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Tama opinnaytety6 tehtiin Lammin biologiselle kenttdasemalle. Lammin biologinen asema
on osa Helsingin yliopiston bio- ja ymparistotieteellista tiedekuntaa.

Tyon tavoitteena oli perehtya fosfaatin maaritykseen FlA-laitteistolla ja spektrofotometrilla,
maarityksessa esiintyviin  hairidihin seka tutkia erilaisten esikasittelymenetelmien
vaikutusta maaritykseen. Projektille oli tarvetta, silld tutkimusaseman laboratorio oli
aiemmin saanut kahtena vuonna hylattyja tuloksia FIA-laitteistolla fosfaatin maarityksessa
kansallisissa vertailukokeissa. Fosfaatin maarityksella vesinaytteista on tutkimusasemalla
tapahtuvassa tutkimuksessa erittain tarke&a merkitys.

Opinnaytetydssa mittaukset suoritettiin FIA-laitteistolla, jossa oli fosforilinjan detektorina
spektrofotometri. Lisdksi tehtiin vertailumittauksia varsinaisella spektrofotometrilla. Tyossa
tutkittiin naytteiden sailyvyyttd pakastimessa ja jadkaapissa, sekd suodatuksen vaikutusta
sdilytykseen. Erilaisille naytteille tehtiin kinetiikkakokeita, joissa verrattin kahden eri
menetelman reagenssien reaktioiden kulkua toisiinsa. Lisdksi perehdyttiin laajaan tausta-
aineistoon, jonka avulla pyrittiin saamaan tietoa menetelman muutoksista.

Havaittiin, ettd jadkaappisailytys sopi vesinaytteille paremmin kuin pakastus. Lisaksi
huomattiin, etta eri reagenssien kineettiset kuvaajat poikkesivat toisistaan huomattavasti.
Onkin perusteltua olettaa, ettd FIA-menetelma ei taysin sovellu fosfaatin méaaritykseen
sellaisenaan, vaan menetelmaa tulisi muokata jonkin verran. On my6s mahdollista, etta
spektrofotometrisen maarityksen aikana tapahtuu happohydrolyysia, joka vaaristaa saatuja
tuloksia.

Avainsanat vesinaytteet, fosfaattianalyysi, FIA, spektrometria
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This thesis was carried out at the Lammi Biological Research Station, which is part of the
Faculty of Biological and Environmental Sciences of the University of Helsinki.

The objective was to become familiarized with the determination of phosphate with the
FIA-method and spectrophotometric method, and to research the disturbances and the
different kinds of preliminary treatments of the method. There was a requirement for this
kind of project as the laboratory of the Lammi Biological Station had received failed results
in phosphate determination with the FIA-method in the national control experiments twice
during earlier years. The determination of phosphate from water samples is one of the key
analyses in the biological studies of the station.

The analyses of this thesis were performed with the FIA-analyzer, which had a spectropho-
tometer as the detector in the phosphorous line. Comparison analyses were performed
with an actual spectrophotometer. The conservation of the samples in a freezer and refrig-
erator was examined along side with the effect of filtering of the samples. Kinetic experi-
ments were carried out with various samples with the aim of comparing two sets of differ-
ent reagents and the differences in their reaction diagrams. Moreover, extensive data of
earlier researches was studied in order to find out information about the changes in the
analysis method.

It was observed that the conservation in the refrigerator suited the water samples better
than freezing. It was also observed that the kinetic diagrams of the different reagents dif-
fered from each other significantly. Therefore, it is justified to assume that the FIA-method
does not suit determination of phosphate as it is, and that the method should be reworked
slightly. It is also possible that acid hydrolysis occurs during the spectrophotometric deter-
mination of phosphate and that this phenomenon distorts the results.

Keywords water sampling, phosphate, FIA, spectrophotometer

£
R —

Metropolia



Sisallys

1 Johdanto ja tavoitteet 1
2 Tyo0n taustaa 2
2.1 Katsaus fosforiin ja sen biologisiin vaikutuksiin 2
2.1.1 Fosforin vesikemiaa ja merkitys elitille 2
2.1.2 Vesiekosysteemin perusteet 5
2.1.3 Fosforin kierto 6
2.1.4 Fosfaattipitoisuudet tutkituissa vesistoissa 7
2.2 UV/Vis-spektrofotometri
2.2.1 Valo sdhkdmagneettisena sateilyna
2.2.2 Laitteen rakenne ja toimintaperiaate 11
2.2.3 Spektrofotometriset mittaukset 15
2.3 FIlA-laitteisto 16
2.3.1 Toimintaperiaate 18
2.3.2 Pumput 19
3 Materiaalit ja menetelmaét 20
3.1 Kaytetty menetelméa 20
3.2 Kaytetyt liuokset 22
3.3 Biologisen aseman FlA-laite 23
3.4 Biologisen aseman spektrofotometri 25
4  Tyon suunnittelu ja toteutus 26
4.1 Suunnittelu 26
4.2 Suoritetut kokeet 27
4.2.1 Ensimmaisen koeviikon kokeet 28
4.2.2 Toisen koeviikon kokeet 28
4.2.3 Kolmannen koeviikon kokeet 29
5 Tulokset ja niiden tulkinta 31

£
R —

@mpolia



5.1 Ensimmaisen koeviikon tulokset

5.2 Toisen koeviikon tulokset

5.3 Kolmannen koeviikon tulokset

6 Yhteenveto

Lahteet

Liite 1. Kalibrointitulokset

Liite 2. Tulostaulukot

Liite 3. Reagenssilista

31
35

40

44

45

%/Iz:ropolia




1 Johdanto

Tassa opinnaytetydssa perehdytdéan fosforiin ja sen maaritykseen vesinaytteista FIA-
laitteistolla ja  spektrofotometrilla. Tydssa tarkastellaan fosforin  merkitysta
luonnonvesissad, UV/Vis-spektrofotometrin rakennetta ja toimintaa, FIA-laitteiston
toimintaa seka tyohon liittyvien kokeiden suunnittelua, toteutusta ja tulosten kasittelya.
Luonnonvesia tutkittaessa on tarpeen tarkastella myos fosforin esiintymista ja

merkitysta vesiekosysteemissa.

Opinnaytety6 tehtiin Lammin biologiselle asemalle. Biologisen aseman laboratoriossa
eras erittdin kaytetty menetelma on ravinteiden maaritys vesinaytteistda. Mittaukset
suoritetaan FIA-laitteistolla tuoreista tai pakastetuista naytteistd. Biologisen aseman
laboratorio on muutamana vuonna osallistunut kansallisiin seurantakokeisiin, joissa on
vertailtu eri laboratorioiden tuloksia erilaisista naytteistd ja menetelmistd, ja saanut
naissa seurantakokeissa kahtena vuonna hylattyja tuloksia fosforin osalta. Selkeaa
syyta hylattyihin tuloksiin ei kuitenkaan biologisen aseman omissa koemittauksissa
selvinnyt. Tarvetta opinnaytetyén tekemiselle siis oli, jotta voitaisiin ymmartaa, mista
hylatyt tulokset johtuvat ja voisiko asialle tehda jotain. Biologisella asemalla epailtiin
naytteiden esikasittelymenetelmien, kuten pakastuksen ja suodatuksen, vaikuttavan
tuloksiin ja toivottiin, ettd myds ndiden vaikutusta saatuihin tuloksiin tarkasteltaisiin
opinnaytetytssa. Tyon tavoitteeksi muotoutuikin siis tutkia esikasittelyn ja kaytetyn

analyysimenetelman seka -laitteen merkitysta fosfaatin maaritykselle luonnonvesista.

Lammin biologinen asema sijaitsee Hameenlinnan kunnassa noin 120 km Helsingista
Lahden suuntaan. Se on yksi kolmesta Helsingin yliopiston bio- ja ymparistotieteellisen
tiedekunnan kenttdasemasta yhdessa Kilpisjarven ja Tvarminnen asemien kanssa.
Lammin biologisella asemalla on tarkea merkitys yliopiston kurssitoiminnassa seka
kenttatutkimuksessa luonnontieteellisilléa aloilla. Toiminta on vilkasta vuoden ympari,
etenkin kesdaikaan siella jarjestetdaan paljon kursseja ja seminaareja. Ympari vuoden
suoritetaan etenkin  vesistdjen seurantatutkimusta, sekd muita vaihtelevia

tutkimusprojekteja. [1.]



2 TyoOn taustaa

Tassa osiossa kerrotaan hieman fosforin esiintymisesta luonnossa ja sen
merkityksesta ekologian kannalta, seka esitelladn fosfaatin maaritykseen kaytettyja

laitteita.

2.1 Katsaus fosforiin ja sen biologisiin vaikutuksiin

Fosfori kuuluu epametalleihin ja sen oksideilla hapetusluku on +5 tai +3. Fosforilla on
kolme erilaista alkuainemuotoa, joilla on keskenddn erilainen kiderakenne.
Alkuainefosfori voidaan jaotella kuuluvaksi valkoiseen, punaiseen tai mustaan fosforiin,
ja nama eri muodot poikkeavat toisistaan esimerkiksi reaktiivisuuden suhteen valkoisen
fosforin ollessa kaikkein reaktiivisinta. Fosfori on erittéin tarkea ravinne kasvien kasvun
kannalta. Maaperassa on varastoituneena runsaasti fosforia, samoin kuin valtamerissa
liuenneena. Naiden liséksi fosforia on paljon elavissa organismeissa seké kuolleessa
orgaanisessa aineksessa. Maaperan fosforista on kuitenkin suurin osa liukenematonta,
ja siksi vilielyksia lannoitetaan fosforia sisaltavilla lannoitteilla, esimerkiksi
ammoniumdivetyfosfaatilla NH;H,PO,, jossa on katevasti seka fosforia etta kasveille
my0s tarkeda typpea samassa paketissa. [2, s. 954 - 959, s. 942.]

2.1.1 Fosforin vesikemiaa ja merkitys eli6ille

Fosforin  merkitysta vesistdissa on tutkittu paljon, sillA se on vahaisesta
esiintymismaarastaan huolimatta erittéin tarkedssa roolissa biologisissa prosesseissa.
Fosfori ei esiinny luonnossa vapaana, vaan fosforihapon suoloina. lhmisen toiminnan
seurauksena fosforia paatyy runsaasti luonnonvesistéihin esimerkiksi lannoitteiden ja
jatevesien mukana. Yleensd luonnonvesissa fosforia esiintyy hyvin pienind
pitoisuuksina, silla paasaantoisesti kaikki veteen paatyva fosfori menee suoraan
yhteyttavien tuottajien kayttéon. Vedessa fosfori esiintyy erilaisina yhdisteind,
esimerkiksi epaorgaanisena fosfaattifosforina tai sitoutuneena orgaaniseen ainekseen.
Epéaorgaaninen fosfori esiintyy jarvissa yleensa ortofosfaattina, PO,>. Fosforia esiintyy
myds orgaanisina fosforiyhdisteind ja esimerkiksi sitoutuneena ep&orgaaniseen ja
kuolleeseen orgaaniseen materiaan vedessa. Partikkeleihin sitoutunut fosfori koostuu
enimmakseen elollisten organismien fosforirakenteista, seka mineraaleista ja maasta

liuenneista fosforiyhdisteistd, kuten savesta ja karbonaateista. Liuennut fosfori



puolestaan koostuu ortofosfaatista, polyfosfaateista, orgaanisista kolloideista ja
joistakin fosforiestereista. Fosfori voi vedessd muodostaa kompleksiyhdisteita
esimerkiksi raudan, mangaanin, sinkin ja kuparin kanssa. Kokonaisfosforista
puhuttaessa tarkoitetaan veden sisaltdmaa fosforia sen kaikissa eri muodoissa, kun
taas veden fosfaattifosforipitoisuus kuvastaa tuottajien saatavilla olevan ravinteen
maaraa. Karuimmissa jarvissa kokonaisfosforin pitoisuus voi jadda 5 pg/l tasolle, kun
taas rehevimmissa jarvissa pitoisuus voi olla jopa 100 pg/l luokkaa. Fosforin
pitoisuuteen vedessa vaikuttavat ihmisen toiminnan lisaksi esimerkiksi vuodenaika ja
lampdtila, ja on normaalia, etté fosforin maara vaihtelee rajustikin vesistdossa vuoden
kierrossa. Jarvitutkimuksessa fosforin maaraa kaytetdan jarven rehevyyden mittarina

yhdessa a-klorofyllipitoisuuden kanssa. [3; 4.]

Vesien sedimenteissd on usein palion enemmén fosforia kuin itse vedessa.
Aerobisissa olosuhteissa fosforia enimmékseen imeytyy sedimentteihin, silla talldin
sedimenttien pintaosissa on runsaasti metallioksideja, jotka sitovat fosforia.
Anaerobisissa olosuhteissa puolestaan epé&orgaanisen fosforin sitoutumiseen ja
liukenemiseen vaikuttaa suuresti hapettuminen ja pelkistyminen, hapettomissa
olosuhteissa sedimenteistd usein vapautuu fosforia pohjan veteen, kun rautaoksidit
pelkistyvat mikrobiologisesti. Hapettomissa oloissa fosforin liukeneminen veteen
lisdéntyykin voimakkaasti. Fosforia sitoutuu sedimentteihin esimerkiksi rautayhdisteina
ja raudan komplekseina, ja muutamat bakteerilajit voivat vapauttaa fosfaattia naista
yhdisteista kayttdessaan rautaa omiin reaktioihinsa. Jotkin bakteerilajit sitovat fosforia
sedimentteihin, mutta niiden vaikutus on huomattavasti pienempi kuin kemiallisen
sitoutumisen. Myds pH:n nousu yli 6,5 voi vapauttaa fosfaattia sedimenteista. Pohjassa
esiintyva turbulenssi nopeuttaa fosforin vapautumista sedimenteistd muualle vesistoon,
jolloin vedessa ja sedimenteissa elavat levat hyddyntavat vapautunutta fosforia
tehokkaasti. Koeolosuhteissa onkin havaittu, ettd ilman sedimentin fosforia levien

kasvu olisi melko rajoittunutta. [4; 5.]

Seuraavissa reaktioissa havainnollistetaan joitakin raudan ja fosforin valisia reaktioita.
Yhtaldissd 1 ja 2 tarkastellaan vetyfosfaatin reaktiota raudan kanssa. Reaktioiden
tuotteena muodostuu varitonta rautakompleksia [6]. Reaktioyhtalossd 3 voidaan
puolestaan n&dhda saostumisreaktio rautahydroksidin ja fosfaatin valilla [7]. Raudan ja

fosforin monista hapetusasteista johtuen niiden valisia reaktioita on hyvin monenlaisia.



Fe* + HPO,® « FeHPO," 1)
Fe** + H,PO, « FeH,PO,*" (2)
3Fe(OH)" + 2HPO,* « Fe3(PO.), () + 2H,0 + OH’ (3)

Ortofosfaatti PO,> on ainoa suoraan kasvien hyddynnettavissa oleva epéorgaanisen
fosforin muoto. Se on erittdin reaktiivista ja muodostaa helposti monien kationien
kanssa hapettavissa olosuhteissa heikosti liukenevia kolloideja, jotka saostuvat eivatka
siten ole tuottajien kaytdossa. Fosfaattia tavallaan siis katoaa vedesta
sedimentoitumisen lisaksi my6ds sen sitoutuessa epdaorgaanisten Kkolloidien ja
partikkelien pinnalle. Suuri osa vesistdjen fosfaatista on sitoutuneena orgaanisiin
fosforiyhdisteisiin tai solujen osiin ja soluelimiin seka elavissa etta kuolleissa soluissa,
seka lisdksi sitoutuneena orgaanisiin kolloideihin. Usein joissa ja puroissa liuenneen
fosforin maara on suurempi kuin jarvissa, ja erityisen korkeat maarét usein seuraavat
sateita ja lumien sulamista. Sedimentaation mukana fosfaattia poistuu tuottajien
kaytosta vesiekosysteemeissd, ja siksi sitd on tultava ulkopuolelta lisda, jotta
tuottavuutta voitaisiin yllapitdd. Ortofosfaatti pdatyy hyvin nopeasti vedesta elidstén
kayttoon, ja siksi ortofosfaatin konsentraatio on vesistdissa yleensa erittain pieni. [4; 8,
s. 93]

Elavat organismit tarvitsevat fosforia  rakennusaineiksi  nukleiinihappoihin,
fosfolipideihin, ATP:iin ja muihin energiaa sitoviin molekyyleihin. Fosforia tarvitaan
my0Os luiden ja hampaiden rakennusaineiksi, ja sita esiintyy myds entsyymeissa ja
vitamiineissa. Biologisesti tarkein fosforiyhdiste on fosfaatti, jota kasvit pidattavat
itseensa ja kayttavat orgaanisten yhdisteiden synteesissd. Tuottavien kasvien sitoma
fosfaatti paatyy biologisten prosessien kautta molekyyleihin, ja ndma usein paatyvat

kuluttajien ruuaksi ja siten kulkeutuvat ravintoketjussa eteenpdin. [9, s. 1223.]

Vesistoissd fosforia kayttavat bakteerit, levat, syanobakteerit sekd suuremmat
vesikasvit. Fosforin kierratys jarvessd mahdollistaa levien paremman tuotannon. On
tutkittu, ettd jos fosfori olisi kaytetty vain kerran ja sen kayttdja olisi havinnyt
ulosvirtauksen tai sedimentaation avulla, saattaisi jarven perustuotanto vahentya jopa
kymmenesosaan todellisesta. Toisaalta fosforia paatyy kiertoon myods pohjan

sedimenteistda, joten tilanne ei ole taysin stabiili. [4; 10, s. 190.]



2.1.2 Vesiekosysteemin perusteet

Vesistojen kemiaan vaikuttavat lukuisat erilaiset asiat, ja maailmasta loytyy todella
monia erityyppisia jarvia ja jokia. Vesistdn kulloiseenkin tilaan vaikuttavat esimerkiksi
sita ymparoivan maaperén geologinen koostumus, seka vesiston muoto ja syvyys, joka
vaikuttaa esimerkiksi pohjalle saapuvan valon méaaraan. Olennaista on my6s vesiston
yhteys muihin jarviin ja jokiin seka se, minkélaisten alueiden lapi siihen virtaavat vedet
kulkevat. IThmisen toiminta ja maan kayttd niin jarven kuin siihen virtaavien jokienkin
varrella vaikuttaa olennaisesti molempien ekosysteemeihin. Kemiallisilla paastailla voi
olla mullistava vaikutus jarven herkkaan tasapainoon, puhumattakaan mahdollisista
vieraiden lajien invaasioista. Monet biologiset prosessit kuten jarven perustuotanto,
mikrobien ravinnon kierto, biogeokemiallinen kierto ja jarvessa vallitsevat ravintoketjut

vaikuttavat vesiekosysteemin rakenteeseen.

Vesiekosysteemissd seka valo etta ravinteet rajoittavat perustuotantoa.
Perustuotannolla tarkoitetaan sitd auringonvalon energiamaérad, jonka ekosysteemi
tiettynd ajanjaksona kykenee muuttamaan kemialliseksi energiaksi, eli orgaanisiksi
yhdisteiksi. Valon rooli on erittdin keskeinen kasvien yhteyttamisessa, ja siksi valon
maara vaikuttaa ratkaisevasti kasvien tuotantokapasiteettiin. Nain ollen esimerkiksi
kasvin kasvusyvyys vaikuttaa merkittdvasti sen tavoittaman valon maaréan, ja siten
myOs sen tuotantoon. Kuitenkin ravinteet rajoittavat tuotantoa paljon tehokkaammin
kuin valo. Rajoittava ravinne on sellainen aine, jota lisddmalla tuotanto kasvaisi.
Yleisesti ottaen typpi ja fosfori ovat tarkeimmat tuotantoa rajoittavat ravinteet, ja etenkin

jarviekosysteemeissa juuri fosfori on erittain tarkea rajoittava tekija. [9, G-29, s. 1226.]

Jarvissa valon maara vahenee syvyyden my6td ja aiheuttaa veteen
kerrostuksellisuutta. Niissd voi olla myds lampdétilasta johtuva harppauskerros, joka
vaikuttaa jarven ekologiaan ja kemiallisiin ominaisuuksiin. Tallaisen harppauskerroksen
alapuolinen osa on keséalla kylmempaa kuin ylapuolinen osa. Kerrostuneet vedet voivat
olla keskenaan hyvinkin erilaisia, lahella pohjaa oleva vesi saattaa esimerkiksi olla
vahahappista, kun taas pinnan tuntumassa olevassa vedessd on runsaasti happea
elididen kaytdssa. Niukkaravinteisissa jarvissad on tyypillisesti runsaasti happea, kun
taas runsasravinteisissa jarvissa puolestaan niukasti. Runsasravinteisissa jarvissa
orgaanisen materiaalin hajoaminen pohjalla voi nimenomaan aiheuttaa happikatoa.

Hapen ja ravinteiden maara liittyy olennaisesti jarvien rehevditymisongelmaan, ja tata



ongelmaa on pahentanut lannoitteiden kéayttd maanviljelyssd sekd jatevesien

paatyminen jarviin. [9, s. 1160 - 1163.]

Jokien tilanne jarviin nahden on melko erilainen, silla niissa vesi virtaa ja siten myos
vaihtuu jatkuvasti. Niissa on usein myds erilainen eliéstod jarviin ndhden. Suolan ja
ravinteiden maara kasvaa, kun siirrytaan latvavesiltd joen suuhun kohti merta.
Latvavesissa puolestaan on tyypillisesti paljon happea. Jokien pohjassa sedimentit
usein kerrostuvat lietteeksi. Myos joissa saattaa olla kerrostuneisuutta veden virratessa

eri tavalla ja eri nopeudella eri syvyyksissa. [9, s. 1160 - 1163.]

2.1.3 Fosforin kierto

Vaikka jarvien ravinnetalouteen kuuluu fosfori olennaisena osana, on kuitenkin taysin
mahdotonta tehda taydellista selvitysta siitd, miten fosfori tarkalleen ottaen jarvessa
likkuu eri alueiden valilla ja miten se kulloinkin on eri elibryhmien kaytettavissa.
Tarkasteltaessa jarviekosysteemia voidaan huomata, ettd ekosysteemin toimintaan
vaikuttavat mitd moninaisimmat asiat, ja ettd nama asiat vaikuttavat myos fosforin

kiertoon jarvessa.

Veden kierto luonnossa liittyy olennaisesti fosforin kiertoon, silla veden mukana
fosforiyhdisteita kulkeutuu tehokkaasti kauaskin siltéa alueelta, josta ne alun perin olivat
"kotoisin”.  Vettd haihtuu ilmakehdan maalta ja vesistdistd auringon energian
vaikutuksesta, kondensoituu pilviksi ilmakehdssa ja palaa takaisin lopulta sateena.
Vesihdyry voi liikkua ilmakehasséa alueelta toiselle ja siirtdd mukanaan myds siihen
sitoutuneita yhdisteitd kauaskin lahtdpaikastaan. Vettd valuu jatkuvasti maalta
vesistdihin, ja myods pohjavetta voi valua maanalaisia uomia pitkin vesistoon. Kasvit
hengityshaihduttavat merkittdvid maaria vetta ilmakeh&én, ja pinta- ja pohjavesien
virtaus palauttaa vetta lopulta takaisin valtameriin. Vesi on elintarkeaa kaikille elidille ja
sen esiintyminen vaikuttaa ekosysteemin prosessien nopeuteen ja etenkin
perustuotantoon oleellisesti. Valtameret sisaltavat 97 % biosfaarin vesivaroista. Noin 2
% on sidottuna jaatikoihin ja jaljelle jA&va 1 % on jarvissa, joissa ja pohjavedessa,

merkityksettéma&n maaran ollessa ilmakehéassa. [9, s. 1232; 6, s. 23]

Epéaorgaanista fosforia paatyy maankohoaman seurauksena sedimenteista maaperaan
ja kiviin, ja kivien rapautuessa takaisin maaperdaan. Eniten fosforia onkin

varastoituneena sedimentteihin, jotka ovat peraisin merellisista kerrostumista.



Maaperasta valumavesien myotd fosforia paatyy vesistoihin ja siten vedessa elavien
tuottajien kayttoon, joskin maaperasta voi irrota fosforia vesistdihin myds liukenemalla.
Vesistoihin paatyy fosforia myds elididen jatteiden ja hajoavien kuolleiden elididen
mukana. Yhteyttavien tuottajien mukana fosforia paéatyy niitd syoviin kuluttajiin ja
naiden kuonanerityksen ja hajoamisen my6ta sitd palautuu takaisin vesistoon.
Vesistoissa fosforia padtyy saostumisen ja hajoavien elididen mukana sedimentteihin
ja siten kierron alkulahteille. Hyvin pieni osa fosfaatista levida ilmakehan avulla, silla

juuri mikaan kaasu ei sisalla sita. [9, s. 1232 - 1223; 5, s. 93]

2.1.4 Fosfaattipitoisuudet tutkituissa vesistbissa

Lammin biologisella asemalla [&heisten vesistdjen seuranta on tarke& osa toimintaa.
Biologiselle asemalle haetaan sdanndéllisesti naytteita eri jarvista ja puroista, ja naista
naytteista analysoidaan esimerkiksi liuennutta hiilta, ravinteita, varia ja alkaliniteettia.
Tutkimuskohteita ovat Valkea-Kotinen Evon alueella, Vanajavesi, Paajarvi seka niin
kutsuttu purokierros, jossa keratddn naytteita viidesta Paajarveen laskevasta joesta ja
purosta. Naytteitd kerataan kohteesta riippuen esimerkiksi amparilla tai Limnos-
noutimella. Vesinaytteiden lisaksi keratadn myds kasvi- ja elainplanktonnaytteita. Osa

seurantamittauksista kuuluu laajempiin tutkimushankkeisiin.

Biologisella asemalla aloitettiin jatkuvat viikoittaiset seurantamittaukset P&agjarven
puroista vuonna 1991. Seurannan tarkoituksena on saada tietoa ulkoisesta
ravinnekuormituksesta, ja sen ajallisesta vaihtelusta Paajarven eri valuma-alueilla.
Maastossa on tutkittu esimerkiksi veden korkeutta, lampétilaa ja virtausta,
laboratoriossa naytteistéa on puolestaan mitattu pH:ta, ravinteita, kationien maaraa ja
johtokykya, seka mitattu vedesté spektri. Tuloksia on kaytetty laskettaessa vuosittaista
valuma-alueen kuormitusvaikutusta. Vuosien varrella tutkittavat ojat ja niiden maaréat
ovat vaihdelleet, mutta talla hetkellda m&ara on vakiintunut viiteen Pagjarveen

laskevaan jokeen ja puroon ja Paajarvesta poisvirtaavaan jokeen.

Aseman tekemista seurantamittauksista 16ytyi runsaasti dataa vuosien varrelta. Osana
opinnaytety6td haluttiin tarkastella, nakyisikd fosfaatin mittaustuloksista jotain selkeita
muutoksia, jotka voisivat viitata menetelman vaihtumiseen. Kuvaajia tarkastellessa
voidaan kuitenkin todeta, ettd mitaan selkedd ja systemaattista muutosta ei ole

havaittavissa. Toisaalta olisi hyvin vaikeaa sanoa, johtuisiko mahdollinen muutos



nimenomaan menetelman muutoksesta, silla fosfaatin tuloksiin vaikuttaa merkittavasti

esimerkiksi l[&hiseudulla kaytettyjen lannoitteiden maara ja laatu.

Kuvassa 1 nahdaan biologisella asemalla tehtyjen fosfaattimittausten tuloksia
Koiransuolenojasta vuosilta 1995 - 2011. Keskimaardinen fosfaattipitoisuus
mittausjakson aikana oli 8 ug/l vaihteluvalin ollessa 1 - 120. Kuvassa 2 voidaan nahda
Haarajoesta tehdyt fosforimittaukset. Haarajoen aineiston  keskimaarainen
fosfaattipitoisuus oli 8 ug/l vaihteluvalin ollessa 1 - 178. Molemmista kuvista 1 ja 2
nahdaan, etta tulosten perustaso on melko matalalla piikkeja lukuun ottamatta.
Kuvaajissa nakyvat korkeat piikit liittyvat mitd todennakoisimmin voimakkaampiin
sateisiin. Muilta osin kuvaajien pohjaviiva tasapainoilee mittausmenetelmien

maaritysrajan molemmin puolin.
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Kuva 1. Fosfaattipitoisuus Koiransuolenojassa vuosina 1995 - 2011. Vuosiluvun jalkeen olevat
luvut ovat viikkoja.
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Kuva 2. Fosfaattipitoisuus Haarajoessa vuosina 1995 - 2011.



2.2 UV/Vis-spektrofotometri

Biologisella asemalla kaytetaan fosfaatin maarityksessa standardoitua ohjetta SFS-EN
ISO 6878, joka on varsinaisesti tarkoitettu spektrofotometrilla tehtavalle manuaaliselle
menetelmélle. Spektrofotometri on laite, joka mittaa naytteen Ilapi kulkeneen
valonsateen intensiteetin muutosta. UV/Vis-spektrofotometri on erikoistunut nékyvan ja
UV-valon aallonpituuksien mittaukseen. UV-sateilyn aallonpituus on valilla 100 - 380

nm, nakyvan valon puolestaan 380 - 780 nm. [11, s. 380.]

2.2.1 Valo sahkdmagneettisena sateilyna

Valo on séhkdmagneettista sateilya, jolla on seka aaltoluonne ettéa hiukkasluonne.
Sateily ei tarvitse vdliainetta siirtydkseen. Valon aaltoluonnetta kuvaavat sen eri
laatujen aallonpituuksien erot, kun taas sen hiukkasluonnetta voidaan tarkastella
ajattelemalla valon energiaa “valohiukkasten” eli fotonien kautta. Valoa mittaavat
parametrit ovat aallonpituus, joka tarkoittaa aaltojen huippujen vdalimatkaa, seka
taajuus, joka tarkoittaa kokonaisten aaltojen maaraa sekuntia kohti. Aallonpituuden
yksikkd on nanometri (nm), taajuuden yksikkd puolestaan on hertsi (Hz).

Nakyvan valon spektri on osa sédhkdmagneettisen sateilyn kokonaisspektria. Nakyvan
valon lisaksi siihen kuuluu gamma-, rontgen-, UV- ja IR-séteily, sekd mikroaallot ja
radioaallot. Kuvassa 3 nahdaan  sahkomagneettisen  sateilyn  spektri
kokonaisuudessaan. Néakyvan valon osuus on hyvin pieni osa koko spektristd. Kuvasta
nahdaan, ettd vasemmalle siirryttdessa sateilyn taajuus kasvaa ja oikealle siirryttaessa
puolestaan sateilyn aallonpituus. Gammasateilla aallonpituus on siis pienintd taajuuden
ollessa suurinta. Radioaalloilla puolestaan taajuus on pienta, mutta aallonpituudet
suuria. [11, s. 379 - 380; 13, s. 6 - 10.]
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Kuva 3. Valon kokonaisspektri [12].

Valon absorbanssiksi (A) kutsutaan tilannetta, jossa valofotoni esimerkiksi "imeytyy”
johonkin molekyyliin. Talléin fotoni itse havidd. Molekyylin absorboidessa fotonin sen
energia kasvaa ja se siirtyy virittyneeseen tilaan, samalla valonsateen intensiteetti eli
valovoima vahenee. Virittynyt tila ei ole pysyva, eikd molekyyli viihdy virittyneessa
tilassa kovin pitkdan. Emissiosta puhutaan silloin, kun molekyyli palaa takaisin
perustilalleen virittyneesté tilastaan ja luovuttaa ylimaardisen energian fotonina

viritystilan purkautuessa. Taté ilmiota on havainnollistettu kuvassa 4.
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Absorptio Emissio

Kuva 4. Absorptio ja emissio. Absorptiossa elektroni siirtyy korkeammalle energiatasolle eli
virittyy, emissiossa viritystila purkautuu. Hv kuvastaa valokvanttia. [14, s. 49.]
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Perustilallaan molekyylin energia on pienin mahdollinen. Mika tahansa fotoni ei
kuitenkaan saa molekyylia virittyneeseen tilaan, vaan fotonin energian on oltava yhta
suuri kuin eri energiatilojen vélinen ero. Fotonin energia on suoraan verrannollinen
sateilyn taajuuteen. Absorption aiheuttamassa viritystilassa molekyylin elektroni siirtyy
ylemmalle energiatasolle eli orbitaalille, kuten kuvasta 4 ndhdaan. Palatessaan takaisin
perustilaan voi molekyyli luovuttaa ylimaardisen energian takaisin ymparistoonsa
esimerkiksi lampdna tai emittoituna fotonina. Poistunut energia vastaa viritystilan ja

perustilan valista energiaeroa. [11, s. 380; 14, s. 48 - 49.]

Transmittanssi (T) on suure, joka kertoo kuinka suuri osa alkuperaisesta valosta on
kulkenut naytteen lapi. Absorbanssi ja transmittanssi liittyvat olennaisesti toisiinsa, silla
niiden valilla on kaavan 1 mukainen logaritminen yhteys. Kun yhtaan valoa ei

absorboidu naytteeseen on absorbanssi 0 ja transmittanssi 100 %. [14, s. 52.]

A=-logT (1)

Jos aine absorboi nékyvaa valoa jollakin aallonpituudella, maaraytyy aineen vari taman
aallonpituuden mukaan. Silmélla voidaan havaita absorboitunutta aallonpituutta
vastaava vastavari, esimerkiksi sinisena nakyva aine absorboi keltaisen aallonpituuden
valoa. Tata ilmidta voidaan hyddyntaa niin sanotuissa kolorimetrisissa mittauksissa,
joissa vdrilliseen yhdisteeseen pidattyneen valon intensiteettid voidaan verrata

tutkittavan aineen konsentraatioon. [11, s. 382; 13, s. 6 - 10.]

2.2.2 Laitteen rakenne ja toimintaperiaate

UV/Vis-spektrofotometriset mittaukset perustuvat Lambert-Beerin lakiin, jonka
perusteella voidaan valon intensiteetin muutoksesta laskea nayteaineen konsentraatio.
Laitteella mitataan aineen absorbanssia, joka on suoraan verrannollinen tutkittavan

nayteaineen pitoisuuteen, kun tietyt muuttujat tunnetaan.

A=¢g-cb (2)

Kaavassa 2 A merkitsee absorbanssia, €& molaarista absorptiokerrointa, ¢

konsentraatiota ja b valotien pituutta. [14, s. 52.]
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Kuva 5. Lammin biologisella asemalla kaytetty spektrofotometri Shimadzu UV-1800.

Spektrofotometri yksinkertaisimmillaan koostuu séteilynlahteestd, monokromaattorista,
naytetilasta ja detektorista. Laitetyypit voidaan jakaa yksi- ja kaksisadelaitteisiin.
Yksisddelaitteessa mitataan ensin naytteen tausta laitteen muistiin ja sitten vasta
varsinainen nayte. Kaksisadelaitteessa puolestaan moottoroidulla sateenjakajalla
hajotetaan valonséde, ja johdetaan se vuorotellen ndytetaustan ja naytteen Iapi. Talléin
erillista taustan mittaamista ei tarvita automaattisen korjauksen ansiosta.
Kaksisadelaitteellakin on kuitenkin mitattava pohjataso, usein se tehdaan mittaamalla
molemmissa kyveteissd kaytettyd liuotinta. Valonlahteend spektrofotometrissa
kaytetdan tyypillisesti UV-alueella deuteriumlamppua ja ndkyvan valon alueella
volframi- tai volframi-halogeenilamppua. Kuvassa 5 on nahtavissa poytdmallinen
spektrofotometri, jossa on kaytdssa lapivirtauskyvetti. [14, s. 55; 11, s. 425.]

Yksi spektrofotometrin oleellisimpia osia on monokromaattori. Monokromaattorin
tehtavana on erottaa kaikista valonsateen sisaltamista aallonpituuksista juuri haluttu
aallonpituus. Yleensa valitaan kuhunkin mittaukseen sopiva melko kapea

aallonpituusalue. Monokromaattorin toiminta perustuu hilaan, jossa on tuhansia pienia
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uria. Hila voi olla heijastava tai valoa lapaisevd komponentti. Kun valo heijastuu hilalta
tai sateilee sen lapi, jokainen uurre kayttaytyy kuten itsenainen valonldhde ja heijastaa
eri aallonpituuksia eteenpdin, ja siten valon eri aallonpituudet saadaan erottumaan
toisistaan. Vanhoissa laitteissa hilan tilalla k&aytettin prismaa. Hilan lis&ksi
monokromaattoriin kuuluvat valoa ohjaavat peilit, sek& niiden moottorit. Valonlahteesta
saapuva valonsade kulkeutuu monokromaattoriin sisédnmenoraosta. Peilit ohjaavat
sateen hilalle, joka hajottaa valon osiin. Kaantdémekanismi liikuttaa hilaa ja peileja
ohjaten juuri halutun aalonpituusalueen ulosmenoraolle ja sen kautta naytetilaan. [14,
s.57; 11, s.429/]

Hilan kykya erotella eri aallonpituuksia toisistaan kutsutaan resoluutioksi. Paremmalla
resoluutiolla voidaan erottaa lahekkain olevat piikit toisistaan, jolloin saadaan tarkempia
tuloksia. Resoluutioon vaikuttaa myds monokromaattorin ulosmenoraon koko.
Kapeammalla raolla saadaan parempi resoluutio, kun tietty aallonpituuskaista saadaan
monokromaattorista ulos tarkemmin. Samalla signaalin kohinataso kuitenkin usein
kasvaa. Jos kohinataso kasvaa liian suureksi, se heikentdd pienten signaalien
havaitsemista niiden hukkuessa kohinaan. Liian kapea rako ei myoskaan ole hyva, silla
talldin sateilyn kokonaisintensiteetti voi pienentya liikaa, jolloin mittauksesta tulee
vaikeaa. Liian leve& rako puolestaan vaikuttaa piikkien muotoon, jolloin voi esimerkiksi
olla vaikeaa erottaa kahta piikkia toisistaan. Onkin yritettdva optimoida ulosmenoraon
koko niin, etta resoluutio olisi riittavan hyva ilman lilan kovaa kohinaa. [11, s. 430 - 431,
14, s. 57.]

Monokromaattorista valonsade kulkee naytetilaan. Nayte saatetaan valonsateen tielle
kyvetissa, jossa on kaksi taysin yhdensuuntaista optista pintaa joiden l&api valo voi
kulkea esteettd. Kyvetin koolla on vaikutusta tuloksien laskemiseen, silla Lambert-
Beerin mukaan absorbanssi on verrannollinen valon kulkemaan matkaan. Yleisin
kyvetin paksuus on 10 mm, mutta naytteesta riippuen voidaan kayttaa esimerkiksi 1
mm:n tai 20 mm:n kyvetteja. Kyvetteja on my6s erimuotoisia, suorakaiteen muotoisista
sylinterimaisiin ja pyoreisiin kyvetteihin. Voidaan kayttdd myds lapivirtauskyvetteja,
jolloin kyvettiin imetdaan nayte pumpun avulla eika sita tarvitse mittausten valissa
vaihtaa. Tama nopeuttaa mittauksia huomattavasti, joskin kontaminaatiovaara on
olemassa ja kyvettid onkin muistettava huuhdella ahkerasti mittausten valilla.
Tutkittavia aineita saattaa adsorboitua kyvetin tai letkujen seinamiin, ja tama
mahdollisuus on otettava mittauksia suunnitellessa huomioon. Toisaalta mittaukset

ovat tasavertaisempia keskendan, kun tuloksiin eivat vaikuta kyvettien véliset erot.
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Kyvettien materiaali vaihtelee kayttttarkoituksesta riippuen. Nakyvan valon alueella
voidaan kayttaa lasikyvetteja tai kertakayttdisia muovikyvettejd. UV-alueella on
kaytettava kvartsikyvetteja. Kyvetissa voi olla kaytdossa tulppa, jolloin ei tarvitse
huolehtia esimerkiksi liuottimien haihtumisesta. Kyvetti voi olla myds termostoitu. [14, s.
58 - 59; 11, s. 384.]

Naytteesta valonsade kulkee detektorille, jonka tehtavana on muuttaa valosignaali
sahkoiseksi signaaliksi, jota voidaan kasitella tietokoneen ohjelmalla. Detektoreja on
erilaisia. Kaytetyimpia spektrofotometrin detektoreja ovat valomonistinputket. Niissa
valofotoni irrottaa monistinputken valoherkdn fotokatodin metallipinnasta elektronin.
Irronnut elektroni kiihdytetaan sahkokentan yli toiselle elektrodille eli dynodille, jolla on
korkeampi potentiaali kuin fotokatodilla. Talla lisdenergialla elektroni irrottaa dynodilta
joukon uusia elektroneja, jotka kiihdytetdan taas seuraavalle dynodille. Lopulta
elektronien kineettinen energia on paljon korkeampi kuin mité se alun perin oli. Tata
jatketaan, jolloin yksi elektroni monistuu lukuisiksi elektroneiksi ja sahkdsignaali
voidaan saada aikaiseksi. Yksi elektroni voi monistua jopa 10° elektroniksi ja talldin
erittdin pieni valomdara saadaan muunnettua helposti mitattavaksi elektroniseksi
signaaliksi. Valomonistinputken kayttd rajoittuu alle 900 nm:n alueelle, silla fotonin
energian on oltava riittdvan korkea, jotta detektori toimisi. [14, s. 58; 11, s. 433.]

Toinen detektorityyppi on diodirividetektori. Siina hilalta tuleva séateily johdetaan
puolijohteesta valmistetulle diodiriville. Diodit on aseteltu niin, etta kukin yksittdinen
diodi mittaa itsendisesti siihen saapuvaa valoa, ja etta kukin hilalta saapuva
aallonpituus osuu eri diodille. Sen toiminta perustuu diodien varauksen muutokseen
fotonien osuessa niihin. Mitd enemman fotoneja diodiin osuu, sitd pienemmaksi sen
sisdinen varaus muuttuu. Jos diodirividetektoria kdytetdan, on nayte sijoitettu ennen
hilaa toisin kuin muissa menetelmissa. Talléin kaikki allonpituudet mitataan
samanaikaisesti. Valkoista valoa johdetaan naytteen lapi ja sen jalkeen niin sanotulle
polykromaattorille, joka hajottaa valonsateen eri aallonpituuksiksi ja johtaa sen
diodirividetektorille. Jokainen diodi mittaa omaa aallonpituuttaan ja kaikki aallonpituudet
mitataan samanaikaisesti. Detektorin resoluutio riippuu siitd, kuinka lahella toisiaan
diodit ovat ja kuinka tehokkaasti polykromaattori hajottaa valon osiin. Diodirividetektoria
kayttavien laitteiden etuna on se, ettei niissa ole liikkuvia ja kuluvia osia. [14, s. 58; 11,
S. 434 - 435]



15

Kolmantena detektorityyppind voidaan mainita niin sanottu CCD-kenno. Nimi on
lyhenne sanoista charge coupled device. Se on erittéain herkk& valodetektori, ja sita
kaytetaan myos esimerkiksi digikameroissa. Detektorissa hyddynnetddn samantapaista
tekniikkaa kuin diodirividetektorissakin, mutta diodeista saatava tieto varastoidaan
tilapaisesti kennoon. Kenno on kaksiulotteinen taso, joka koostuu pikselimaisesta
ruudukosta. Kukin diodi on yhteydessé kennon pikseliin. Valonséade kulkeutuu diodille,
joka reagoi valoon paastamalla lapi enemmaén sahkovirtaa ja aiheuttaen varauksen sita
vastaavaan kennon pikseliin. Kennossa lapitullut valo siis vastaa pikselissa olevan
sahkovarauksen suuruutta. Erittéain valoisa pikseli on korkeasti varautunut, pimea
pikseli lahes varaukseton. Kennon yldosassa on varauksen rekisterdintiosa, joka lukee
kunkin pikselin vuorollaan ja samalla nollaa kennon. Varausta voidaan ikaan kuin
siirtdd kennon pinnalla viereisiin pikseleihin, jolloin varaus purkautuu pikseli kerrallaan
ulos kennosta muihin elektrodeihin, ja sitéa kautta tietokoneelle. CCD-kenno on erittain
tehokas, silla se tuottaa monta elektronia yhta fotonia kohti. Sen kohinataso on hyvin
matala. [11, s. 436.]

2.2.3 Spektrofotometriset mittaukset

Spektrofotometrid voi kayttda aineen tunnistamiseen tai sen pitoisuuden
maarittamiseen. Silla voidaan tehdd myds kineettisia mittauksia. Ongelmana aineen
tunnistamismittauksissa on se, ettda monilla aineilla on hyvin samantyyppiset spektrit.
Menetelmaa voi kuitenkin kayttaa tutkimaan onko liuoksessa jotain tiettya ainetta, tai

miten puhdasta yhdiste on. [14, s. 61.]

Absorptiospektristda ndhdaan, milla aallonpituuksilla ndyte on absorboinut valoa. Sen
avulla voidaan esimerkiksi paatella kullekin naytteelle sopiva mittausaallonpituus. Jos
absorbanssi on kovin pieni, on pienen muutoksen tarkka maarittaminen vaikeaa. Hyvin
suuren absorbanssin maarittaminen on myds hankalaa, silla naytteen lapi menee niin
vahan séateilya, ettd sen mittaus on epatarkkaa. Juuri tasta syysta spektrofotometrit
ovat yleensd herkimpia keskimaaraisilla absorbanssialueilla 04 - 0,9 A
Kvantitatiivisissa mittauksissa kaytetty aallonpituus valitaan sen mukaan, missa
tutkittavalla yhdisteella on absorptiomaksimi, silla talléin analyysiherkkyys on korkein.
Kineettisia mittauksia puolestaan voidaan tehd&, jos lahtdaineen spektri poikkeaa
selvasti tuotteen  spektrista. Kineettisida  mittauksia  kaytetddn  esimerkiksi
entsymaattisissa tutkimuksissa. [11, s. 382 - 384; 14, s. 62.]
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Jos tutkittava aine ei itsessaan absorboi, siitd voidaan tehda absorboiva johdos
mittauksia varten. Tall6in johdoksen muodostusreaktion kertoimista voidaan laskea
varsinaisen  naytteen konsentraatio  mittaustulosten  perusteella.  Reaktiota
suunniteltaessa on huolehdittava siita, etteivat ndytetaustan muut aineet reagoi ja
vaarista tulosta. Mittausta suunniteltaessa on myg@s varmistuttava siita, ettd ainoastaan
tutkittava yhdiste absorboi mittausaallonpituudella, ja ettei naytteessa tapahdu
mittauksen aikana kemiallisia reaktioita, jotka voisivat vaikuttaa tulokseen. Myds
kaytetyn liuottimen valinta on tarkeaa ja liuotin on valittava siten, ettei se absorboi
tutkittavalla aallonpituudella. Lisdksi on otettava huomioon naytteen konsentraatio, ja
tarvittaessa laimennettava se laitteen maaritysrajoihin sopivaksi. Ennen varsinaista
mittausta tulee mitata kyvetin ja liuottimen aiheuttama perustaso, joka vahennetaan
varsinaisesta mittaustuloksesta. [14, s. 59 - 62; 11, s. 383 - 384.]

Spektrometrisia mittauksia voivat hairitd monenlaiset asiat. Jotta Lambert-Beerin laki
taysin toteutuisi, tulee mittausolosuhteiden olla vapaita hajavalosta, emissiosta,
sironnasta ja heijastuksista. Hajavalolla tarkoitetaan sitd detektorille paatyvaa valoa,
joka ei ole monokromaattorilta perdisin olevaa haluttua valoa. Hajavaloa saattaa tulla
laitteen liitoksista, tai se voi olla monokromaattorilta tulevaa ei-toivottua valoa.
Monokromaattorilta saattaa heijastua tutkittavan aallonpituuden kerrannaisia samaan
suuntaan halutun aallonpituuden kanssa. Detektorille pdatyessaan ndma kerrannaiset
saattaisivat vaaristaa tuloksia, ja siksi ei-toivottuja aallonpituuksia usein poistetaankin
erilaisilla suodattimilla. Suodatin voi yksinkertaisimmillaan olla varillista lasia. [13, s. 6 -
12; 11, s. 432 - 433.]

2.3 FIlA-laitteisto

Biologisella asemalla fosfaattia, nitraattia ja ammoniumtypped maaritetaan
vesinaytteista paasaantoisesti FIA-laitteella. FIA on lyhenne sanoista flow injection
analyzer, joka vapaasti suomennettuna tarkoittaa virtausinjektioanalysaattoria. FIA on
analyysilaite, jossa tietokoneohjelma ohjaa monitieventtiileja ja pumppuja niin, etta
jokainen nayteliuos siirtyy vuorollaan nayteluuppiin. Laitteisto koostuu teflonputkista,
joiden halkaisija on tyypillisesti 0,5 mm luokkaa. Kaadmien pituus on 10 - 200 cm, ja
niiden pituutta saatdmalla saadaan tarpeeksi pitkd reaktioaika kullekin reaktiolle.
Kuvassa 6 on néhtavissa esimerkki FIA-laitteesta, jossa on kolme mittauslinjaa. FIA on

erittdin monipuolinen ja helposti muunneltavissa oleva menetelm&, se sopii etenkin
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varillisten liuosten analysointiin ja silla voidaan tehd& nopeita ja toistettavia mittauksia.
Lisattavat reagenssit kulkevat mukana naytevirrassa ja reaktion jalkeen naytteet
kulkevat detektorille. Menetelm& on kehitetty jo vuonna 1975, ja sitd kaytetdan paljon

ladketieteellisessa tutkimuksessa, vesitutkimuksessa ja teollisuuden prosessien
kontrollissa. [14, s. 62; 15; 11, s. 410 - 411.]

Kuva 6. Biologisella asemalla kaytetty FIA-laite Ordior Lachat QC 8000 ja sen kolme
menetelméakasettia. Etualalla ndkyvat monitieventtiilit ja taka-alalla mustat detektorit.



18

2.3.1 Toimintaperiaate

FlAssa nayte lisataan jatkuvasti virtaavaan ajoliuokseen, joka on valittu kullekin
analyysille sopivaksi. Oikeanlaisten pumppujen vaikutuksesta nayte leviaa ajoliuokseen
tasaiseksi vyohykkeeksi, ja siihen voidaan lisdtd muita reagenssivirtoja. Lopulta nayte
analysoidaan lapivirtausdetektorilla. Pulssiton pumppu ja tarkka injektio varmistavat
sen, ettd naytteen sekoittuminen ajoliuokseen on tarkkaa eika naytevyohykkeita
tarvitse erottaa toisistaan esimerkiksi ilmapatsailla naytteiden sekoittumisen pelossa.
Vakiotilavuusventtiilit ohjaavat n&ytteet ja reagenssit oikeisiin jakeluputkistoihin
tietokoneen ohjaamina. Mittauksen alussa laite kalibroidaan normaalisti, jonka jalkeen
naytteet voidaan ajaa. [15, s. 16.]

FlAlla tybtskennellessa mahdollisuudet ovat lahes rajattomat. Kayttotarkoituksesta
riippuen siihen voidaan liittda erilaisia detektoreja, ja jakeluputkistojen jarjestysta
muuttamalla siihen voidaan liittdad kolonneja, ioninvaihtajia, dialyysiputkia, erilaisia
fotokemiallisia reaktoreita, sekoituskammioita, kromatografisia sovelluksia tai
lampohauteita. Systeemin avulla naytteitd voidaan konsentroida tai laimentaa tarpeen
mukaan, tai vaikkapa valmistaa helposti hajoavia reagensseja. Mittauksissa voidaan
hyddyntéa gradienttiajoa, erilaisia sekoitustekniikoita tai jopa titrausta. [15, s. 16, 140,
342.]

Yleisin detektorityyppi on spektrofotometri, mutta FIA voidaan myds kytked esimerkiksi
atomiabsorptiospektrofotometriin  tai plasmaemissiospektrometriin. Muita kokeiltuja
detektoreja ovat IR-spektrometri, reflektometri, polarografi ja potentiometri. Detektori
voi siis perustua esimerkiksi absorbanssiin, luminesenssiin, kemiluminesenssiin tai
elektrokemiaan. Jakeluputkistoja voidaan liittdd useita rinnakkain, jolloin samalla
laitteella voidaan samanaikaisesti analysoida esimerkiksi eri parametreja tai
rinnakkaisia naytteita helposti. [17; 11, s. 410 - 411; 15, s. 336 - 342.]
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2.3.2 Pumput

FIAssa kaytetyt pumput ovat yleensa peristalttipumppuja, joissa on monta tasaisesti
pyorivaa pyoraa, kuten kuvassa 7. Peristalttipumppu kuuluu syrjaytyspumppuihin. Siina
pumpun rullat puristavat joustavassa letkussa olevaa nestetté ja siten siirtdvat nestetta
eteenpéin letkussa. Pumpussa ei tarvita venttiileja, silla pumpun mekanismi itsesséan
jo estaa takaisinvirtausta letkussa pyorivien rullien muodostaessa
pakkosyottojarjestelmaksi kutsutun tilan, jossa letkun sisd&n muodostuu vakuumi.
Tama mahdollistaa sen, etteivat naytevythykkeet sekoitu toisiinsa. Pumpun mekanismi
ei kosketa lainkaan tutkittavaa liuosta, vaan liuos koskettaa ainoastaan letkun
seindmid. Nain pumppu itsesséén ei paase kontaminoimaan liuosta. Peristalttipumppu
soveltuu FlA-jarjestelmdan hyvin myos siksi, etta sen avulla laitteeseen pystytaan
kytkemaan useampia kanavia, joita sama pumppu kykenee pyoérittamaan. Pumpun
huonoihin puoliin voidaan lukea se, ettd virtaus ei ole koskaan ihan taysin pulssiton.
Joustavat letkut kuitenkin jossain maarin kompensoivat satunnaisia paineen vaihteluita.
Monet peristalttiset pumput voivat myods aiheuttaa lievaé staattista sdhkoa, joka saattaa

hairitd maaritysta kaytettaessa ioniselektiivisia elektrodeja. [15, s. 279 - 280; 16; 18; 19]

Kuva 7. Biologisella asemalla kaytetyn FIA-laitteiston pumppu. Kuvassa nakyvét peristalttisen
pumpun pyorivat rullat.
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3 Materiaalit ja menetelmat

Tassa osiossa esitellaan opinnaytetydssa kaytettyja fosfaatin maaritysmenetelmia,

seka eri menetelmissa kaytettyja reagensseja, laitteita ja valineita.

3.1 Kaytetty menetelmé

Lammin biologisen aseman menetelma fosforin maaritysta varten perustuu standardiin
SFS-EN ISO 6878. Menetelma on alun perin tehty manuaalista spektrofotometrista
maadritysta varten, joten sitd on hieman muokattu FIAn kayttdohjeiden perusteella

sopivammaksi. Periaate on kuitenkin sama.

Menetelma perustuu siihen, ettd ortofosfaatti-ionit reagoivat happamassa liuoksessa
molybdaatin ja antimonin kanssa muodostaen fosfomolybdaattikompleksin. Tama
kompleksi pelkistetdan askorbiinihapolla, jolloin muodostuu voimakkaan varinen
molybdiinisinikompleksi, joka voidaan mitata aallonpituudella 880 nm ortofosfaatin
konsentraation selvittamiseksi (kuva 8). Haluttaessa mitata vesinaytteen
kokonaisfosforipitoisuus hydrolysoidaan polyfosfaatit rikkihapolla ortofosfaatiksi, ja
kaytetddan samaa molybdaattireaktiota. Tama toimii myds joillekin orgaanisille
fosforiyhdisteille, mutta parhaiten orgaaniseen ainekseen sitoutunut fosfori saadaan
muutettua ortofosfaatiksi persulfaatin avulla. Menetelm@a héiritsevat silikaatti,

arsenaatti, sulfidit, fluoridit ja jotkin siirtymametallit kuten rauta ja kupari. [20.]

Kuva 8. Varireaktio.
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Perinteisesti vesindytteet on biologisella asemalla ensin suodatettu imusuodatuksella
GF/C-kalvosuodattimella, ja sen jalkeen pakastettu. Pakastuksen jalkeen sulatetut
naytteet on vielad suodatettu 0,45 pum ruiskusuodattimella ennen analysointia. Tapa sai
alkunsa aikana jolloin naytteita oli niin paljon, ettei niitd ehditty saman paivan aikana
analysoimaan ja pakastuksen arveltin olevan paras sailytystapa. Kiireisimpien
aikojenkin jalkeen pakastusta on jatkettu, jotta saadut tulokset olisivat yndenmukaisia.
Menetelman standardi suosittelee, ettd naytteet suodatettaisiin neljan tunnin sisalla
naytteenotosta ja analysoitaisin  sen jdlkeen valitttmasti. Pakastusta tai
happokestavdintia ei standardissa mainita. Lasiastiat suositellaan happopestaviksi,
biologisella asemalla siitd huolehtii astianpesukone, joka huuhtoo tiskit ensin hapolla,
sitten pienella maaralla emasta, ja sen jalkeen kaanteisosmoosivedelld useita kertoja.
[21.]

Eroavaisuuksia aseman kaytantdjen ja standardin metodin valill&:

o Naytteet suodatetaan viileind huoneen lamp66n saattamisen sijaan

. Naytteet suodatetaan ensin suuremman huokoskoon kalvosuodattimella
ja vasta lopuksi standardin suosittelemalla huokoskoolla

° Naytteet pakastetaan
. Suodatinta ei erikseen huuhdella lammitetylla vedella ennen suodatusta
. Suodoksesta ei hylata ensimmaista 10 millilitraa

° Standardit ja muut reagenssit valmistetaan FIA-menetelméan
kayttdohjeiden mukaan

. Naytteen tilavuus ja standardien tilavuus on myds sovitettu FIA-
menetelméaa soveltaen

° Nayte ei laitteistossa reagoi kymmentd minuuttia, mutta se kulkee
laitteiston lampdhauteen kautta
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3.2 Kaytetyt liuokset

Seka FlAlla etta spektrofotometrilla tehtyja kokeita varten valmistettiin samanlaiset
standardiliuokset. Niitd varten punnittin 0,1365 g kuivattua kaliumdivetyfosfaattia,
johon lisattin 1 ml kloroformia kestavointiaineeksi ja tamé laimennettin 1000 ml:ksi
MQ-vedella. Téasta fosfaatin kantaliuoksesta valmistettin niin sanottu bulk-liuos
pipetoimalla 5 ml kantaliuosta ja laimentamalla 500 ml:ksi MQ-vedella. Bulk-liuoksesta
valmistettiin muut standardit menetelman ohjeiden mukaisesti (kuva 9). Bulk toimi itse
kahdeksantena standardina. FlAlla tydskennellessa ei erillistd nollaliuosta tarvittu,
mutta spektrofotometrilla tydskennellessa myos sellainen valmistettiin. Nollana toimi
MQ-vesi samanlaisessa mittapullossa kuin muutkin standardit, ja sille tehtiin samat

reagenssilisaykset.

Kantaliuos

Bulk 5§ ml~s500 ml

\

0.5 ml #| (1wl (13 31 #||5 pl ~ 10 ml | |20 ml ~ 50 ml ~
100 ml 100 ml | 100 wl ||100 ml 100 ml 100 ml 100 ml

Kuva 9. Kalibrointiliuosten laimennuskaavio

Spektrofotometrid varten valmistettin  askorbiinihappoliuos liuottamalla 5 ¢
askorbiinihappoa ja liuottamalla se 50 ml:ksi MQ-vedella. Molybdaattiliuos valmistettiin
liuottamalla 13 g natriummolybdaattia 100 mlksi MQ-vettd, tamé& puolestaan
yhdistettiin liuokseen, jossa 0,35 g kaliumantimonitartraattia oli liuotettu 100 ml:ksi MQ-
vettd. Lopuksi liuokseen lisattin 300 ml 9 M rikkihappoa. Lisdksi valmistettiin
sameuden Kkorjausliuos liuottamalla 2:1 suhteessa 4,5 M rikkihappoa ja
askorbiinihappoliuosta. Kaikki kolme liuosta sadilytettiin  jadkaapissa tummassa

lasipullossa.
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FIA-menetelmaa varten valmistettin askorbiinihappoliuos liuottamalla 15 g
askorbiinihappoa ja 0,25 g natriumdodekyylisulfaattia 250 mlksi MQ-vedella.
Molybdaattiliuos valmistettiin laimentamalla 11,4 ml vakevaa rikkihappoa, 18 ml
valmista antimoniliuosta ja 53 ml valmista molybdaattiliuosta 250 ml:ksi MQ-vedella.
Sen valmistukseen kaytettiin valmiista kiteistd valmistettuja liuoksia. Sameuden
korjausliuosta ei FlAlla tydskennellessa kaytetty. Lisdyskokeissa kaytetty fosfaattiliuos
valmistettiin ionikromatografille tarkoitetusta fosfaattistandardista laimentamalla liuos
noin 80 g/l vahvuiseksi. Tarkoituksena oli yrittdd saada riittavan suuri lisays

naytteeseen ilman kovin suurta vesimaaraa.

Liuosten valmistuksessa kaytettiin vain analyysipuhtaita reagensseja ja huolellisesti
puhdistettuja ja huuhdeltuja astioita. Pipetoinnit tehtiin isommissa tilavuuksissa
tayspipeteilla ja pienimmilla tilavuuksilla automaattipipetilla. Liuoksissa kaytetyt

reagenssit on lueteltu liitteessé 3.

3.3 Biologisen aseman FlA-laite

Lammin biologisella asemalla kaytetddn Ordior Lachat QC 8000 FIA-laitetta, joka on
otettu kayttoon vuonna 1998. Siina maaritykset voidaan tehda kanavien lukumaarasta
rippuen joko rinnakkaismaarityksind samanaikaisesti tai perakkaismittauksina.
Biologisen aseman laitteessa on kolme kanavaa, joista yhdelld mitataan
kokonaisfosforia ja fosfaattifosforia, toisella nitraattia, nitriittia ja kokonaistypped, ja
kolmannella ammoniumtyppea. Kokonaistyppi ja -fosfori ajetaan eri ajoina kuin muut
maaritettavat ravinteet, silla niiden ajoliuokset ja standardit ovat erilaiset. Fosfori- ja
ammoniumlinjoissa on kaytossa lampohauteet, kun taas typpilinjassa on kaytdssa
kadmiumrakeilla taytetty kolonni. Laite on ollut erittéin aktiivisessa kaytdssa, mutta on
silti kestanyt hyvin. Venttiileitd joudutaan toisinaan uusimaan ja letkut vaihdetaan noin
kuukauden vélein. Aiemmin biologisella asemalla on kaytetty FIAn tyyppista laitetta
ravinnemaarityksiin, mutta siind naytteet kulkivat jatkuvan virtauksen sijaan

iimapatsaiden valissa. [21; 22.]

Laitteen peristalttinen pumppu imee naytettd naytteenvaihtajalta syoéttbventtiiliin, ja
samanaikaisesti reagensseja pumpataan jatkuvasti systeemin lapi. Nayte lastataan
yhden tai useamman syoéttoventtiilin naytesilmukkaan, ja syottoventtiili kaantyy
naytesilmukasta menetelméakasettiin. Menetelmakasetiksi kutsutaan laitteen kutakin

ajolinjaa, joita voidaan vaihdella ja muutella, sekéa taydentaa erilaisin lisdosin. Kanavien
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ja maaritettdvien parametrien lukumaarasta riippuen menetelmékasetit voivat olla joko
kiinte&sti aina samassa kanavassa, tai niitd voidaan vaihdella mittaussarjojen valilla.
Nayte ja reagenssit yhtyvdt menetelmékasetissa, jossa nayte voi laimentua,
konsentroitua, dialysoitua, uuttua, inkuboitua ja muodostaa johdannaisia menetelméasta
riippuen. Sekoittuminen reagenssien kanssa tapahtuu pienissa letkuissa virtauksen
ollessa tasainen, ja jokaiselle menetelmaélle voi sdatda toimintaolosuhteet sopiviksi.

Varsinaiset reaktiot tapahtuvat mentelmakasetissa. [22.]

Laitteeseen kuuluu lammityselementit, joiden lampdétilaa voidaan saataa
kanavakohtaisesti. Biologisella asemalla kaytetdan fosforilinjalle lampétilaa 37 °C ja
ammoniumlinjalle 25 °C. Laite olisi mahdollista liittdd myo6s ionikromatografiin, mutta
tata menetelmaa ei kayteta vaan detektorina laitteessa on spektrofotometri. Laitteen
spektrofotometrisséd ei ole monokromaattoria, vaan haluttu aallonpituus valitaan
yksinkertaisesti sopivan suodattimen avulla. Kullakin ajolinjalla on tarve vain yhden
aineen detektiolle. Laitteessa on kaytdssa automaattinen naytteensyottaja, joka injektoi
oikean maaran naytettd naytetarjottimen koeputkesta laitteistoon ohjausohjelmaan
sydtetyn jarjestyksen mukaan. [22.]

Pumpun letkut ovat kiristimen ja telan vaélissa mahdollisimman suorana, jotta
virtausnopeus olisi tasainen. Pumppausnopeudella on suuri merkitys ajon
onnistumisessa, silla eri nopeudella nestekierron ajoitukset muuttuvat ja seurauksena
voi olla esimerkiksi ilmakuplia naytteessd kun naytesiimukka ei tayty oikein. Myds
piikkien ajoitus voi muuttua. Naytteen maara, reagenssien maara ja virtausnopeus ovat
ohjelmoitu siten, etta reaktio tapahtuisi oikeassa suhteessa. Letkujen koolla on suuri
merkitys virtausnopeuden kannalta, joten sitd ei voida noin vain muuttaa.

Lampdhauteen tarkoituksena on tehostaa varireaktion onnistumista. [22.]

Lammin biologisella asemalla FlA-laitteistoa kaytetaan jatkuvasti ja paljon.
Ravinnemittauksia tehdaan viikoittaisten seurantanaytteiden lisdksi tilausty6na
ulkopuolisille, opinnaytteiden ja tutkimushankkeiden yhteydessa seka asemalla
jarjestettavien kurssien puitteissa. Tarkkojen ja luotettavien ravinnetulosten saaminen

on biologisen tutkimuksen kannalta ensiarvoisen tarkeaa.
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3.4 Biologisen aseman spektrofotometri

Biologisella asemalla kaytetty UV/Vis-spektrofotometri on mallitaan Shimadzu UV-
1800. Sita kaytetddn runsaasti vesinaytteiden kokonaisspektrien ja varin mittauksessa,
seka klorofylliméarityksissa. Laitetta ohjaa UV Probe -ohjelmisto. Laitteen mittausalue
on 190 - 1100 nm ja detektorina siind kaytetdan puolijohteesta valmistettua fotodiodia.
Laitteessa on deuteriumlamppu UV-valon tuottamista varten, ja volframi-

halogeenilamppu nékyvaa valoa varten. [13.]

Biologisella asemalla kaytetty laite on kaksisadelaite, jota kuitenkin kaytetaan
yksisadelaitteen tavoin. Laitteessa on kaytdssa yksi kvartsinen lapivirtauskyvetti,
referenssikyvetin valonsateen edessa on metallilevy. Laitteella on siis mitattava ensin
tausta ja sitten vasta varsinaiset naytteet. Nayte imetaan kyvettiin peristalttisen
pumpun avulla, imuaikaa ja siten imetyn nesteen méaaraa voidaan saataa ohjelmistosta
vapaasti. Kyvettia tulee huuhdella huolellisesti jokaisen mittauksen vdlissa, silla
lapivirtauskyvetissa on aina olemassa kontaminaatiovaara. Varillisia liuoksia
mitattaessa on my6s huolehdittava siitd, ettei variaineita adsorboidu kyvetin tai pumpun
letkujen pintaan. Lapivirtauskyvetilla tydskentely on miellyttavad ja tehokasta, kun

kyvettid ei tarvitse manuaalisesti tayttaa ja tyhjentaa joka mittauksen valissa. [13.]

Laitteella on mahdollista tehdd hyvin monenlaisia mittauksia. Silla voidaan mitata
naytteen absorbanssi tai spektri halutulla aallonpituudella, tai kayttaa
absorbanssimittausta kvantitatiivisiin  maarityksiin. Laitteella on mahdollista tehda
kineettisia mittauksia, jolloin voidaan tarkastella esimerkiksi jonkin reaktion etenemista.
Talloin laite mittaa halutuin véliajoin kyvetissa olevan naytteen. Laitetta voidaan kayttaa

my0s biokemiallisiin DNA- ja proteiinimaarityksiin. [23.]
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4 Tyo6n suunnittelu ja toteutus

Lahtdkohtana opinnaytetydn suunnittelulle ja toteutukselle oli biologisen aseman tarve
saada tietdd, miksi heidan laboratorionsa on saanut kansallisissa vertailukokeissa liian
pienia fosforianalyysin tuloksia FlAlla. Biologisen aseman laboratorio oli saanut vuosina
2004 ja 2005 hylattyja tuloksia vertailukokeista. Lisdksi tarkoituksena oli selvittaa
erilaisten naytteen esikasittelymenetelmien vaikutusta saatuihin tuloksiin. Samaan
aikaan siis tarkasteltin kahta eri asiaa, joiden kuitenkin arveltiin osittain liittyvan

toisiinsa.

4.1 Suunnittelu

Paatettiin jakaa kokeet kolmelle koeviikolle ja suunnitella kutakin viikkoa tarkemmin,
kun edellinen koeviikko oli suoritettu. Kokeita suunniteltaessa tuli varsinaisten
fosforianalyysien lisdksi ottaa huomioon esimerkiksi naytevesien nouto ja esikasittely,
seka mitd muita analyyseja naytteille haluttaisiin tehd&. Naytteenottopaikat yritettiin
valita siten, ettd naytteet saisi katevasti kerdttya parin tunnin aikana ja tuotua

mahdollisimman pian laboratorioon analysoitavaksi.

Naytteista haluttiin ensisijaisesti tarkastella FIA-menetelméan ja spektrofotometrisen
menetelman valista eroa. Eri tavoilla sailytetyista naytteista tehtiin vertailevia mittauksia
saman pdaivan aikana molemmilla laitteilla, jotta voitaisiin nahda onko tuloksissa eroa
nailla kahdella eri menetelmalla. Tyossa tutkittiin eripituisten jadkaappisailytysjaksojen,
pakastuksen ja kestavoinnin vaikutusta fosfaatin mittaustuloksiin. Pakastuskokeiden
yhteydessa tutkittin myds, onko merkitysta silla, suodatetaanko nayte sek& ennen
pakastusta etta sen jalkeen. Lisaksi tarkoituksena oli selvittdd mahdollista
happohydrolyysin vaikutusta  tuloksiin tutkimalla kestavoityja naytteita.
Kinetiikkakokeilla tarkasteltin molybdaattireaktiota nimenomaan spektrofotometria
kayttden. Haluttin myo6s tutkia, miten spektrofotometrin tulokseen vaikuttaa, jos
laitteella kayttaakin FIAn reagensseja. Tarkoituksena oli myds tehda lisayskokeita

sopiviin naytevesiin, jotta voitaisiin todeta FIAn toimintakunto.

Kokeisiin haluttin naytteiksi nimenomaan luonnonvesid, joissa humus ja muut
liuenneet aineet saattavat vaikuttaa naytteen kayttaytymiseen ja myos siitd saatuihin
tuloksiin. Biologisella asemalla tehddan mittauksia juuri luonnonvesistd ja myds
kansallisissa vertailukokeissa oli ollut naytteend Iluonnonvesida. Luonnonvesissa

naytteen fosfaattipitoisuuteen vaikuttavat vahvasti esimerkiksi raudan
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saostamisvaikutus, seka toisaalta orgaanisen aineksen sisdltaméan fosfaatin

mahdollinen lisdysvaikutus.

4.2 Suoritetut kokeet

Kokeet suoritettiin kolmen koeviikon sarjana, seuraavaa koetta suunniteltin aina
edellisen kokeen pohjalta. Ennen varsinaisten kokeiden aloittamista suoritettiin joitakin
mittauksia molemmilla laitteilla synteettisia naytteitd kayttden. Tarkoituksena oli
tutustua laitteiden toimintaan ja ohjelmistoihin, seka varsinaiseen kaytettavaan
menetelmédan. Ensimmaiselle koeviikolle valikoitui pelkkia puronaytteitd, silla
viikoittaisen purokierroksen ansiosta naytteet olivat helposti saatavilla. Toiselle ja
kolmannelle koeviikolle haluttin myds jarvinaytteitd. Naytteiden keruupaikat selviavat

kuvasta 10.

Kuva 10. Naytteiden keruupaikat ja niiden sijoittuminen biologisen aseman ymparistoon. 1:
Ormajarvi. 2: Lovojarvi. 3: Haarajoki. 4: Mustajoki. 5: Luhdanoja. 6: Loyttynoja. 7:
Koiransuolenoja.
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4.2.1 Ensimmaisen koeviikon kokeet

Ensimmaisella koeviikolla haluttiin tarkastella FIAn ja spektrofotometrin antamien
tulosten valistd eroa, sekd tutkia eri esikasittelymenetelmien vaikutusta tulokseen.
Naytteet keréttiin viidestd Paajarveen laskevasta uomasta, joista otetaan viikoittaisen
purokierroksen aikana seurantanaytteet. Tutkitut purot olivat Mustajoki, Loyttynoja,
Luhdanjoki, Koiransuolenoja ja Haarajoki. Vesinaytteista tehtiin nelja naytesarjaa, joihin
kustakin purosta tuli kolme rinnakkaista naytettd kummallekin laitteelle analysoitavaksi.
Naytekoeputkia tuli siis yhteensa 120 analysoitavaksi ensimmaiselle koeviikolle.

Naytteista tehtiin seuraavanlaiset sarjat:

1. Suodatus 0,45 pm ruiskusuodattimella, analysointi heti naytteiden
kerayspaivana

2. Suodatus 0,45 pm ruiskusuodattimella, sdilytys 1 vrk jadkaapissa ennen
analysointia

3. Suodatus 0,45 pm ruiskusuodattimella, pakastus, suodatus 0,45 pm
ruiskusuodattimella sulatuksen jalkeen, analysointi

4. Naytteen pakastus tuoreeltaan, suodatus 0,45 pm ruiskusuodattimella
sulatuksen jalkeen, analysointi

Kukin sarja tutkittin aina samana paivana seka FlAlla etta spektrofotometrilla.
Naytesarjassa samana paivana tuoreeltaan analysoidut naytteet edustavat "oikeaa”
tulosta, silla sen katsotaan olevan lahinna standardimenetelmda. Koejarjestelylla
haluttiin liséksi tutkia pakastamisen vaikutusta tulokseen, seka sitd onko pakastamisen
ja suodatuksen jarjestyksella merkitysta. Liséksi selvitettiin, olisiko naytteitd mahdollista

sdilyttaa jadkaapissa vahan aikaa tarvittaessa.

4.2.2 Toisen koeviikon kokeet

Toiselle koeviikolle otettiin naytteita kolmesta purokierroksen purosta ja lisaksi
kahdesta jarvesta. Puroista valittin ne, joissa fosfaattia tuntui esiintyvan eniten.
Mukaan haluttiin myos jarvinaytteita, silla usein jarvien ja purojen vesien kemiallisissa
ominaisuuksissa on selkeitd eroavaisuuksia. Naytevedet olivat Haarajoki, Mustajoki,
Koiransuolenoja, Lovojarvi (naytteet pinnasta ja 3 m syvyydestd) seka Ormajarvi (nayte
pinnasta). Kustakin vedesta tehtiin kuusi naytesarjaa, rinnakkaisia naytteita oli kolme

kustakin vedestd. Koeputkia tuli analysoitavaksi yhteensa 126.



29

Naytteista tehtiin seuraavanlaiset sarjat:

Suodatus 0,45 pm, analysointi samana paivana, FIA ja spektrofotometri
Suodatus 0,45 pum, sailytys jaékaapissa 1 vrk, analysointi vain FlAlla
Suodatus 0,45 um, sailytys jaékaapissa 2 vrk, analysointi vain FlAlla
Suodatus 0,45 um, sailytys jaékaapissa 5 vrk, analysointi vain FlAlla

Imusuodatus GF/C, pakastus, suodatus 0,45 um, analysointi vain FlAlla

o g ks~ w NP

Suodatus 0,45 pm, kestavointi rikkihapolla, sailytys jadkaapissa 2 wvrk,

analysointi vain FlAlla

Ensimmaiset naytteet tutkittin sekd FIlAlla ettd spektrofotometrilla, muut naytteet
ainoastaan FlAlla. Taman lisdksi naytteistd mitattiin vari, sameus, DOC (Dissolved
Organic Carbon, liuennut orgaaninen hiili), raudan maara ja pH. Toisella koeviikolla
oltiin kiinnostuneita nakemdaan, minkalaisia tuloksia jarvindytteet antoivat, seka
vertaamaan niitd puronaytteiden tuloksiin. Haluttiin tarkemmin tutkia erilaisten
esikasittelyjen vaikutusta tuloksiin, esimerkiksi jadkaappisailytyksen pituuden
vaikutusta. Paatettiin tehda myos koe kestavoidyilla naytteilld ja toivottiin, ettd siten olisi
mahdollista havaita happohydrolyysin vaikutusta naytteissa.

4.2.3 Kolmannen koeviikon kokeet

Kolmannella koeviikolla haluttiin tarkastella hieman erilaisia asioita ja mittauksetkin
olivat toisenlaisia kuin kahtena aiempana viikkona. Normaalin alkumittauksen jalkeen
suoritettiin lisdyskokeita FlAlla, kinetiikkakoe spektrofotometrilla seka yritettiin toistaa
FIAn menetelma spektrofotometrilla. Toiveena oli saada hieman tietoa menetelman
soveltuvuudesta laitteille, sekd menetelmdssa kaytetystd reaktiosta ylipaataan.
Naytevedet kolmannella koeviikolla olivat Koiransuolenoja, Lovojarvi pinta seka
Lovojarvi pohja. Pohjanayte otettiin niin laheltd pohjaa kuin mahdollista, silla toiveena

oli saada hapetonta vetta jossa fosfaattipitoisuus olisi mahdollisimman korkea.

Naytteet kasiteltiin kaikki samalla tavalla suodattamalla ne GF/C-kalvosuodattimella
heti tuoreeltaan. Vetta varattiin noin puolitoista litraa eri mittauksia varten useampaan
pulloon. Ennen mittauksia vesi vield suodatettin 0,45 pm ruiskusuodattimella.

Mittauspaivien valilla naytteita sailytettiin jadkaapissa.
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Ensimmaisena koepéivana suoritettiin suodatuksen lisdksi alkumittaus seka FlAlla etta
spektrofotometrilla  tuoreista n&ytteistd. Toisena paivdna puolestaan tehtiin
lisdyskokeita FlAlla. Mittapulloihin lisattiin fosfaattiliuosta siten, ettd merkkiin taytettyna
lisayksen fosfaattipitoisuus olisi 8,16 mg/l. Pullot taytettiin merkkiin naytevesilla, seka
yksi sarja tehtiin MQ-vedella. Lisaksi mitattiin samat naytteet ilman lisayksia.

Kolmantena tydpaivana suoritettiin spektrofotometrilla kinetiikkakokeita.
Mittausaallonpituus oli 880 nm ja mittausaika 15 ja 30 minuuttia. Spektrofotometriin
imettiin kyvetillinen naytevettd heti reaktion alussa ja laite mittasi absorbanssin
muutosta halutun ajan. Nain pystyttiin tarkastelemaan reaktion kulkua. Naytteisiin
lisattin - vuoron perddn seka manuaalisen menetelman ettd FIA-menetelman
reagensseja, jotta voitaisiin tutkia reagenssien vdlistda eroa mittauksissa. Lisaksi

tutkittiin muutama synteettinen nayte ja mitattiin nollanayte.

Neljantena tyopaivana yritettiin toistaa FIAn menetelm& spektrofotometrilla siten, etta
naytteiden reaktioaika olisi sama ja ne viettaisivit saman ajan lampohauteessa kuin
FIAnkin menetelméssd. Taméa osoittautui melko haasteelliseksi. Elintarvikevariliuoksen
kanssa oli aiemmin maaritetty FIAn ajon eri vaiheet ja kauanko niissd Kkesti.
Vesihauteen lampotila oli 36 °C ja ajanhallinnassa apuna oli sekuntikello.
Reagenssilisayksesta laskettiin 16 sekuntia lammityksen alkuun. Lammitys kesti 10
sekuntia, jonka jalkeen odotettiin vieldA 10 sekuntia ennen mittausta. Naytteet

sekoitettiin pienissa autoklaavipulloissa, joista ne kaadettiin koeputkiin mittausta varten.



31

5 Tulokset ja niiden tulkinta

Tassa osiossa esitellaan oleellisimmat tyon tulokset. Tarkemmat tulostaulukot ja

kalibrointisuorat voi loytaa liitteista 1 ja 2.

5.1 Ensimmaisen koeviikon tulokset

Ensimmaisen koeviikon puronaytteille tehtiin erilaisia sailyvyys- ja esikasittelykokeita.
Kaikki naytteet analysoitin sekd spektrofotometrilla ettd FlAlla laitteiden
menetelmakohtaisia ohjeita noudattaen. Tuloksista tehtiin pylvasdiagrammit, joista voi
nahda erilaisilla kasittelylla saatujen tulosten keskindisia suhteita. Kuvissa pylvaiden

selitteissa olevat numeroiden merkitykset ovat seuraavat:

1. Suodatus 0,45 pm:n ruiskusuodattimella, analysointi heti n&ytteiden
kerayspaivana

2. Suodatus 0,45 pum:n ruiskusuodattimella, sailytys 1 vrk jadkaapissa ennen
analysointia

3. Suodatus 0,45 pm:n ruiskusuodattimella, pakastus, suodatus 0,45 pm:n
ruiskusuodattimella sulatuksen jalkeen, analysointi

4. Naytteen pakastus tuoreeltaan, suodatus 0,45 pm:n ruiskusuodattimella

sulatuksen jalkeen, analysointi

Mustajoki

1) Spektrofotometri
m1)FIA

M 2) Spektrofotometri

m2)FIA

M 3) Spektrofotometri
m3)FIA

4) Spektrofotometri

m4)FIA

Kuva 11. Mustajoen vesinaytteiden fosfaattitulokset.
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Kuvasta 11 voidaan havaita, ettd ensimmdisena ja toisena paivana Mustajoen
naytteistd FlAlla saadut tulokset ovat selvasti matalampia kuin spektrofotometrilla saatu
tulos. Fosfaatin maara naytteissd ei nayta vahentyneen, vaikka néaytteitd onkin
sdilytetty yksi y0 jadkaapissa. Tulos on itse asiassa hieman korkeampi
spektrofotometrilla mitattuna kuin tuoreessa naytteessda. Kun tarkastellaan
pakastettujen naytteiden tuloksia havaitaan niiden olevan reilusti matalampia kuin
tuoreena mitattujen naytteiden. Fosfaatin maara nayttdd enemman kuin puolittuneen
pakastuksen aikana. Sen sijaan kovinkaan suurta vaikutusta ei nayta olevan silla,

suodatetaanko ndyte ennen pakastusta vai ei.

Koiransuolenoja
16
y 14,05 13,61 1) Spektrofotometri
m1)FIA
12
10,1 | 2) Spektrofotometri
10
= H2)FIA
e 8 -
= M 3) Spektrofotometri
6 .
®3)FIA
4 -
4) Spektrofotometri
2 .
m4)FIA
0 -

Kuva 12. Koiransuolenojan vesinaytteiden fosfaattitulokset.

Kuvasta 12 huomataan, ettd Koiransuolenojan tulokset vastaavat Mustajoen tuloksia.
FlAlla mitatut tuoreet ja jadkaapissa sailytettyjen naytteiden tulokset ovat selvasti
matalampia kuin spektrofotometrisella menetelmalla mitatut. Pakastettujen naytteiden
tulokset ovat yli puolet matalampia kuin tuoreiden naytteiden. Sekd Mustajoessa etta
Koiransuolenojassa pakastettujen, FlAlla mitattujen naytteiden tulokset ovat
aavistuksen verran korkeampia kuin spektrofotometrilla mitatut naytteet. Tama saattaa

selittya osittain mittausepavarmuudella, silla maaritetyt pitoisuudet ovat hyvin pienia.
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20

15

ug/l

10

Haarajoki

19,58

10,84 10,92
10,50 10,90

1) Spektrofotometri
m1)FIA
M 2) Spektrofotometri
m2)FIA
| 3) Spektrofotometri
m3)FIA

4) Spektrofotometri
m4)FIA

Kuva 13.

Haarajoen vesinaytteiden fosfaattitulokset.
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Haarajoen tulokset kuvassa 13 poikkeavat hieman kahdesta edellisestd. Voidaan

havaita, ettd pakastetus ei vahentanyt fosfaattipitoisuutta yhta paljon kuin edellisissa

naytevesissa, vaan niissa FlAlla ja spektrofotometrilla mitattujen naytteiden tuloksissa

ei ole kovinkaan suurta eroa. Jadkaapissa sdilytetyt naytteet vaikuttavat antavan

spektrofotometrilla mitattuna hieman matalampia tuloksia kuin tuore nayte.

[ERN
o

g/l
O KB N W M U1 O N 0O L

Loyttynoja

1) Spektrofotometri
m1)FIA
M 2) Spektrofotometri
m2)FIA
| 3) Spektrofotometri
m3)FIA

4) Spektrofotometri
m4)FIA

Kuva 14.

Loyttynojan vesinaytteiden fosfaattitulokset.
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Loyttynojan tulos poikkeaa edellisista (kuva 14), silla tuoreissa naytteissa
spektrofotometrilla ja FlAlla mitattujen tulosten ero on hyvin pieni. Jadkaappiséailytys
nayttdd hieman nostaneen fosfaatin mittaustulosta, mutta pakastettujen naytteiden
tulokset ovat jalleen yli puolet matalampia. Suodattamatta pakastettujen naytteiden
analyysitulokset fosfaatille ovat hieman korkeampia kuin suodatettuina pakastettujen,
joskin pitoisuudet ovat jélleen sen verran pienia ettd mittaustarkkuudesta ei voida olla

taysin varmoja.

Luhdanjoki
20
18,29
18 17,06 1) Spektrofotometri
16 m1)FIA
14 m 2) Spektrofotometri
12
= H2)FIA
o5 10
E o | 3) Spektrofotometri
. m3)FIA
a 4) Spektrofotometri
2 m4)FIA
0

Kuva 15. Luhdanjoen vesinaytteiden fosfaattitulokset.

Kuvassa 15 olevista Luhdanjoen tuloksista nahdaan taas eroa seka tuoreiden etta
jadkaapissa sailytettyjen naytteiden tuloksissa FIAn ja spektrofotometrin valilla. FlIAlla
mitatut tulokset ovat hieman matalampia, mutta eivat yhtad selvasti kuin esimerkiksi
Mustajoessa. Pakastettujen naytteiden tulosten ero tuoreisiin ei mydskaan ole aivan
yhta suuri kuin muissa puroissa, ja suodattamatta pakastetut vaikuttaisivat antavan

hieman korkeampia tuloksia kuin suodatettuna pakastetut.

Ensimmaisen koeviikon tuloksista voidaan nahda, ettd eroavaisuutta FlAlla ja
spektrofotometrilla saaduissa tuloksissa Ioytyy. Ero ei kuitenkaan ole systemaattista,
silla Loyttynojan naytteesséd eroavaisuutta ei juurikaan ole. Vuorokauden sdilytys
jaékaapissa ei naytd vaikuttavan tulokseen, vaikkakin joissain tapauksissa siten
sdilytettyjen naytteiden tulokset olivat hieman korkeampia kuin tuoreiden naytteiden.
Ensimmaisen viikon tulosten valossa onkin perusteltua sanoa, ettd jaakaappisailytys

sopisi vesinaytteille paremmin kuin pakastus. Pakastettujen naytteiden kohdalla
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havaitaan, ettei kovin suurta eroa ole silld, suodatetaanko naytteet myds ennen
pakastusta vai ainoastaan sen jalkeen. Kahden naytteen kohdalla suodattamatta
pakastetut antoivat hieman suurempia tuloksia. On kuitenkin huomioitavaa, etta
kovinkaan yksiselitteisia ja suoria paatelmia nain suppeasta tulosmaarasta on vaikea
tehda, silla tuloksiin eivat vaikuta vain kaytetyt laitteet ja esikasittelymenetelmat, vaan

my06s naytevesien kemialliset ominaisuudet ja naytteen keruuhetken vuodenaika.

5.2 Toisen koeviikon tulokset

Toisella koeviikolla mukana oli puronaytteiden lisdksi my6s kaksi jarvinaytetta.
Mittauksia tehdessa kuitenkin havaittiin, etteivat jarvinaytteet sisaltdneet juuri
nimeksikaan fosfaattia. Sen vuoksi niistd saadut tulokset jatettiin tulosten tarkastelussa
huomiotta. Toisella koeviikolla tarkoituksena oli tutkia myods kestavdityja naytteita.
Niiden kohdalla puolestaan huomattiin, ettei kaytetty FIA-menetelma sellaisenaan
sopinutkaan niille. Laitteen ohjelmisto piirsi varsinaisen mittauspiikin viereen
negatiivisen piikin, jonka arveltiin johtuvan nimenomaan happolisdyksesta. Taman
lisaksi ohjelmisto automaattisesti integroi juuri negatiiviset piikit, eika tata integrointia
onnistuttu muuttamaan. Kestavoityjen naytteiden tutkiminen ei siis valitettavasti

onnistunut.

Myds toisen koeviikon tuloksista piirrettiin pylvasdiagrammit. Niiden selitteissa olevien

numeroiden merkitykset ovat seuraavat:

1. Tuoreet, 0,45 pm:n ruiskusuodattimella suodatetut naytteet

2. 0,45 pm:n ruiskusuodattimella suodatetut, 1 vrk jadkaapissa sailytetyt naytteet

3. 0,45 um:n ruiskusuodattimella suodatetut, 2 vrk jadkaapissa sailytetyt naytteet

4. 0,45 pum:n ruiskusuodattimella suodatetut, 5 vrk jadkaapissa séilytetyt naytteet

5. Pakastetut naytteet
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MustajoKki
20
18 17,42
16
14 1) Spektrofotometri
11,85 12,30 11,78 )P
m1)FIA
=, m2) FIA
m3) FIA
m4) FIA
u5) FIA

Kuva 16. Mustajoen vesinaytteiden fosfaattitulokset.

Kuvassa 16 nahdaan Mustajoesta saadut tulokset. Voidaan heti todeta, ettd FIAlla on
jalleen saatu hieman matalampi tulos tuoreesta naytteesta kuin spektrofotometrilla.
Kun puolestaan tarkastellaan jadkaapissa sdilytettyjen naytteiden tuloksia voidaan
huomata, ettd yksi tai kaksi vuorokautta jadkaapissa ei juurikaan muuta tulosta. Sen
sijaan viisi vuorokautta jaakaapissa sadilytetyssa naytteessa tulos on jo hieman
matalampi. Pakastetun naytteen tulos on lédhes puolet matalampi kuin tuoreena FlAlla
mitatussa naytteessa, sekd yli puolet matalampi kuin tuoreena spektrofotometrilla
mitatussa naytteessa.

Koiransuolenoja

18
16 15,62
E T 11,30 11,75 12,76 11,69 1) Spektrofotometri
m1)FIA
< 10 u2) FIA
= 8- m3) FIA
| u4) FIA
= 5) FIA

Kuva 17. Koiransuolenojan vesinaytteiden fosfaattitulokset.
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Kuvassa 17 ndkyvat Koiransuolenojan tulokset ovat samankaltaisia kuin
Mustajoessakin. Jaakaapissa sailytettyjen naytteiden tulokset ovat lahes yhtenevaiset
tuoreena FlAlla mitatun naytteen kanssa, joskin kaksi vuorokautta jaakaapissa
sdilytetyn nayteen tulos on hieman korkeampi kuin muiden. Pakastetun naytteen tulos

on jalleen selvasti matalampi kuin tuoreena mitattujen naytteiden.

HaarajoKki
20 18,81
18 +——
16 +—— .
6 1) Spektrofotometri
14 +——
5 12,33 12,78 12,38 ) 39 =1) FIA
< 1 u2) FIA
>10 ~—
= . m3) FIA
6 = 4) FIA
4 u5) FIA
2 4
0 .

Kuva 18. Haarajoen vesinaytteiden fosfaattitulokset.

Kuvassa 18 on néakyvissa Haarajoen tulokset, jotka eroavat hieman kahden muun
puron tuloksista. Pakastetun naytteen tulos ei ole yhta selkeasti matalampi kuin
tuoreena FlAlla mitatun naytteen, toisin kuin esimerkiksi Koiransuolenojan
tapauksessa. Jaakaapissa sadilytettyjen naytteiden kohdalla vaikuttaa siltd, etta

fosfaatin maara naytteessa hieman laskisi silytyksen keston pidentyessa.

Toisella viikolla sailyvyystesteja tehtiin ainoastaan FlAlla, ja tuloksista voidaan todeta,
ettd kaikkien kolmen puron tapauksessa tuoreesta naytteestd FlAlla mitattu tulos on
matalampi kuin spektrofotometrilla tuoreeltaan mitattu tulos. Pakastuksen osalta toisen
viikon tulokset tukevat selvasti ensimmaisen viikon tuloksia. Pakastettujen naytteiden
tulokset vaikuttaisivat olevan matalampia kuin tuoreiden, ja siksi pakastus nayttaisi
olevan huono sailytysmuoto luonnonvesinaytteille. Ja&kaapissa puolestaan naytteet
tuntuvat sailyvan melko hyvin parikin paivaa. Vaikka tulokset eivat sita tuekaan, on
kuitenkin mahdollista, ettd pidemmassa sailytyksessa vedessa tapahtuu kemiallisia

reaktioita, joiden seurauksena fosfaattia esimerkiksi hieman saostuu tai mahdollisesti
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adsorboituu sailytysastian pintaan. Koeviikolla naytteissa ei havaittu silminnahtavaa

sakkaa.

Spektrofotmetri vs FIA

120
100
80
60
40
20

100

68,6

B Spektrofotometri tuore
FIA tuore

Kuva 19. Spektrofotometrisen ja FIA-menetelman vertailua.

Kuvassa 19 oleva kuvaaja on tehty ensimmaisen ja toisen koeviikon tulosten pohjalta.
Siina vertaillaan tuoreena mitattujen naytteiden tuloksia siten, ettd spektrofotometrilla
mitatut tulokset on oletettu edustavan 100 %:a, johon FlAlla mitatut tulokset on
suhteutettu. Keskiarvoja vertailemalla voidaan nahdéa spektrofotometrisen menetelméan
ja FIA-menetelmien vélinen ero. FlAlla maaritetyt fosfaattipitoisuudet olivat keskimaarin

vain 68,6 % spektrofotometrisen mittauksen fosfaattipitoisuuksista.

FIA vertailu
120 103,8 1042
100 95,1

100 '

80 H FIA tuore

FIA 1 vrk jakaapissa

60 EFIA 2 vrk jadkaapissa

40 B FIA 5 vrk jadkaapissa

20 = FIA pakastettu

0
%

Kuva 20. FIA-menetelmalla mitattujen, eri tavalla sailytettyjen naytteiden tuloksia.
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Kuvassa 20 on puolestaan vertailtu ensimmaisen ja toisen koeviikon FlAlla mitattuja
naytteitd, jotka on kasitelty eri tavoin. Kuvaajaa varten on oletettu tuoreeltaan FlAlla
mitattujen naytteiden olevan 100 %, ja suhteutettu muut naytteet siihen. Voidaan
nahda, ettd jaakaapissa 1 - 2 vuorokautta sailytetyt naytteet antavat hieman
korkeampia tuloksia. Viisi vuorokautta jaadkaapissa olleiden naytteiden tulokset ovat
hieman laskeneet, ja pakastettujen naytteiden tulokset ovat vahan alle puolet tuoreiden

naytteiden tuloksista.

Toisella koeviikolla naytevesista mitattiin myo6s kationi- ja DOC-pitoisuudet (dissolved
organic carbon). Taulukosta 1 nahdaan, ettd Mustajoen ja Haarajoen liuenneen
orgaanisen hiilen pitoisuudet ovat suunnilleen samalla tasolla, kun taas
Koiransuolenojan naytteessa on alhaisimmat pitoisuudet. Korkein pitoisuus on
Haarajoen naytteesséa. Taulukossa on esitetty myds muita naytteistd mitattuja tuloksia.
Naytteista Mustajoki oli selvasti samein, ja siind oli myds eniten rautaa. Mustajoki onkin
tunnettu humuspitoisuudestaan. Naytteiden pH oli melko tasainen. Voidaan huomata,
ettd merkittadvimmat erot FIAn ja spektrofotometrin valisissa tuloksissa oli niissa
vesinaytteissd, joiden rauta- ja humuspitoisuus oli korkein (Haarajoki, Mustajoki,
Koiransuolenoja). Vahaisimmat erot puolestaan oli Luhdanjoessa ja Loyttynojassa,
joista my6s rauta- ja DOC-pitoisuudet olivat matalimpia.

Taulukko 1. Kokoomataulukko

ero ero
Joki pH Sameus | Rauta DOC |FIA/spektrofotom. | tuore/pakastus
Luhdanjoki | 7,21 9,3 0,50 5,8 14 % <50%
Loyttynoja 7,07 7,4 1,00 2,5 2% >50 %
Haarajoki 6,68 7,8 1,33 15,3 30 % <50%
Mustajoki 6,91 16,6 2,23 13,7 27 % noin 50 %
Koiras.oja 7,38 7,7 1,22 8,0 28 % noin 50 %
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Opinnaytety6ta varten oltiin kiinnostuneita saamaan tietoa naytteissad olleen raudan
maarasta sen fosfaatinsitomiskyvysta johtuen. Tuloksista voidaan nahda, ettad puroista
eniten rautaa oli Mustajoen naytteessd. Runsas raudan maaréd naytteesséd saattaa
aiheuttaa pienempia tuloksia pakastuksen jalkeen, kun rautayhdisteet saostavat
fosfaattia vedestd. Toisaalta rautayhdisteistd saattaa vapautua jo alun perin
sitoutunutta fosfaattia happohydrolyysin vaikutuksesta happamia reagensseja
lisattdessa. Samat nakokulmat patevat myds liuenneen orgaanisen hiilen tuloksiin, silla

myds orgaaniset hiiliyhdisteet voivat sitoa fosfaattia itseensa.

5.3 Kolmannen koeviikon tulokset

Kolmannella koeviikolla tutkitin kolmea erityyppista naytetta. Naytteet oli keratty
yhdestd purosta sekd yhdesta jarvestd kahdelta eri syvyydeltd. Kaikki koeviikolle
suunnitellut kokeet eivat kuitenkaan valitettavasti onnistuneet. FIAn menetelmén
toistaminen spektrofotometrilla osoittautui aivan lilan kunnianhimoiseksi tehtavaksi. Oli
erittdin vaikeaa toistaa menetelmaa kasin sekuntikellon kanssa, eikd lammityskaan
onnistunut yhta hyvin kuin FlIA-laitteessa. Lisayskokeita tehtiin, mutta jalkeenpain kavi
ilmi, ettd inhimillisestd erehdyksestad johtuen naytteisiin oli lisatty niin olemattoman
pienia pitoisuuksia fosfaattistandardia, etteivat tulokset kertoneet oikeastaan mistaan
muusta kuin naytteiden laimenemisesta. Kinetiikkakokeet onneksi onnistuivat, joten

viikko ei mennyt taysin hukkaan.

Aivan aluksi haluttiin selvittdd naytteiden fosfaattimaaran perustaso alkumittauksella.
Naytteet mitattiin tavalliseen tapaan seka spektrofotometrilla ettd FlIAlla. Taulukossa 2
nahdaan taman alkumittauksen tulokset, joista heti voidaan havaita ettd hyvin suurissa
pitoisuuksissa FIA antoikin korkeamman tuloksen kuin spektrofotometri. Tahan voi
syyna olla esimerkiksi spektrofotometrin sameuden korjauksen epaonnistuminen tai se,
ettd nayte oli spektrofotometriselle menetelmalle liian vahvaa. Tuloksista kuitenkin

nahdaan, minka verran kussakin naytteessa suunnilleen oli fosfaattia.

Taulukko 2.  Kolmannen koeviikon alkumittaukset.

Spektrofoto- | FIA

Niyte metri pg/l | pg/l
Koiransuolenoja 11,58 10,27
Lovojarvi pinta 2,46 2,31

Lovojarvi pohja 1757,53 2382,69
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Kuva 21. Lovojarven alusvedesté otettu nayte. Reaktioaika 30 minuuttia.

Seuraavaksi naytteilla haluttiin tehd& kinetiikkakokeita. Kuvaajasta 21 voidaan n&hda,
ettd eri reagenssien reaktiot etenevét aivan eri tavoilla. FIAn reagenssien reaktio
nayttdd kaynnistyvan paljon hitaammin, spektrofotometrin reagenssien reaktio
puolestaan paasee tasapainotilaan melko nopeasti. Naytteend on Lovojarven
alusvedesta otettu vesi, jossa on erittdin runsaasti (n. 1600 mg/l) fosfaattia.
Spektrofotometrin reagensseilla saavutettu tasapainotila nayttaisi kestdvan melko
pitkdan ennen kuin se alkaa hiljalleen laskea. FIAn reagenssien reaktio puolestaan ei

nayta loytavan tasapainotilaa lainkaan puolessa tunnissa.
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Kuva 22. Vahvin standardi, numero 8. Reaktioaika 15 minuuttia.
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Toisena naytteené kaytettiin kalibrointiliuosten vahvinta standardia, jossa on fosfaattia
310 pg/l. Kuvasta 22 voidaan huomata, etté reaktiot etenevéat hyvin samaan tapaan
kuin Lovojarven naytteesséakin. 15 minuutin aikana FIAn reagenssien reaktio ei nayta
saavuttavan lainkaan samaa tasoa spektrofotometrin reagenssien reaktion kanssa.

FIAn viiva nayttaa myos laskevan alussa hieman ennen kuin se alkaa nousta.

Koiransuolenoja
0,05
0,045
0,04 /
el ——
0,03
< 0,025
0,02 ——FIA
0,015 — a— = Spektrofotometri
001 =
0,005
0
0 200 400 600 800 1000
t(s)

Kuva 23. Koiransuolenojan nayte, reaktioaika 15 minuuttia.

Kolmas nayte oli reilusti laimeampi kuin kaksi edellistd, silla Koiransuolenojan
naytteessa oli vain n. 11 ug/l fosfaattia. Kuvasta 23 nahdaan, etta reaktioiden profiilit
ovat saman tapaiset kuin vahvemmillakin naytteilla mitattaessa, mutta viivojen jarjestys
on painvastainen. FIAn reagensseilla naytetdan saavan korkeampia absorbanssiarvoja
kuin spektrofotometrin reagensseilla. FIAn viivassa nahdaan selkea lasku ennen kuin
viva alkaa jalleen nousta, spektrofotometrin viiva puolestaan nayttaa Ioytavan

tasapainotilan melko nopeasti.

Kuvaajien perusteella voidaan sanoa, etta reaktiot etenevat hyvin eri tavalla.
Luonnollisesti FIAn reagenssit kayttaytyvat hieman eri tavalla FlA-laitetta kayttdessa
lAmpdhauteesta ja erilaisesta sekoituksesta johtuen, mutta on silti kyseenalaista ehtiik®
reaktio tasapainotilaan laitteen huomattavasti lyhyemmassé reaktioajassa. Erikoista on
myds FIAn reagenssien kuvaajissa esiintyvd absorbanssin lasku. Spektrofotometrin
reagensseilla mahdollisesti tapahtuvaa happohydrolyysidkdan ei voida taysin

poissulkea, joskin reaktioiden profiilien perusteella sen taytyisi tapahtua aivan reaktion
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alkuvaiheessa. Muussa tapauksessa myds spektrofotometrin viiva kohoaisi pikkuhiljaa

pidemman ajan kuluessa.

Kuva 24. Keltainen vérireaktio koeputkessa kinetiikkamittausta tehdessa.

Kinetiikkamittauksia tehdessa huomattiin erikoinen ilmid, jota havainnollistaa kuva 24.
FIAn reagensseja kaytettdessa laimeissa liuoksissa tapahtui keltainen vérireaktio
riippumatta siité, oliko koeputkessa lainkaan fosfaattia vai ei. Menetelméan mukaanhan
molybdaatin reagoidessa fosfaatin kanssa pitéaisi muodostuvan kompleksin olla aluksi
variltddn keltaista, ja sen jalkeen se askorbiinihapolla pelkistyy siniseksi. Laimeat
liuokset kuitekin jaivat keltaiseksi, ja keltainen vari havaittiin myds silloin, kun naytteena
oli MQ-vetta tai nayte puuttui kokonaan. Voidaan olettaa tdman johtuvan siita, etta
FlAlla kaytetyt reagenssit ovat lilan vahvoja. Talloin varireaktio saattaa ilmeté silloinkin,
kun ei pitaisi.
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6 Yhteenveto

Taman opinnaytetydn tavoitteena oli selvittaa, mitkd asiat naytteen esikasittelyssa ja
kaytetyssa analyysimenetelmassa vaikuttavat fosfaatin maaritykseen
luonnonvesinaytteistd. Vesinaytteitd tutkittiin tekemalla niille erilaisia suodatuksia ja
sdilyvyyskokeita, suorittamalla mittauksia sekéd FlAlla ettéd spektrofotometrilla, seka

kineettisilla mittauksilla spektrofotometrilla reaktion kulun selvittdmiseksi.

Kolmen koeviikon tuloksena saatiin paljon arvokasta tietoa luonnonvesien
fosfaattimaarityksesta.  Sailyvyyskokeissa todettiin, ettd pakastus on huono
sailytysmenetelmé naytteille ja ettéd jadkaappisailytys voisi sopia paremmin silloin, kun
naytteitd ei voida analysoida heti. Sailytys ei kuitenkaan ollut kaikissa naytteissa
yksiselitteista, vaan erilaisten vesien kemialliset ja muut mahdolliset ominaisuudet
tuntuivat vaikuttavan tuloksiin melko paljon. Sailytyksen suhteen olisikin viela paljon
tutkittavaa ja selvitettavaa, etenkin kun samoista puroista otetut naytteet saattavat

kayttaytya aivan eri tavoilla eri vuodenaikoina.

Kinetiikkakokeista nahtiin, etta kahdella eri menetelmalla suoritetut reaktiot etenevét eri
tavoilla. On hyvin todennédkdista, ettei FlAlla kaytetty menetelmad sovellu laitteelle
sellaisenaan, vaan se kaipaisi jonkin verran muokkaamista ja optimointia parhaan
tarkkuuden saavuttamiseksi. Reaktioaika saattaa olla liian Iyhyt ja reagenssit
mahdollisesti liian vahvoja. Toisaalta happamat reagenssit saattavat aiheuttaa joissakin
naytteissa happohydrolyysia, jolloin tulos saattaa olla korkeampi kuin naytteen
todellinen fosfaattipitoisuus. Itse laitteen mittauskyvyssa tuskin on vikaa, silla

synteettisesti valmistettujen naytteiden mittaaminen on asemalla onnistunut ihan hyvin.

Projekti oli erittdin mielenkiintoinen, mutta se ei valitettavasti onnistunut kaikilta osin
niin hyvin kuin olisi voinut toivoa. Erityisesti jai harmittamaan lisayskokeiden
epaonnistuminen ja niistd saatavien tulosten puuttuminen. Myds paljon muita
tutkimusideoita jouduttiin jattAmaan opinndytetydstd pois ajanpuutteen vuoksi.
Projektissa olisikin ollut mielenkiintoista tekemista vaikka kuinka paljon, ja
jatkotutkimuksia on varmasti tehtava esimerkiksi sailyvyyskokeiden osalta tulosten
varmentamiseksi. Tuntuu, ettd ylipdatddn fosfaatissa ja sen maarityksessa olisi vield

paljon tutkittavaa tieteen eri aloille.



45

Lahteet

1 Lammin biologisen aseman kotisivut. 2003. Verkkodokumentti. Helsingin
yliopisto. <http://www.helsinki.fi/lammi/> Luettu 9.8.2012.

2 Zumdahl, S. & Zumdahl, S. 2003. Chemistry, 6" Edition. Boston: Houghton Mifflin
company.

3 Fosfori veden laatua kuvaavana muuttujana. 11.1.2011. Verkkodokumentti.
<http://www.ymparisto.fi/default.asp?node=17448&lan=fi> Valtion
Ymparistohallinto. Luettu. 13.8.2012.

4 Wetzel, R. 2001. Limnology: Lake and River Ecosystems, 3" Edition. San Diego:
Academic Press. S. 239 — 288.

5 Ravinteiden kierto. 10.11.2009. Verkkodokumentti.
<http://www.ymparisto.fi/default.asp?node=1821&lan=fi> Valtion
ymparistohallinto. Luettu 6.8.2012.

6 Fytianos, K., Voudrias, E. & Raikos, N. 1998. Modelling of Phosphorous Removal
from Agueous and Wastewater Samples Using Ferric lon. Environmental Pollu-
tion 101/1998, s. 123 — 130. Elsevier Science Ltd.

7 Phosphate Precipitation With Ferrous lon. 1971. Water Pollution control research
Series 09/71. US environmental protection agency.

8 Wetzel, R. & Likens, G. 2000. Limnological Analyses, 3" edition. New York:
Springer.

9 Reece, J., Urry, L., Cain, M., Wasserman, S., Minorsky, P. & Jackson, R. 2008.
Campbell Biology, 8" Edition. San Francisco: Pearson Education.

10 Magnuson, J., Kratz, T. & Benson, B. 2006. Long-Term dynamics of Lakes in the
Landscape — Long-Term Ecological Research on North Temperate Lakes. New
York: Oxford university press.

11 Harris, D. 2007. Quantitative Chemical Analysis, 7" Edition. New York: W. H.
Freeman and Company.

12 EM spectrum.svg. Verkkodokumentti.
<http://commons.wikimedia.org/wiki/File:EM_spectrum.svg> Wikimedia Com-
mons. Luettu 28.12.2012.

13 Shimadzu Spectrophotometer UV-1800 instruction manual system user’s guide.

14 Jaarinen, S. & Niiranen, J. 2005. Laboratorion analyysitekniikka, 5. painos.
Helsinki: Edita

15 Ruzicka, J. &, Hansen, E. 1988. Flow Injection Analysis, 2nd edition. New York:
John Wiley & Sons.

16  ThermoFischer - Peristalttiset- ja letkupumput. Verkkodokumentti.

<http://www.finnosalo.fi/thermofisher> Finnsalo Oy. Luettu 23.7.2012.



17

18

19

20

21

22

23

46

Tyson, J. 1985. Flow Injection Analysis Techniques for Atomic-Absorption Spec-
trometry, A Review. Analyst: May 1985, vol 110, s. 419 — 428.

Peristaltic and Sinusoidal Pumps — how they work. Verkkodokumentti.
<http://www.watson-marlow.com/us/support/Key-Facts/> Watson-Marlow Pumps
Group. Luettu 23.7.2012.

Peristaltic Pumps — A lot more than just heavy duty. 2012. Verkkodokumentti.
<http://www.verderflex.com/news/single/artikel/new-dura-45/> Verdeflex. Luettu
21.7.2012.

SFS-EN ISO 6878. Water quality — Determination of phosphorous — ammonium
molybdate spectometric method. Suomen standardoimisliitto. Vahvistettu
18.10.2004.

llola, R. 2012. Erikoislaboratoriomestari, Lammin biologinen asema, Helsingin
yliopisto, Lammi. Keskustelu 9.8.2012.

Ordior Lachat OQ 8000 FIA-kayttéohje.
UV 1800. 2012. Verkkodokumentti.

<http://www.ssi.shimadzu.com/products/product.cfm?product=uv1800> Shima-
dzu Scientific Instruments. Luettu 29.8.2012.



Kalibrointitulokset

A
O Fr N WA OO N ©

o

y = 0,0233x + 0,0072
R2=1

FIA

50 100

150
Mg/l

200 250

300

350

Kuva 1. FIAn kalibrointisuora

Taulukko 3.  Kalibroinnin tulokset

Std pg/l area
1 1,55 0,0509
1 1,55 0,04595
2 31 0,08398
2 31 0,08609
3 9,3 0,2135
4 155 0,3643
5 31 0,7251
6 62 1,436
7 155 3,626
8 310 7,219
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Kuva 2. Spektrofotometrin kalibrointisuora

Taulukko 4.  Kalibroinnin tulokset
Std ug/l AO

0 0 0

1 1,553 0,001
2 3,106 0,002
3 9,319 0,006
4 15,532 0,01
5 31,064 0,021
6 62,128 0,043
7 155,32 0,108
8 310,64 0,216
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Tulostaulukot

Liite 2
1(2)

Néaissa taulukoissa on listattuna kunkin koeviikon tulokset mittauspaivien perusteella.

Taulukko 5. Ensimmaisen koeviikon tulokset
11.7. 12.7. 13.7 31.7.

Nayte Spek 11.7. FIA | Spek 12.7. FIA | Spek 13.7. FIA | Spek 31.7. FIA
Mustajoki 1 17,486 |13,05579 17,104 |13,21702 |6,017 |7,130631 |5,674 |7,92093

Mustajoki 2 17,771 |12,79399 |17,453 |13,46809 |6,282 |7,022523 |6,027 |7,953488
Mustajoki 3 17,508 |12,7382 19,594 |12,99574 6,149 |[7,031532 |[6,292 |7,981395
Loyttynoja 1 8,415 |8,141631 |8,541 |8,67234 2,27 3,823874 3,201 | 4,689767
Loyttynoja 2 8,306 |[8,175966 |8,629 |7,897872 [2,865 |3,902252 3,378 |4,714419
Loyttynoja 3 8,262 |8,103004 [8,585 [8,319149 [2,777 |3,756306 |3,334 |4,495814
Luhdanoja 1 18,055 |15,98712 |17,038 |15,52766 |9,654 |11,35586 |11,149 |11,74884
Luhdanoja 2 18,448 |15,37339 17,038 [15,82979 |9,962 |11,11261 11,679 |11,65581
Luhdanoja 3 18,361 |15,91845 17,104 |15,87234 |10,117 |11,22523 11,988 |11,90233
Koirans.ojal |14,207 |10,16738 |13,5 10,88936 |6,017 |6,761261 |6,314 |6,776744
Koirans.oja2 [13,901 |10,03004 |13,565 |10,62979 |5,709 [6,423423 |6,225 |7,32093

Koirans. oja3 [14,032 |10,1588 13,762 |10,78298 |5,819 |7,076577 |6,534 |6,981395
Haarajoki 1 22,011 |13,6824 17,454 |13,68511 |10,888 |10,64865 |10,553 |10,84186
Haarajoki 2 18,207 |13,66524 |17,476 |13,64681 |10,888 |10,57658 |11,06 |10,75349
Haarajoki 3 18,535 |13,77682 |17,563 |13,3617 10,734 |10,28378 11,149 |11,11163




Taulukko 6.  Toisen koeviikon tulokset
Spek

Nayte 25.7 FIA25.7 |FIA 26.7 FIA 27.7 FIA 30.7 FIA 31.7
Mustajoki 1 17,106 11,89868 |12,35091 |11,53917 |10,53555 |6,353488
Mustajoki 2 17,323 11,59471 |12,04761 [11,74194 |10,72986 |29,68837
Mustajoki 3 17,824 ]112,05286 |12,50475 |12,05069 |10,57346 |8,637209
Koirans.ojal |15,539 11,39207 11,84541 |12,61751 |11,82938 |6,897674
Koirans. oja2 |15,582 11,04846 |11,50255 |12,7788 11,5782 7,148837
Koirans. 0ja3 |15,735 11,46256 |11,91575 |12,87097 |11,66825 |7,148837
Haarajoki 1 18,825 12,42731 |12,87838 [12,52535 |11,21327 |9,939535
Haarajoki 2 18,847 12,36123 112,81244 12,34101 |11,46919 |9,64186
Haarajoki 3 18,76 12,19383 |12,64541 |12,2765 11,4455 9,24186
Lovo3m1l 2,721 0,123348 |0,601425 [1,499539 [1,765403 |1,136279
Lovo3m?2 2,851 0,29163 0,769337 1,910138 |1,645972 |1,100465
Lovo3m3 2,634 0,264758 |0,742524 |0,527742 |1,846445 |1,406977
Lovo pinta 1l 2,59 0,282379 |0,760107 |1,641014 [1,227962 |1,914419
Lovo pinta 2 2,807 0,296035 |0,773733 [1,739631 |[1,370616 |1,795349
Lovo pinta 3 2,546 0,34185 0,819447 11,658986 |1,891943 |1,623721
Ormajarvi 1 1,784 -0,565903 |-0,07946 |0,468433 |1,251659 |1,804186
Ormajarvi 2 1,784 -1,39295 |-0,91154 |0,116129 |-0,07626 |1,567907
Ormajarvi 3 1,763 -0,37621 |0,102963 |0,334562 |2,099052 |1,320465

Taulukko 7. Kolmannen koeviikon alkumittaus
Nayte Spek 12.9 |FIA 12.9
Koirans. ojal |11,249 9,932039
Koirans. oja2 |11,708 11,57767
Koirans. oja3 |11,796 9,296117
Lovo pintal 2,408 2,33301
Lovo pinta 2 2,276 2,221359
Lovo pinta 3 2,692 2,369903
Lovo pohjal [1737,858 |2382,699
Lovo pohja2 |1769,284 |2384,641
Lovo pohja3 |1765,432 |2380,272

Liite 2
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Liite 3
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Reagenssilista
Listassa on lueteltu opinnaytetyon liuosten valmistukseen kéaytetyt reagenssit, niiden
molekyylikaavat, valmistajat, kataloginumerot seka puhtausprosentit.
. Kaliumdivetyfosfaatti, KH,PO, (Riedel-de Haén; 73320; 99,5 %)
. Rikkihappo, H,SO, (Fluka; 4294M; 95 - 97 %)
. Askorbiinihappo, C¢HgOe (Sigma-Aldrich; 82750; 99,7 - 100,5 %)

. Ammoniummolybdaatti, (NH4)sM0,0,4°4H,0 (Riedel-de Haén; 03350; 99
%)

. Kaliumantimonitartraatti, CgH4K>01,Sb,*xH,O (Aldrich; 03818MA; 99+ %)
. Kloroformi, CHCI; (Riedel-de Haén; 8040S; 99,0 - 99,4 %)

e Natriumdodekyylisulfaatti, C1,H,s0SO,ONa (Fluka; 1112913 23904044; 2
98,0 %)

° Fosfaattistandardi (Fluka; 49227; 326,3 ppm P)



