulfaattiliuok-
sella 120 °C:ssa autoklaavissa. Hajotettu nayte, jossa fosfori on ortofosfaattina,
reagoi ammoniummolybdaatin kanssa muodostaakseen heteropolymolybdofos-
forihappoa. Toisessa vaiheessa tamé& happo reagoi tinakloridin kanssa rikkiha-
pon lasna ollessa ja muodostaa sinisen varin. Varin absorbanssi mitataan aal-

lonpituudella 720 nm.?’
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Tassa opinnaytetydssa kaytettiin 0,01-1 mg/L PO4-P ja 400 pl:n naytesilmuk-
kaa. Standardit valmistettiin taulukon 2 mukaisesti jokaisella analyysikerralla.
Kantaliuos 100 mg/L (kaliumdivetyfosfaatista) oli kaikissa analyyseissa sama,
mutta 1 mg/L-kantaliuos laimennettiin samana paivana. Kuvassa 5 nakyy stan-

dardien valmistusta.

Taulukko 2 Fosforianalyysin standardien valmistus

PO,-P konsentraa- | 1 mg/L kantaliuos 100 mg/L kanta- Lopullinen tila-
tio (ug/L) (ml) liuos (ml) vuus (ml)
0 0 - 100
10 1 - 100
50 5 - 100
100 10 - 100
500 - 1 200
1000 - 1 100

Jokaiseen standardiin lisattiin 1 ml 4 M rikkihappoa (500 pg/L standardiin 2 ml).
My0s standardit hapetettiin autoklaavissa. Seka naytteita ettd standardeja pipe-
toitiin automaattipipetillda 15 ml hapetuspulloon, jonne lisattiin 3 ml hapetusliuos-
ta. Fosfaatti adsorboituu helposti muovisiin pintoihin, joten kaikki naytepullot ja

standardien valmistukseen kaytetyt lasiastiat happopestiin ennen kayttoa.

Kuva 5. Fosforistandardien valmistus analyysia varten.
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Osaa naytteistd jouduttiin laimentamaan. Aluksi, kun laimennuksen tarvetta ei
tiedetty, naytteet laimennettiin vasta hapetuskasittelyn jalkeen, mutta seuraavil-
la kerroilla naytteet laimennettiin suoraan hapetuspulloihin. Tehdyt laimennok-

set nakyvat taulukossa 3.

Taulukko 3 Fraktioiden laimennokset fosforianalyysié varten

Fraktio Naytetta (ml) Vetta (ml) Laimennuskerroin
1: 0,46 M NacCl - - -
2: 0,11 M NaBD 2 13 7,5
3: 0,1 M NaOH 2 13 7,5
4: 0,5 M HCI 3 12 5
5:1 M HCI 4 11 3,75
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5 TULOKSET

Naytteiden kuiva-ainepitoisuudet olivat 22-42 %. Sedimentin pinnalla kosteus oli
suurempi kuin syvemmalla. Tuloksista ei saatu laskettua hehkutushaviota, silla
yksi punnitusvaihe jai vahingossa valista. Kuvassa 6 nakyy esimerkki analyysin
standardisuorasta ja kahdella eri kerralla tehtyjen suorien valinen ero. Liséksi
kuvassa nakyy spektrin muoto. Standardisuorilla ei ollut suurta eroa. Nollastan-
dardi antoi muutamissa analyyseissa suuremman tuloksen kuin ensimmainen
varsinainen standardi. Tamé saattaa johtua kontaminaatiosta. Nollastandardi

jatettiin talléin huomioimatta.

it

L ———
£ 200 -993.26 - mau)
[ e 092 -46.46
e %2193 16.26 350
%1671 932 - v |
533! tiiiied 150,
— [wrewos) § 100
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Kuva 6. Fosforianalyysin standardisuora ja kahden ajon erot.

Naytteista tehtiin kolme rinnakkaismaaritysta. Naiden kolmen rinnakkaisen kes-
kiarvot ovat taulukoissa 4, 5 ja 6. Tulokset on esitetty yksikdssa mg/kg eli ppm.
Vinoviivan edessa on tulos tuorepainoa kohti ja sulkuviivan jalkeen tulos kuiva-
painoa kohti. Tulosten perdssa on tahti (*), jos yksi rinnakkaisista on eronnut
muista niin paljon, ettei sitd ole otettu huomioon. Usean naytteen kohdalla

liuenneen fosforin maara oli korkeampi kuin kokonaisfosforin.
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Taulukossa 4 ovat naytteesta RAUL1 1.6.2015 saadut tulokset. Naytteen en-
simmaisesta fraktiosta ei saatu tulosta. Tama johtui suolapitoisen uuttoliuoksen
valonsirontaa aiheuttavasta vaikutuksesta, joka saa aikaan negatiivisen piikin
ennen varsinaista piikkia. Nain ollen kyseisesta naytteesta ei pystyta laskemaan
kokonaisfosforia eikéd ensimmaisen fraktion tuloksia voida huomioida sailytys-
tutkimuksessa. Kuvassa 7 on negatiivisen tuloksen aiheuttanut piikki. Muita
naytteitd analysoitaessa asia otettiin huomioon muokkaamalla analyysimene-
telman parametreja, jolloin laite huomioi siis vasta negatiivisen piikin jalkeen

tulevan positiivisen piikin.
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Kuva 7. Fosforianalyysissé valonsironnasta aiheutuva negatiivinen piikki ennen
varsinaista piikkia.

Toisen fraktion fosforipitoisuudet pysyivat suurimpana suurimpina riippumatta
naytteenottosyvyydesta. Fraktioista pienin on viimeinen eli jaanndsfosfori. Poik-
keus on syvyydessd 11-21 cm, jossa viimeisen fraktion fosforipitoisuus on erit-
tain suuri. Kolmannen fraktion naytteet seisoivat jadkaapissa yon yli ennen suo-
datusta ja kestavointia ajan puutteen vuoksi.

Taulukko 4 Sedimenttindytteesta RAU1 1.6.2015 saadut fosforitulokset mg/kg
(tuorepainoa kohti / kuivapainoa kohti)

Fosforipitoisuus (mg/kg)
Fraktio 1-5cm 6-10 cm 11-21 cm 22-31 cm
1 Kokonais-P ei tulosta ei tulosta ei tulosta ei tulosta
1 Liukoinen P ei tulosta ei tulosta ei tulosta ei tulosta
2 Kokonais-P 210/960 220/800 240/ 690 280/720
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Fosforipitoisuus (mg/kg)

Fraktio 1-5cm 6-10 cm 11-21 cm 22-31cm
2 Liukoinen P 340/ 1500 600 / 2100 560 / 1600* 740 / 1900*
3 Kokonais-P 771350 97 /350 210/ 600 170/ 440
3 Liukoinen P 90/410 100/ 370* 230/ 650 180/ 480
4 Kokonais-P 68 / 310* 8217290 110/ 310 120/ 300
4 Liukoinen P 69 /320 79 /280 100/ 290 120 /300
5 Kokonais-P 12/ 56* 14 / 49* 300 / 860* 36 /93*
5 Liukoinen P 6,6 / 30* 6,2/ 22* 300 / 860* 11/ 28*

Taulukossa 5 ovat RAU1 17.2.2015-naytteen tulokset. Pinnalla, syvyydessa 1-5

cm, fraktioiden 2 ja 3 fosforipitoisuudet ovat lahes samansuuruiset. Muissa sy-

vyyksissa suurin fosforipitoisuus on selkeéasti kolmannessa NaOH:lla uutetussa

fraktiossa. Ensimmainen fraktio eli kaikkein liukoisimman fosforin pitoisuus on

pienin. Myds osassa néita tuloksia on nahtavissa, etta liuenneen eli suodatetun

naytteen pitoisuus on suurempi kuin suodattamattoman eli kokonaisfosforin pi-

toisuus.

Taulukko 5 Sedimenttinaytteestd RAU1 17.2.2015 saadut fosforitulokset mg/kg
(tuorepainoa kohti / kuivapainoa kohti)

Fosforipitoisuus (mg/kg)

Fraktio 1-5cm 6-10 cm 11-21 cm 22-31 cm
1 Kokonais-P 4,0/ 17 6,2/21 7,4/20 8,0/19
1 Liukoinen P 4,3/18 55/18 6,2/17 7,4/18
2 Kokonais-P 160 / 690 50 /160 60/ 160 50/120
2 Liukoinen P 130 /540 45 [ 150* 44 [120* 47 /110
3 Kokonais-P 130 /540 250/ 830 270/ 740 310/ 730
3 Liukoinen P 130 /540 250/ 820 260/ 710 310/ 740*
4 Kokonais-P 53/230 76/ 250 73 /200 82/190
4 Liukoinen P 51/220 63/ 190* 76 /210 8717210
5 Kokonais-P 14 /62 20/67* 32/88 23 /55
5 Liukoinen P 13/58 20/ 68 35/96 24/ 57
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Maarian-altaan naytteen VA2 8.6.2015 tulokset ovat taulukossa 6. Toinen ja
kolmas fraktio ovat suurimpia tassakin naytteessa pienimman ollessa ensim-

mainen fraktio.

Taulukko 6 Sedimenttinaytteestd VA2 8.6.2015 saadut fosforitulokset mg/kg
(tuorepainoa kohti / kuivapainoa kohti)

Fosforipitoisuus (mg/kg)
Fraktio 0-2cm 3-5¢cm
1 Kokonais-P 5,2/18 57117
1 Liukoinen P 54/19* 53/15
2 Kokonais-P 180/ 640 220/ 630
2 Liukoinen P 150 / 530* 180 /520
3 Kokonais-P 130/ 440 180/ 520*
3 Liukoinen P 130/ 470 140/ 410
4 Kokonais-P 68 / 240 83/ 240*
4 Liukoinen P 771270 86 / 250
5 Kokonais-P 35/ 120* 34 /100
5 Liukoinen P 32/110 27180

Kaikkiin NaOH-uutoksiin muodostui uutosten aikana ruskea saostuma, mikéa
kertoo naytteen humuspitoisuudesta.

Fraktioiden fosforipitoisuudet eri syvyyksissa heittelevat suurimmassa osassa

vain vahan.

Sailytyksen vaikutusta analyysituloksiin tutkittiin siis vertaamalla samasta pai-
kasta otetun naytteen fosforituloksia eri ajoilta. Naytteet olivat eri vuodenajoilta,
joten tulosten vaihtelut voivat johtua myo6s siita. Kuvaajassa 1 nakyvét tulosten

erot.
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Ero sailytetyn ja tuoreen naytteen
fosforipitoisuuksissa, fraktiot 2-5
400
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2Kok-P  2Liuk-P 3 Kok-P 3 Liuk-P 4 Kok-P 4 Liuk-P 5 Kok-P 5 Liuk-P
Fraktio

P-pitoisuus mg/kg tuorepainoa kohti

ETuore 1.6.2015 mPakastettu 17.2.2015

Kuvio 1. Ero sailytetyn ja tuoreen naytteen valilla, fraktiot 2-5.

Suurin ero tuoreen ja sailytetyn naytteen valilla on toisen fraktion liukoisen fos-

foripitoisuudessa.
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6 LOPPUPAATELMAT JA POHDINTA

6.1 Fraktiointimenetelmé&n valinta ja kaytettavyys

Opinnaytetyon tavoitteena oli kartoittaa olemassa olevia erilaisia fosforin frakti-
ointimenetelmia ja testata yhtd. Menetelmien kirjo on laaja ja sopivan I6ytami-
nen oli hankalaa. Naytteen ominaisuudet, esimerkiksi kalkkipitoisuus, vaikutta-
vat menetelman valintaan. Kirjallisuuden ja tieteellisten artikkeleiden tutkimisen
jalkeenkin oli viela melko hankalaa valita mita olisi paras lahted kokeilemaan.
Yhteydenotot asiaan perehtyneisiin tutkijoihin auttoivat huomattavasti ja mene-

telma saatiin valittua.

Fraktiointimenetelmat ovat melko tydlaita ja aikaa vievia. Yhteen fraktiointiin
tyossa kaytetylla menetelmalla kului viikko analyysit mukaan lukien. Aikataulut-
tamista vaikeuttivat muutamat pitkat uuttoajat seka uutosten suodatukset ja kes-
tavoinnit. Viikon aikana kasiteltiin 3 tai 4 naytetta ja jokaisesta naista kolme rin-
nakkaista. Jokainen uutos jaettiin viela kahtia suodatusta varten ja fraktioita oli
viisi, joten yhdesta fraktioinnista tuli analysoitavia naytteitd 45-60. Saatavilla
olleiden valineiden ja naytepullojen rajallisuudesta johtuen ei kaikkia naytteita

voitu analysoida kerralla vaan analyysit oli jaettava useammalle paivalle.

6.2 Tulosten luotettavuus

Naytteiden kasittelyssa tapahtui virhe, eivatka tulokset ole aivan tarkkoja. Jokai-
sen uuttovaiheen jalkeen saadun naytteen tilavuus tulisi tietdd tarkkaan ennen
jakoa kahtia, jotta pystytaan laskemaan tulos tarkasti. Nyt laskuissa on kaytetty
uuttotilavuutta, joka on annettu menetelméassa. Se ei valttamatta kuitenkaan
aivan pida paikkaansa silla uuttoliuosta on saattanut hieman jadda uuttoput-
keen. Taman vuoksi tulokset ovat vain suuntaa-antavia ja melko karkeasti pyo6-

ristettyja.
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Suodattaminen on saattanut vaikuttaa tuloksiin. Kalvosuodattimen huokoset
saattavat tukkeutua, jolloin huokoskoko saattaakin olla pienempi kuin nimellinen
koko. Liuenneiden muotojen lisdksi suodattimen lapi saattaa paasta pienissa
partikkeleissa tai kolloideina olevaa fosforia. Myds suodatuksessa hajoavat or-
ganismit tai muut jaénteet tuovat epéatarkkuutta tuloksiin. Myds pakastaminen

vaikuttaa lisaamalla labiilin fraktion maaraa.?

Tutkimuksessa, josta menetelmé on perdisin, suoritettiin kaksi ensimmaista uut-
tovaihetta typpiatmosfaarissd. Tassa opinnaytetyossa sitd ei toteutettu, joten
tulosten tulkinnassa tulee ottaa huomioon hapellisten olojen vaikutus fraktioihin.
Aiemmassa tutkimuksessa®® tutkittiin eri kasittelytapojen, erityisesti hapellisuu-
den, vaikutusta tuloksiin. Sen mukaan pelkistyneissa oloissa olleen sedimentin
altistaminen hapelle kasvattaa toista fraktiota. Pitkaaikaisen sailytyksen vaiku-
tukset voimistuivat, kun nayte altistettiin hapelle. Vakavimmat muutokset tapah-
tuvat heti naytteenotossa tai valittomasti sen jalkeen seka sailytettaessa nayttei-
ta. Merkittdvid muutoksia tapahtui redox-herkassa, heikosti sitoutuneessa ja
orgaanisessa fraktiossa. Tulee siis ottaa my6s huomioon onko sedimentti en-
nen naytteenottoa pelkistyneena vai hapettuneena. Tutkimuksen mukaan nay-
tematriisilla eli uuttoliuoksella, josta kokonaisfosfori maaritetaan, ei ole merkitys-

t& analyysitulokseen tai sen vaikutus katoaa laimentamisen jalkeen.

Naytteen sailyttdmisen vaikutusta tutkittaessa tulee ottaa huomioon, ettei kaik-
kien muutoksien voida olettaa johtuneen pakastamisesta ja pitkasta saily-
tysajasta. Myds vuodenaika voi vaikuttaa fraktioihin toisen naytteen ollessa tal-

vi- ja toisen kesaajalta.

6.3 Tulokset

Osassa tuloksia kokonaisfosforipitoisuus oli pienempi kuin liuenneen fosforin
pitoisuus, eikda taman kaytdnnodssa tulisi olla mahdollista. Tutkimuksen, josta
kaytetty menetelma on peraisin, mukaan se johtuu analyysimenetelman epa-
tarkkuudesta. Tassa tydssa se on myds vaikuttava tekija ja tahan voisi auttaa

seka analyysi- ettéa uuttomenetelman validointi kyseiseen tarkoitukseen.
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Tulosten avulla pystytdéan kuitenkin hieman luonnehtimaan sedimenttia. Jotta
saataisiin viela tarkempaa tietoa sedimentin siséltamasta fosforista, tulisi uutok-
sista analysoida myos sen sisaltdmien fosforia sitovien alkuaineiden (mm. Ca,
Al, Fe, Mn, Mg) pitoisuudet. Naiden avulla pystyttaisiin mahdollisesti arvioimaan

lahdetta, josta fosfori on paatynyt sedimenttiin.

Aiemmassa tutkimuksessa ensimmaisen fraktion fosforipitoisuus oli suhteellisen
suuri (noin 70 mg/kg kuivapainoa kohti) verrattuna aikaisempiin jarvi- ja me-
risedimenteistd saatuihin tuloksiin, mik& tarkoittaa sita etta kyseisella naytteella
on alhainen fosforinsidontakapasiteetti. Tassa tydssa saadut tulokset ovat mel-
ko paljon alhaisempia (noin 20 mg/kg) eli naytteella on suhteellisen hyva fosfo-

rinsidontakapasiteetti.

NaOH:lla uutetusta fosforista osa on kayttokelpoista ja osa ei ja suurin osa siita
on orgaanista. Uutoissa 4 ja 5 liuenneen fosforin pitoisuus ja kokonaisfosforipi-
toisuus olivat lahes samoja, kuten myds aiemmassa tutkimuksessa. Tama siis
tarkoittaa, ettd naiden fraktioiden fosfori on lahes kokonaan liukoisessa muo-

dossa.

6.4 Pohdinta

Opinnaytetyossa saatiin kartoitettua fosforifraktiointiin kaytettyja menetelmia ja
l6ydettiin menetelma, jota lahdettiin kokeilemaan. Saatujen tulosten syvallisem-
pi tarkastelu vaatisi lisda tietdmysté ja tarkempaa perehtymista fosforin eri yh-
disteisiin. Taman vuoksi arvio siitd, soveltuuko menetelma tarkoitukseensa, on
vaikea tehda. Menetelma kaytettavyys oli melko hyva, mutta sen ottaminen laa-

jempaan kayttoon vaatii lisda testaamista ja menetelman validoinnin.

Tarkoituksena oli myds tutkia naytteen sailyttamisen vaikutusta analyysitulok-
siin. T&man testin tulokset ovat melko epaluotettavia, koska naytteet oli otettu
eri aikaan, vaikkakin samasta kohdasta. Talloin saaduissa tuloksissa nékyy
myds vuodenajan vaikutus, eika voida olla varmoja johtuvatko erot tuloksissa
pakastamisesta vai eri sdaolosuhteista. Oikeita tuloksia olisi saatu, jos samaa

naytetta olisi analysoitu tuoreena seka pakastamisen jalkeen.
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Liite 1

Fosforiuutto-ohje

UUTTO 1:

1. Punnitse 0,25 g kuivapainoa vastaava maara sedimenttia uuttoputkeen
2. Lisda 25 ml 0,46 M NacCl liuosta ja uuta 1 h tasoravistelijassa 400 rpm
nopeudella

Sentrifugoi naytteet 15 min 4000 rpm

Siirra supernatantti mittapulloon (huomioi mittapullon tilavuus)

Lisda putkeen 25 ml 0,46 M NacCl ja uuta viela 15 min

Sentrifugoi 15 min 4000 rpm ja kaada supernatantti samaan mittapulloon
Tayta mittapullo vedella merkkiin

Nooohkow

UUTTO 2:

8. Lisaa uuttoputkeen 25 ml 0,11 M NaBD ja uuta 1 tunti 400 rpm nopeudel-
la

9. Samalla UUTTO 1:n uutokset jaetaan kahteen osaan (ks. naytteiden ja-
kaminen)

10. Sentrifugoi UUTTO 2 15 min 4000 rpm

11.Siirra supernatantti mittapulloon

12.Huuhtele jaédnnés 2 x 15 min x 25 ml NaBD:lla ja 15 min 0,46 M NaCl:lla
e Jokaisen huuhtelun valissa sentrifugointi ja supernatantin siirto sa-

maan mittapulloon ja lopuksi mittapullon tayttd vedella merkkiin

UUTTO 3:

13.Lisda uuttoputkeen 25 ml 0,1 M NaOH ja uutetaan 18 h (aloitus aikaisin-
taan klo 14)
14.Kuplita UUTTO 2:n uutokset paineilmalla noin 15 min per nayte ditioniitin
poistamiseksi
e vari saattaa muuttua ruskeaksi, mutta kirkastuu yleensa rikkihappo-
lisdyksessa
e ilmastuksen tulee olla riittava, jottei fosfaatin maarityksessa synny
valkoista saostumaa
15.Jaa naytteet kahteen osaan kuplituksen jalkeen (ks. naytteiden jakami-
nen)
16. Sentrifugoi UUTTO 3 seuraavana aamuna (18 h jalkeen) ja kaada su-
pernatantti mittapulloon
17.Huuhtele jaannos 15 min 25 ml NaOH ja 15 min 25 ml NaCl
e Jokaisen huuhtelun valissd sentrifugointi ja supernatantin kaato sa-
maan mittapulloon ja lopuksi mittapullon tayttd vedell&a merkkiin
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UUTTO 4:

18.Lisda uuttoputkeen 25 ml 0,5 M HCl ja uuta 1 h
19.Jaa UUTTO 3:n uutokset kahteen osaan (ks. naytteiden jakaminen)

e happolisdys aiheuttaa HAs:n saostumisen suodatetussa naytteessa,
joten annetaan seista yon yli 5 °C:ssa ja otetaan analysoitava nayte
uutoksen ylaosasta

20. Sentrifugoi UUTTO 4 ja kaada supernatantti mittapulloon

21.Huuhtele jaannosta 25 ml 0,46 M NaCl ja sentrifugoi sekd kaada su-
penatantti samaan mittapulloon ja lopuksi mittapullon tayttdé vedella
merkkiin

UUTTO 5:

22.Siirra jadadnnos kvantitatiivisesti 10-20 ml vetta punnittuihin upokkaisiin ja
kuivaa naytteitd 24 h 105 °C

23.Punnitse naytteet upokkaissa jaahdytyksen jalkeen ja hehkuta kuivatut
naytteet 2 h 550 °C:ssa ja punnitse jalleen jddhtyneet naytteet

24.Jaa UUTTO 4:n uutokset kahteen osaan (ks. naytteiden jakaminen)

25.Siirrd jadnnos kvantitatiivisesti uuttoputkeen seuraavan uuttoliuoksen
avulla 25 ml 1 M HCI

26.Uuta naytteita 16 h (aloitus aikaisintaan klo 14)

27.Sentrifugoi ndyte seuraavana paivana ja siirra supernatantti mittapulloon
ja tayta se vedelld merkkiin

28.Jaa UUTTO 5:n uutokset kahteen osaan (ks. naytteiden jakaminen)

NAYTTEIDEN JAKAMINEN:

1. Ota naytteesta tarkka maara suodatukseen ja suodata nayte suodatus-
ohjeen mukaan

2. Ota tarkka maara my0s suodattamatonta naytettd (mittapullo merkkiin
taytettynd)
e Merkkiin tayton jalkeen lisataan 4,5 M rikkihappoa suhteella 1 mi/ 100

ml naytetta

e Happolisaysta ei tehda uuttojen 4 ja 5 uutoksille

SUODATUS:
1. Ota tarkasti noin puolet naytteesta
2. Rakenna imusuodatuslaitteisto
3. Aseta suodatinkalvo buhner-suppiloon
4. Huuhtele kalvo pienella maaralla naytetta jateimupulloon
5. Suodata nayte ja ota se talteen mittapulloon
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Huomioi:
e uuttoputkien kasittely
e naytemaarat ja mittapullojen koot
e suodatus- ja kestavointi vaiheen tarkkuus
e kuplitus
e saostuman muodostuminen
e punnitut upokkaat
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