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Ligniinin maaritys maanaytteesta

Ligniinin merkitys maaperatutkimuksessa

igniini on aromaattinen yhdiste, jota esiintyy

putkilokasvien soluseindmissd. Se on toiseksi
yleisin (15-30 %) kasvin jdadnnoksissd selluloosan
jilkeen. Ligniinimolekyyli koostuu fenyylipropa-
nyyliyksikoistd, jotka ovat kiinnittyneet toisiinsa
erilaisin hiili- (C-C) ja eetterisidoksin (C-O-C si-
dokset). Ligniini on erittdin vaikeasti hajoava aine
ja sen hajoaminen voi kestdi maaperissa satoja, jopa
tuhansia vuosia. Vain valkolahosieni voi hajottaa
ligniinin rakenteen kokonaan. Ligniini on myos yksi
humuksen tirked ldhtdaine.

Ligniinid on tutkittu perinteisesti paljon puukemi-
assa paperi- ja selluteollisuuden tarpeisiin. Metsa-
tieteissd ligniinid on analysoitu varsinkin karikkeen
hajoamiskokeiden yhteydessi ja tutkittaessa maan
orgaanisen aineen koostumusta. Myos ligniinin
ja muiden yhdisteiden, kuten selluloosan ja typen
yhteyttd on tutkittu. Vaikka ligniinistd on jo saa-
tu paljon tietoa, muun muassa sen rakenteesta ja
hajoamisesta, on tutkimus edelleen ajankohtaista.
Ilmastonmuutoksen on arveltu nopeuttavan maan
orgaanisen aineen hajoamista ja muuttavan pohjoiset
metsdmaat hiilen nielusta hiilen ldhteeksi. Hitaasti
hajoavana yhdisteend ligniinilld on tirked rooli tdssd
prosessissa.

Maa- ja kasvinidytteistd analysoidaan yleensd
ligniinin pitoisuutta, mutta my0s ligniinin raken-
ne ja sen muutokset ovat tirkeitd tekijoitd ligniinid
tutkittaessa. Ligniinin pitoisuus ndytteessd antaa
tietoa orgaanisen aineen hajoavuudesta. Ligniinin
kemiallinen koostumus vaihtelee eri kasvilajeilla,
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minké vuoksi esimerkiksi lehti- ja havupuiden lig-
niini voidaan erottaa toisistaan. Ligniinimolekyylin
rakenteen muutokset antavat tietoa ligniinin alku-
peristd sekd hajoamisasteesta.

Ligniinin maaritykseen kaytetyt
menetelmait

Kasviaineen ja maaperin ligniinin maéritysmene-
telmit jaetaan yleensd gravimetrisiin menetelmiin,
ligniinin rakennetta hajottaviin menetelmiin seki
spektroskooppisiin menetelmiin. Gravimetriset
menetelmit perustuvat kiintedn aineen painoon ja
niitd kiytetddn ndytteen ligniinipitoisuuden maarit-
tamiseen. Hajottavat menetelmit toimivat hajotta-
malla ligniinin rakenteen sidoksia kemikaalien ja
lammon avulla. Hajottavien menetelmien avulla
saadaan ligniinipitoisuuden lisdksi tietoa ligniinin
rakenteesta ja sen muuttumisesta. Spektroskooppi-
set menetelmét perustuvat tutkittavasta niytteestd
vastaanotetun siteilyn tutkimiseen. Spektroskopian
osa-alueita ovat muun muassa UV (ultravioletti), IR
(infrapuna) ja NMR (ydinmagneettinen resonanssi)
-spektroskopia. Spektroskooppisilla menetelmilld
saadaan tietoa ligniinin pitoisuudesta, rakenteesta
ja rakenteessa tapahtuvista muutoksista.

Kuparioksidihapetusmenetelma

Kuparioksidihapetusmenetelmi kuuluu ligniinin ra-
kennetta hajottaviin menetelmiin ja on yksi eniten
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maandytteiden ligniinin méadritykseen kiytetyisti
menetelmistd. Kuparioksidia on kéytetty ligniinin
hapetuksessa puuaineesta jo 1940-luvulta saakka,
mutta Hedgesin ja Ertelin (1982) kehittima menetel-
mi on erityisesti suunniteltu pienten ligniinimé&érien
analysoimiseen vihdn orgaanista ainetta siséltavistd
ndytteistd, kuten maa- ja sedimenttiniytteistd. Eri
tutkijat ovat vuosien varrella muokanneet mene-
telmédéd nopeammaksi ja helpommin kéytettaviksi.
Menetelméii on kdytetty mineraalimaandytteiden ja
vesistojen sedimenttien lisdksi myos kasvimateriaa-
lin tutkimiseen. Kuparioksidihapetusmenetelmalld
on mahdollista saada tietoa paitsi ndytteen ligniinipi-
toisuudesta myos sen rakenteesta. Menetelmi antaa
siten hyodyllisti tietoa kasvillisuuden ja maankady-
ton vaikutuksista maaperin hiilenkiertoon.

Kuparioksidihapetusmenetelméssd nédyte hape-
tetaan kuparioksidilla noin 170C° ldmpotilassa
typpikaasussa. Hapetuksessa vapautuu ligniinin fe-
nolijohdannaisia, jotka voidaan uuttaa orgaanisella
livottimella ja analysoida kromatografisesti, esimer-
kiksi kaasukromatografi-massaspektrometrilld (GC/
MS) tai nestekromatografilla (HPLC). Hapetus toi-
mii rikkomalla ligniinin rakenteen eetterisidoksia,
jolloin fenolijohdannaiset vapautuvat. Aromaattiset
hiilisidokset pysyvit ehjind. Hapetusprosessi muis-
tuttaa valkolahosienelld tapahtuvan ligniinin hajo-
tuksen ensimmaistéd vaihetta.

Ligniinin fenolijohdannaiset voidaan jakaa eri
ryhmiin, jotka kuvastavat ligniinin alkuperdi. Naitid
ovat p-hydroksyyli-, vanillyyli-, syringyyli- ja sin-
namyylifenoliryhmit, jotka koostuvat ketoneista,
aldehydeistd ja karboksyylihapoista. Havupuiden
ligniini koostuu enimmékseen vanillyylifenoleista
kun taas lehtipuissa on suunnilleen yhti paljon va-
nillyyli- ja syringyylifenoleita. Sinnamyylifenolit
ovat ominaisia puuvarrettomille kasveille, kuten
heinille. Ligniinin alkuperédd néytteessid kuvataan-
kin yleensd syringyyli- ja vanillyylifenoleiden seké
sinnamyyli- ja vanillyylifenoleiden suhteilla.

Néytteen kokonaisligniinipitoisuutta kuvataan
useimmiten vanillyyli-, syringyyli- ja sinnamyyli-
fenoleiden yhteismédrilld. P-hydroksyylifenoleita
ei yleensi oteta mukaan laskuihin, koska ne voivat
olla my6s muista ldhteistd kuin ligniinistd, kuten
aromaattisista aminohapoista. Kuparioksidihapetus-
menetelmalld saadun ligniinin fenolijohdannaisten
kokonaispitoisuuden on arvioitu olevan noin 10 %

kuusen ligniinin kokonaispitoisuudesta. Loppu
koostuu kondensoituneista rakenneosista, kuten
fenyylikumaraanista ja pinoresinolista. Ligniinin
hajoamisastetta voidaan tutkia eri fenoliryhmien
happo- ja aldehydiyhdisteiden suhteilla, koska lig-
niinin hajotessa happojen osuus aldehydeihin nih-
den kasvaa.

Tioasidolyysimenetelma

Myos tioasidolyysimenetelmé kuuluu ligniinin ra-
kennetta hajottaviin menetelmiin. Menetelméi on
kiytetty pddasiassa puu- ja sellumateriaalin sisél-
tdmin ligniinin analysointiin, mutta silld on ana-
lysoitu myos heinédkasveja. Tioasidolyysi perustuu
ligniinin kemialliseen hajotukseen asidolyysilld ja
fenolijohdannaisten kromatografiseen analysointiin.
Menetelmid antaa tietoa ligniinin esiintymisesti,
pitoisuudesta ja rakenteesta. Sitd voidaan kidyttdd
tyypillisimpien ligniinin fenolijohdannaisten, kuten
syringyyli- ja vanillyyliryhmien, tunnistamiseen ja
luokitteluun.

Menetelmissa ndyte liuotetaan dioksaani-etaani-
tioliin BF3-eetteraatin kanssa. Tioasidolyysi toimii
hajottamalla ligniinin rakenteen tyypillisimpid si-
doksia antaen néin tietoa ligniinin hajotuksessa va-
pautuvista fenolijohdannaisista. Fenolijohdannaisten
avulla on mahdollista saada tietoa ligniinin alkupe-
rastd. Jos menetelmid jatketaan Raneyn nikkelilld
tapahtuvalla desulfuraatiolla, saadaan tietoa myos
muista ligniinin sidoksista, kuten C-C-sidoksesta.
Niin saadaan enemmén tietoa ligniinin rakenteesta
kuin menetelmén ensimmadisessi vaiheessa.

Klason-ligniinimenetelma

Klason-ligniinimenetelm4, joka kuuluu gravimetri-
siin menetelmiin, on kehitetty ligniinin madrittimi-
seksi puuaineesta. Menetelméd on kédytetty paljon
puu- ja sellumateriaalin, mutta myos kasvi- ja mi-
neraalimaaniytteiden ligniinipitoisuuden maaritta-
miseen. Klason-ligniinimenetelma perustuu siihen,
ettd ndytteestd poistetaan muut aineet, jolloin jéljelle
jéa ligniini.

Menetelmisséd nédytteestd uutetaan lipidit (rasvat
jarasvamaiset yhdisteet) ja muut uuttuvat aineet or-
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Taulukko I. Testattujen ligniinin méaritysmenetelmien vertailu.

Menetelmi Tulos

Kuparioksidihapetus

ligniinin kokonaispitoisuus ja ligniinin fenolijohdannaisten pitoisuudet saatiin

madritettyé eri maakerroksille

Klason-ligniini

ligniinin kokonaispitoisuus (sisdltden happoon liukenemattoman ja

liukenevan ligniinin) saatiin mééritettyé eri maakerroksille

Tioasidolyysi

ligniinin fenolijohdannaisia ei havaittu peltomaaniytteistd,

turvemaandytteille saatiin madritettyé tarkeimpien fenolijohdannaisten pitoisuudet

FTIR

gaanisilla liuottimilla ja vedelld sekd lopuksi hyd-
rolysoidaan (hajotetaan polymeerit) hiilihydraatit
vahvalla rikkihapolla. Jiljelle jid happoon liuke-
nematon orgaaninen jaidnnds, jota usein kutsutaan
Klason-ligniiniksi menetelmin kehittdjin mukaan.
Hydrolyysin suodoksesta voidaan edelleen méaérittdd
happoon liukenevan ligniinin osuus UV-spektrofoto-
metrilld. Méiritys tapahtuu aallonpituudella 205 nm
ja suodosta laimennetaan niin, ettd absorbanssi on
vililla 0,2-0,7. Happoon liukenematon ja happoon
liukeneva ligniini muodostavat yhdessd ndytteen
kokonaisligniinipitoisuuden.

FTIR (Fourier Transform Infrared) -spektroskopia

Spektroskooppisia menetelmid on kiytetty paljon
varsinkin kasvi- ja maanéytteiden sisédltdmien yhdis-
teiden tutkimiseen. FTIR-spektroskopiassa tutkitaan
infrapunasiteilyn vaikutusta molekyyleihin. Mene-
telmélld voidaan tunnistaa ligniini niytteessd sekd
tarkastella ligniinin rakennetta ja sen hajoamisen
aikana tapahtuvia rakenteellisia muutoksia. Spektro-
metri antaa tietoa tutkittavan nédytteen kemiallisista
sidoksista ja funktionaalisten ryhmien esiintymises-
td. My0s ndytteen ligniinipitoisuuden méérittiminen
on mahdollista tulosten kalibroinnin avulla, esimer-
kiksi monimuuttujamenetelmii kiyttden.

Kiintedd ndytettd analysoitaessa kiytetidin yleensa
menetelméd, jossa jauhetusta ndytteesti ja kalium-
bromidista tehddin kirkas tabletti, joka asetetaan
laitteeseen. Kaliumbromidia kidytetddn tabletin
teossa koska se ldpdisee infrapunasiteilyd. Table-
tin tekoon kéytettavit aineet eivét saa sisiltdd vettd,
silld se nikyisi voimakkaasti spektrissd. MyOs nes-
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ligniinille tyypillisid sidoksia havaittiin spektrissd

temdistd ndytettd voidaan tutkia, esim. laittamalla
tippa naytettd kahden kaliumbromiditabletin viliin.
Ligniinin voi tunnistaa FTIR-spektrin alueella mole-
kyylin rakenteen perusteella. Esimerkiksi aromaat-
tinen (C=C) sidos 16ytyy spektrin kohdasta 1620
cml.

Menetelmien soveltuvuus maanidytteiden
ligniinin maaritykseen

Menetelmien soveltuvuutta maan ligniinin tutki-
mukseen testattiin kdyttdmilld metsitetyiltd pel-
loilta kerdttyjd maandytteitd (taulukko 1). Tioasi-
dolyysimenetelmén soveltuvuutta tutkittiin myos
turvendytteilli.

Kun metsitetyn peltomaan kokonaisligniinipi-
toisuus mitattiin kuparioksidihapetusmenetelmalld
ja Klason-ligniinimenetelmilld havaittiin, ettd jil-
kimmiinen menetelmisté tuotti selvisti suuremman
kokonaispitoisuuden. Karike- ja maandytteiden
Klason-ligniinimenetelmailld saadut ligniinin pitoi-
suudet ovat usein todellista pitoisuutta suurempia,
johtuen siitd, ettd jadnnos sisdltdd muutakin kuin
ligniinia.

Kun tioasidolyysimenetelmélld analysoitiin metsi-
tetyltd pellolta otettua kivenndismaanéytettd lignii-
nin fenolijohdannaisia ei havaittu lainkaan. Koska
kuparioksidihapetusmenetelmélld vastaavasta nédyt-
teestd pystyttiin tunnistamaan ligniinin johdannaiset,
johtopiitelmi oli, ettd tioasidolyysimenetelmalld
kdytetty ndytemiird, 80 mg maata, oli liian pieni.
Varsinkin jos ndytteen sisdltima ligniini on erittdin
hajonnutta, nédytteen ja sisdisen standardin suhdetta
tulisi kasvattaa. Turveniytteistd 10ytyi tioasidolyy-
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simenetelmélld syringyyli- ja vanillyyliryhmit ja
niille pystyttiin laskemaan pitoisuudet. FTIR-me-
netelmdlld pystyttiin havaitsemaan osa ligniinille
tyypillisistd sidoksista.

Testatuilla menetelmilld saadut tulokset olivat
vertailukelpoisia aiempien tutkimusten kanssa.
Kuparioksidihapetusmenetelmélld saadut metsitet-
tyjen peltomaiden ligniinipitoisuudet olivat samaa
suuruusluokkaa aiemmin tutkimuksissa esitetty-
jen tulosten kanssa. Ligniinin fenolijohdannaisten
suhteet olivat keskimiérin pienempid, mutta happo/
aldehydi-suhteet olivat suurempia kirjallisuudessa
esitettyihin lukuihin verrattuna. Klason-ligniinime-
netelmilld saadut ligniinipitoisuudet olivat muihin
tutkimuksiin verrattuna pienempii. Tioasidolyysi-
menetelmélld saaduille turvemaan ligniinipitoisuuk-
sille ei 16ytynyt vertailua kirjallisuudesta.

Sopivan menetelman Iéytaminen

Koska ligniinin rakenne on heterogeeninen sisiltien
monia erilaisia sidoksia, ei ole olemassa menetel-
mii, jolla pystyttdisiin médrittiméadn mineraalimaa-
ja kasvindytteen absoluuttinen ligniinipitoisuus.

Kuparioksidihapetusmenetelma niyttéisi silti ole-
van sopivin maandytteen ligniinin analysoimiseen.
Vaikka menetelmi aliarvioi ligniinin kokonaiskon-
sentraation, antaa se tdrkedd tietoa ligniinin raken-
teesta, alkuperistd ja hajoamisasteesta. Yhdistettyni
esimerkiksi FTIR-spektroskopian kanssa, menetel-
milld saadaan kattavaa tietoa maaperin ligniinisti.
Tioasidolyysimenetelméén verrattuna kuparioksidi-
hapetusmenetelma on yksinkertaisempi ja helpompi
toteuttaa. Siind kiytettdavit kemikaalit ovat vihem-
min haitallisia ja menetelmidn saanto suurempi.
Tioasidolyysimenetelmési ei ole kiytetty kovinkaan
paljon maaniytteille, eikd sen kdytto luultavasti ole
mielekéstd.

Klason-ligniinimenetelmissd vahvan rikkihapon
voidaan olettaa muuttavan ligniinin rakennetta. Hap-
poon liukenemattoman jadnnoksen on myos arveltu
sisdltdvin muutakin kuin ligniinid, esim. kutiinia ja
suberiinia, ja ndin yliarvioivan ligniinin pitoisuutta
niytteessd. Menetelméi ei tutkijoiden mukaan tulisi
kayttdd hajoaville kasvimateriaaleille, koska hajo-
amisen aikana happoon liukenevan ligniinin mééra
saattaa muuttua. Nidin ollen Klason-ligniinimenetel-

mi ei ole paras mahdollinen menetelmi maaperin
orgaanisen aineen tutkimiseen.

Spektroskooppiset menetelmét ovat kemiallisiin
hajotuksiin verrattuna nopeampia ja helpompia to-
teuttaa. Naytteet eivit tarvitse aikaa vievid esikésit-
telyjd ja laitteiden kehityksen myoté analysoinnista
on tullut entistd yksinkertaisempaa. Vaikka FTIR-
spektroskopialla on monia etuja kemiallisiin lignii-
nin rakennetta hajottaviin menetelmiin verrattuna,
se ei kuitenkaan anna yhtd paljon tietoa ligniinin
rakenteesta ja alkuperistd. Menetelmén kayttod esi-
merkiksi yhdesséd kuparioksidihapetusmenetelmin
kanssa tulisi tutkia lisdi.
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