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Opinndytetyon tavoitteena on selvittdd mahdollista validointia varten uima-allasvesien
pikamenetelmien analyysiluotettavuutta verrattuna SFS-standardeihin. Lisédksi opin-
ndytetyOssd perehdytdén kahteen eri analysointikohteeseen, joita tutkitaan uima-
allasvesistd: Pseudomonas aeruginosa -bakteeriin ja allasveden klooripitoisuuteen seki
nédiden standardin mukaisiin analyysimenetelmiin ja pika-analyysimenetelmiin. Tydssé
selvitetddn my0s allasveden laatuvaatimuksia ndiden kahden analyysin osalta. Nykyi-
selld analyysimenetelmélld bakteerin todentaminen vesindytteestd kestdd kahdesta
vuorokaudesta jopa neljdédn vuorokauteen. Pikamenetelmailld positiivinen tulos pysty-
tadn antamaan jo 24 tunnin jilkeen. Kloorin méairitystd koskeva laki tullee muuttumaan,
joka vaatii klooripitoisuuden analysoinnin mahdollisimman pian néytteenoton jélkeen.
Tamd tarkoittaa kloorin tutkimista jo paikanpédlld, jolloin tulokset pystytddn
raportoimaan nopeasti eteenpdin.

Pseudomonas aeruginosa -bakteeri méaéritettiin Pseudalert-pikamenetelmélld. Menetel-
mén toimivuutta arvioitiin t-testilld ja erilaisilla laimennossarjoilla, joiden pitoisuudet
arviolta tiedettiin. Klooripitoisuutta testattiin Merckin fotometrilla, jota on mahdollista
kuljettaa mukana néytteenotossa. Laitteella pystyttiin mittaamaan vapaa kloori ja
kokonaiskloori. Sekd Pseudalert-menetelmdd ettd fotometrista menetelmii verrattiin
SFS-standardin mukaisiin menetelmiin.

Pseudalert-menetelmd osoitettiin t-testin mukaan toimivaksi analyysimenetelmaiksi,
mutta hdiriotekijoiden huomattiin védrentdvin analyysiluotettavuutta. Tilastollisesti
pikamenetelmd antaa samanlaisia tuloksia, kuin tdmén hetkinen standardin mukainen
menetelmd. Jotta pikamenetelmé voitaisiin ottaa kayttoon, tarvitaan lisdtutkimuksia
hairiotekijoiden poistamiseksi. T-testilld vertailtiin myds fotometrin ja spektro-
fotometrin vilisid analyysituloksia. Testin mukaan vapaan kloorin tulokset eivét
juuriakaan eroa toisistaan, mutta kokonaiskloori eroaa 5 %:n merkitsevyystasolla. Syy
tulosten erilaisuuteen ei selvinnyt. Kokeilla pystyttiin osoittamaan laite toimivaksi,
mutta tilastollisesti hieman epdvarmaksi analyysilaitteeksi.
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The aim was to compare rapid methods of swimming pool water against the standard
methods in order to get background information for further validation. Two different
analysis parameters were as well studied that are researched in swimming pool water: a
bacterium called Pseudomonas aeruginosa and chlorine concentration. SFS-standards
and rapid methods are also clarified. Furthermore, quality requirements of swimming
pool water are presented. The principal aim is to explore the reliability of rapid analysis
compared to SFS-standards. It takes two to four days to analyse Pseudomonas
aeruginosa with the current analysis. A positive bacterium result can be discovered after
24 hours with the rapid test. The law of measuring chlorine concentration is going to
change in the future. It will demand measuring the chlorine as quickly as possible after
sampling, which leads to measuring the concentration already on site so the results can
be reported faster to the customer.

Pseudomonas aeruginosa was defined by a rapid test called Pseudalert. The usability of
the method was estimated by utilizing a t-test and different kinds of dilution chains. The
concentration of chlorine was analyzed with a photometer made by Merck. Free
chlorine and total chlorine could be measured by a photometer. The most significant
selection criterion was the portability of the device. The results of the rapid test were
compared to the results of SFS-standards.

The t-tests proved Pseudalert workable but distractions caused doubt to realiability of
the results. Statistically the test results of the rapid test were similar to SFS-standards.
More analyses are needed for removal of the distractions if Pseudalert is wanted to be
adopt. The relation between the results of the photometer and the spectrophotometer
were also analyzed by a t-test. According to the test results, the results of free chlorine
do not differ from each other when measured with the two devices. However, total
chlorine differs at a significance level of 5 %. The reason for the difference of the
results was not found. It can be concluded that for analysing chlorine SFS-standard is
more reliable than the tested photometer.
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1 JOHDANTO

Uima-allasveden lakisditeiseen laadunvalvontaan kuuluu sekd mikrobiologisia etté
fysikaalis-kemiallisia tutkimuksia. Opinndytetydssd perehdytddn kahteen eri osa-
alueeseen: Pseudomonas aerigunosa -bakteeriin ja allasveden klooripitoisuuteen
sekd ndiden standardin mukaisiin analyysimenetelmiin ja pika-analyysimenetelmiin.
Pseudomonas aeruginosa on ainut mikrobiologinen patogeeni, jota tutkitaan
virallisista vesindytteistd. Talld hetkelld tutkimustulosten valmistuminen kestdd
kahdesta vuorokaudesta neljddn vuorokauteen. Pikamenetelmilld tulokset saadaan
varmistetuksi jo 24 tunnin jédlkeen. Klooripitoisuuden méaérityksen asetus tullee
muuttumaan, jolloin tulosten analysointi tullaan tekemdin mahdollisimman pian
nédytteenoton jidlkeen. Tdmd takaa nopean raportoinnin veden puhtaustasosta heti

paikan paalla.

Opinndytetyossd selvitetddan IDEXX Laboratories -yrityksen kehittdmaa Pseudalert-
pika-analyysin kdyttod ja luotettavuutta Pseudomonas aeruginosan méiérittdmiseen
verrattuna standardiin SFS-EN ISO 16266:2008 “Veden laatu. Pseudomonas
aeruginosan havaitseminen ja lukumddran maidritys. Kalvosuodatustekniikka.”
Opinndytetyossd selvitetddn myos pikamenetelmdn kayttod kloorin madritykseen.
Testaukseen kéytettiin Merckin fotometria. Tuloksia verrattiin standardiin SFS-EN
ISO 7363-2:2000 Vapaan ja kokonaiskloorin mééritys vesindytteistd.” Tamidn
standardin mukaisesti ndytteet tutkitaan UV/Vis-laitteella. Analyysituloksilla on

tarkoitus saada taustatietoa mahdollista validointia varten.

2 KAUHAJOEN ELINTARVIKELABORATORIO

Kauhajoen elintarvikelaboratorio on Eteld-Pohjanmaalla Kauhajoen kaupungissa
sijaitseva virallinen elintarvike-, hygienia-, terveydensuojelu- ja eldintautilain nojalla
hyvéksytty tutkimuslaitos (EL 210) ja FINAS akkreditoitu testauslaboratorio nro

T091. Se palvelee Kauhajoen kaupungin hallintokuntia ja laitoksia, Suupohjan perus-
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palveluliikelaitoskuntayhtyméd ja muita ldhikuntia. Néiden lisdksi ndytteitd saapuu
tutkittavaksi myds muualta Suomesta. Tarkeimpid asiakkaita ovat ldhi-alueiden
elintarvikeyritykset, vesilaitokset ja -yhtymét sekd maatalousyrittdjit. Elintarvike-
laboratorion toiminta-ajatuksena on edistdd laadukkaiden ja turvallisten elintarvik-
keiden tuottamista sekd puhtaan elin- ja asuinympériston ylldpitdmistd tarjoamalla
niihin innovatiivisia tyokaluja ja ratkaisuja. Laboratorio toimii kiintedsti yhteistydssi
Seindjoen ammattikorkeakoulun Liiketalouden, yrittdjyyden ja ravitsemisalan
yksikon Kauhajoen toimipisteen kanssa. Lisdksi laboratorio on osa Food Park
-osaamiskeskittymdd, jonka tavoitteena on mm. edistdd paikallisten elintarvike-

yritysten kilpailukykya. /1./, /2./, /3./

3 UIMA-ALLASVESIEN LAATUVAATIMUKSET

Erilaiset mikrobit viihtyvit hyvin kosteissa tiloissa ja puutteellisen hygienian seuraa-
muksena ne saattavat aiheuttaa tilojen kéyttdjille terveyshaittoja. Haittojen
ehkdisemiseksi kosteiden tilojen allasveden, ilman ja pintojen laatu ja hygienia on

oltava moitteetonta. Hygieniaa tulee siis tarkkailla usealla eri tasolla. /8./, /9./

Allasveden laatuvaatimukset edellyttdvit, ettd allasvesi ei aiheuta vaaraa ithmisen
terveydelle. Asetuksessa (315/2002) on annettu vaatimukset yleisimmille haitta-
tekijoille. Tamén lisdksi asetus edellyttdd, ettei allasvedessd ole muitakaan pien-
elioitd, loisia tai aineita sellaisina méérind tai pitoisuuksina, joista voisi olla vaaraa

thmisen terveydelle. /6./

3.1 Mikrobiologiset laatuvaatimukset

Uimaveden mikrobiologista laatua voidaan arvioida maérittdmélld vedestd hetero-
trofiset pesdkeluvut (22 °C ja 36 °C) ja Pseudomonas aeruginosa -bakteerin
esiintyminen. Vanhassa SFS-standardissa kdytdssa olleet ulostesaastumista kuvaavat
lampdokestoiset koliformiset bakteerit on jétetty pois uudistetusta SFS-standardista.
Koliformiset bakteerit ovat herkkid kloorille ja niiden ulosteperdistd kontaminaatiota

kuvaava merkitys on pieni sellaisessa vedessd, joka sisdltdd klooria suhteellisen



runsaasti. Tdlloin niiden analysoiminen klooripitoisesta allasvedestd ei ole

tarpeellista. /6./

Heterotrofinen pesikeluku kertoo uima-allasveden yleisestd hygieniatasosta. 22 °C:n
pesidkeluku kertoo erityisesti ympariston aitheuttamasta likaantumisesta, kun 36 °C:n
pesdkeluku taas kertoo liasta, joka on perdisin ihmisestd. Pseudomonas aeruginosa
-bakteerin esiintyminen indikoi yleisesti vedessd olevista taudinaiheuttaja-

bakteereista. Allasveden numeeriset laatuvaatimukset ovat esitettyna liitteessd 1. /6./

3.1.1 Pseudomonas aeruginosa

Pseudomonas aeruginosa on mikro-organismi, joka kasvaa valikoivilla, setrimidid
(heksadekyylitrimetyyliammoniumbromidia) siséltivilld kasvualustoilla. 90 %
kannoista tuottaa sinivihredd pyosyaniinia. Bakteeri on iti6itd muodostamaton, gram-
negatiivinen sauvabakteeri sekd oksidaasi- ja katalaasipositiivinen. Noin 98 %
kannasta fluoresoi UV-valossa (360+20) nm. Suurin osa Pseudomonas aeruginosa

kannoista pystyy kasvamaan 37-42 °C:ssa. /4./, /16./

Uima-allasveden vilitykselld tarttuvista bakteereista Pseudomonas aeruginosa ai-
heuttaa eniten sairastumisia. Vaikka titd patogeenid 10ydetddnkin vain harvoin vesi-
ndytteistd, se pystyy esiintyessddn kasvamaan hyvin alhaisilla ravinnepitoisuuksilla
ja kestdméédn hyvin klooria. Téstd johtuen sen poistaminen allasvedestd on vaikeaa.
Patogeenin 10ydyttyd allasvedestd hallimestari tai terveysviranomainen tekee
paitoksen shokkiklooraamisesta. Shokkikloorauksen aikana uimavetti ei voida
kayttid, koska klooripitoisuus nostetaan sallittuja pitoisuuksia korkeammalle tasolle.
Shokkikloorausta jatketaan siithen asti, kunnes voidaan todeta bakteerin hdvinneen

allasvedesti. /6./

Pseudomonas aeruginosa toimii indikaattoribakteerina, joka kertoo yleisesti vedessa
olevista taudinaiheuttajista. Bakteerista voi saada suolisto-, silmé-, korva- tai hengi-

tyselininfektion. Se voi myo0s aiheuttaa virtsatietulehduksia ja ihottumaa. /6./



3.2 Fysikaalis-kemialliset laatuvaatimukset

Allasvesien fysikaalis-kemialliset laatuvaatimukset on pyritty asettamaan siten, etti
klooridesinfiointi on riittdvin tehokas ja sille on riittivédt edellytykset. Liséksi
asetuksessa on sdddetty laatuvaatimukset terveyshaittoja aiheuttaville nitraateille ja

trithalometaaneille. /6/

Uima-allasvesistd tutkitaan sameus, pH, kloori-, nitraatti-, urea- ja trihalometaani-
pitoisuudet sekd KMnO,-luku. Allasveden numeeriset laatuvaatimukset ovat esitet-

tynd liitteessa 1. /5/

3.2.1 Uima-allasvesien kloori

Klooriyhdisteiden mikrobeja tuhoava ominaisuus perustuu sen muodostamaan ali-
kloorihapokkeeseen, joka pienend molekyylind pédédsee tunkeutumaan mikrobin solu-
seindméén. Alikloorihapoke hajoaa edelleen vetykloridiksi (suolahapoksi) ja reaktii-
viseksi happiatomiksi, joka hapettaa mikrobin. Pieneliét eiviat muodosta kloorille hel-

posti uusia, resistenttejd kantoja, mika takaa kloorin kiyttdluotettavuuden. /8./

Vapaa kloori on kokonaiskloorin aktiivinen osa, joka desinfioi allasvettd. Vapaaseen
klooriin vaikuttaa pitoisuuden lisdksi merkittdvisti myds sen esiintymismuoto
vedessd. Se voi esiintyd hapettavana klooriyhdisteend, kuten kloorina (Cl,), hypo-
kloorihapokkeena (HCIO) ja hypokloriitti-ionina (C1O"). Néistd hypokloorihapoke on
desinfiointikyvyltddn kymmenid kertoja tehokkaampi verrattuna muihin esiintymis-
muotoihin. Kloorin esiintymismuoto vedessé on riippuvainen veden pH:sta siten, ettd
pH:n laskiessa tehokkaamman hypokloorihapokkeen médéard kasvaa. Hypokloori-
hapokkeen maidrdn osuus vapaasta kloorista kasvaa pH:n laskiessa suunnilleen

taulukon 1 mukaisesti.
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Taulukko 1: Hypokloorihapokkeen ja pH:n vaikutus toisiinsa

pH Hypokloorihapokkeen osuus %
8,5 10
8,0 30
7,5 55
7,0 80
6,5 93

Jos allasveden pH laskee liian alas (alle 6,5), kloori alkaa muodostaa typpiyhdis-
teiden kanssa voimakkaasti limakalvoja &rsyttdvid yhdisteitd. Alhaisessa pH:ssa

ongelmana on myos kloorin korroosiovaikutus. /6./

Kloorilla on desinfioinnin lisiksi vedessé toinenkin tirked tehtidva. Se reagoi monien
veteen joutuvien lika-aineiden kanssa, kuten hiestd ja virtsasta tulevan urean ja
ammoniumin kanssa. Ndistd muodostuu ajan myotd haitallisia vélituotteita, joita
kutsutaan sidotuksi klooriksi. N&itd ovat epdorgaaniset klooriamiinit (monokloori-
amiini NH,Cl, diklooriamiini NHCI, ja typpitrikloridi NCl;) seké orgaaniset mono- ja
diklooriamiinit. Sidottu kloori kuvaa hyvin desinfioinnin puhdistustulosta. Mité
pienempi sidotun kloorin osuus on, sitd pidemmélle puhdistusprosessi on edennyt ja
sitd puhtaampaa vesi on. Sitoutuneen ja vapaan kloorin summasta saadaan

kokonaiskloorin pitoisuus. /5./,/6./

4 UIMA-ALLASVESIEN SFS-STANDARDIN MUKAISET
ANALYYSIMENETELMAT
4.1 Pseudomonas aeruginosan havaitseminen ja lukumiiran maaritys

kalvosuodatustekniikalla

Kauhajoen elintarvikelaboratoriossa Pseudomonas aeruginosan maééritys kalvosuo-
datustekniikalla perustuu standardiin SFS-EN 16266:2008, joka on muunneltu
varmistustestien osalta. Suodatukseen kdytetddn steriilid 0,45 um:n vahvuista kalvoa

sekd elatusaineena Pseudomonas-agaria. /4./
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4.1.1  Analyysin suoritus

Ty6 suoritetaan suodattamalla 100 ml uima-allasvettd suodatinlaitteiston avulla.
Suodatinkalvo siirretdén steriileilld pinseteilld kasvatusalustalleen sama puoli
ylospéin, kuin suodatuksen aikana. Maljoja inkuboidaan +36 +2 °C:ssa 44+4 tuntia.
Maljoilta tarkistetaan kasvu jo 22+2 tunnin jdlkeen ja luetaan jo tdlloin, jos
pesidkkeiden liikakasvu tai yhteensulautumat ovat mahdollisia. Tyypillisiksi

pesdkkeiksi lasketaan sinivihredd pyosyaniinia tuottavat pesikkeet. /4./

4.1.2  Tulosten varmentaminen ja niiden ilmoittaminen

Pesdkkeiden tulee fluoresoida UV-valossa, jotta tulos on positiivinen. Varmistus
tehddédn siirrostamalla pesédkkeistd puhdasviljelmi erillisille ravintoagarille. Agaria
inkuboidaan +36 +2 ©°C:ssa 2242 tuntia. Puhdasviljelmistd tehddin tehdas-
valmisteinen pyo-testi. Pyo-testi perustuu entsymaattiseen toimintaan, jossa syto-
kromioksidaasi -entsyymi muuttaa testiliuskan vérid syvén siniseksi. Pseudomonas
aeruginosa on oksidaasipositiivinen bakteeri. Analyysimenetelmid on muunneltu,
joten lopuksi tehddén vield varmistus tehdasvalmisteisella API 20 E -testilld sen

oman ohjeen mukaisesti. Tulokset ilmoitetaan pmy (pesdkettdi muodostavaa

yksikk6d)/100 ml kohti. /4./

4.2 Vapaan kloorin ja kokonaiskloorin mééritys vesindytteista

Vapaan kloorin ja kokonaiskloorin mééritys perustuu standardiin SFS-EN ISO 7393—
2:2000. Laitteena kéytetddin fotometria, jolla absorbanssi voidaan mitata 510 nm
aallonpituudella ja johon kuuluvat 10 mm tai pidemmat kyvetit. Laboratorio kayttaa
analyysilaitteena UV-Vis spektrofotometria, jossa on ldpivirtauskyvetti. Menetelméaa
voidaan kéyttdd aktiivisen kloorin maarittdmiseen vedesti, jota on kasitelty kloorilla
tai hypokloriitilla. Standardin avulla voidaan méérittdd klooripitoisuuksia, jotka ovat
suurempia kuin 0,03 mg/l. Jos pitoisuus on yli 0,6 mg/l, madritys tehdiin

laimennetusta naytteesta. /5./

4.2.1 SFS-EN ISO 7393-2:2000 menetelmén periaate

Standardin mukaisessa menetelméssd vapaa kloori reagoi N,N-dietyyli-p-fenyleeni-

diamiinin eli DPD:n kanssa pH-alueella 6,2—6,5 muodostaen punaisen yhdisteen,



12

jonka pitoisuus méidritetddn fotometrisesti. Kokonaiskloori reagoi DPD:n kanssa
jodidi-ionien ldsnd ollessa samalla tavalla kuten vapaa kloori. Sitoutunut kloori

saadaan kokonaiskloorin ja vapaan kloorin erotuksesta. /5./

4.2.2 Reagenssien valmistus

Reagenssiliuosten valmistukseen ja laimennoksiin kédytetdén klooritonta tislattua ja

ionitonta vetti. Vesi ei saa siséltdd aineita, jotka reagoivat kloorin kanssa. /5./

Fosfaattipuskuriliuos, jonka pH on noin 6,5, valmistetaan liuottamalla 24 g dinat-
riumvetyfosfaattia (Na,HPO,) tai vastaavasti 60,5 g dinatriumvetyfosfaattidodeka-
hydraattia ( Na,HPO, - 12 H,0) ja 46 g kaliumdivetyfosfaattia (KH,PO4) veteen.
Liuokseen lisdtdan 0,80 g etyleenidiamiinitetraetikkahapon eli EDTA:n dinatrium-
suolaa (TITRIPLEX I C;H1sN,NA,Os - 2 H,0). Liuos laimennetaan vedelld 1000

millilitraksi ja sekoitetaan. /5./

Rikkihappo, jonka pitoisuus on 1,0 mol/l, valmistetaan sekoittamalla varovasti 56 ml
vikevad rikkihappoa (H.SOs, tiheys 1,84 g/ml) noin 500 millilitraan vettd ja

laimennetaan 1000 millilitraksi. /5./

DPD-liuos valmistetaan liuottamalla 36 ml 1,0 mol/l rikkihappoa ja 0,20 g EDTA:n
dinatriumsuolaa (TITRIPLEX III) 800 ml:n vettd 1000 ml:n mittapullossa.
Liuokseen lisdtdan 1,1 g N,N-dietyyli-p-fenyleenidiamiinisulfaattia eli DPD:té
( ((C4Hs),N-CsHs'NH,)H,SO4 ). Liuos laimennetaan vedelld 1000 millilitraksi ja

sekoitetaan. /5./

Kaliumjodaatin perusliuos, jonka pitoisuus on 4,7 mmol/l, valmistetaan liuottamalla
1,006 g kaliumjodaattia (KIO;) noin 250 millilitraan vettd 1000 ml:n mittapullossa.

Liuos laimennetaan vedelld ja sekoitetaan. /5./

Kaliumjodaatin tydliuos, jonka pitoisuus on 0,047 mmol/l, valmistetaan pipetoimalla
5 ml kaliumjodaatin perusliuosta 500 ml:n mittapulloon. Mittapulloon lisdtdan 0,5 g
kaliumjodidia (KI) ja laimennetaan vedelld merkkiin. Ty6liuos valmistetaan joka

tyokerralla uudestaan. Kaliumjodaatin ja kloorin suhde:
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1 mmol KIO; ~ 3 mmol Cl, eli
1 mmol KIO; ~ 212,7 mg Cl,

Natriumhydroksidiliuos, jonka pitoisuus on 2 mol/l, valmistetaan liuottamalla 80 g
natriumhydroksidia (NaOH) noin 800 millilitraan vettd dekantterilasissa. Liuosta
sekoitetaan, kunnes kaikki natriumhydroksidi on liuennut. Tamén jédlkeen liuoksen
annetaan jddhtyd huoneenlampoéiseksi. Lopuksi livos siirretddn 1000 millilitran
mittapulloon, laimennetaan vedelld ja sekoitetaan. Kaikkien reagenssien on oltava

laadultaan analyysipuhdasta. /5./

4.2.3 Kalibrointi

Laitteen kalibrointi tehddin pipetoimalla 0,3; 0,5; 1,0; 3,0; 5,0 ja 6,0 kaliumjodaatin
tyoliuosta 100 ml mittapulloihin. Pulloihin lisdtd4n vettd noin 30 ml ja 1,0 ml 1,0
mol/l rikkihappoa. Odotetaan 1 minuutti ja sen jdlkeen lisdtdédn 1,0 ml 2,0 mol/l
natriumhydroksidilivosta. Liuoksen laimennetaan vedelld merkkiin ja sekoitetaan.
Taten valmistetut liuokset ovat pitoisuudeltaan 0,03; 0,05; 0,1; 0,3; 0,5 ja 0,6 mg/1. /
5./

Sekoitetaan 250 ml erlenmeyerpullossa 5,0 ml fosfaattipuskurilivosta ja 5,0 ml DPD-
livosta. Vilittdmasti minuutin kuluessa kaadetaan vertailuliuokset erlenmeyer-
pulloihin ja sekoitetaan. Seoksen absorbanssi mitataan 2 minuutin kuluessa aallon-

pituudella 510 nm vesi referenssind. /5./

Vertailukdyrd piirretdén = siten, ettd se esittdd vertailuliuoksen absorbanssit
klooripitoisuuden (mg/l Cl,) funktiona. Vertailukdyrd tarkistetaan véhintddn yhden

vertailuliuoksen avulla jokaisen méérityskerran yhteydessa. /5./

4.2.4  Vapaan kloorin mééritys

Vapaa kloori médritetddn pipetoimalla 5,0 ml fosfaattipuskurilivosta ja 5,0 ml DPD-
liuosta erlenmeyerpulloon ja sekoitetaan. Lisdtddn vélittomaésti 100 ml néytettd ja
sekoitetaan uudelleen. Liuoksen absorbanssi mitataan 2 minuutin kuluessa. Mitattua

absorbanssia vastaava klooripitoisuus (p,) luetaan vertailukayralta. /5./
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4.2.5 Kokonaiskloorin méiiritys

Kokonaiskloori mééritetddn sekoittamalla 5,0 ml fosfaattipuskuriliuosta, 5,0 ml
DPD-livosta ja 1 g kaliumjodidikiteiti erlenmeyerpullossa. Lisdtdan vélittomasti 100
ml ndytettd ja sekoitetaan uudelleen. Odotetaan 2 minuuttia ja mitataan liuoksen
absorbanssi. Mitattua absorbansia vastaava klooripitoisuus (py,) luetaan vertailu-

kayraltd. /5./

Jos ndyte on hyvin hapan tai emiksinen, tarkistetaan lisdtyn puskurilivosmairin
riittivyys, jotta ndytteen pH-arvo pysyy alueella 6,2—6,5. Jos pH-alue ei pysy
annetulla alueella, tdytyy puskuriliuosta lisdtd enemméan. Mahdollinen lisdys tulee

ottaa huomioon kloorin lopputulosta laskettaessa. /5./

4.2.6 Klooripitoisuus yli 0,6 mg/I

Jos néytteen klooripitoisuus on suurempi kuin 0,6 mg/l, mddritys suoritetaan
seuraavasti: Mééritykseen valittava niytetilavuus (Vy ml) valitaan sellaiseksi, ettd se
kloorimddrd, joka tulee olemaan reagenssiseoksessa laimennuksen jdlkeen, on
pienempi kuin 0,6 mg/l. Reagenssiseokseen lisdtddn (100-Vy) ml vettd sekd V, ml
néytettd ja sekoitetaan. Tamén jidlkeen médritetdén vapaan kloorin ja kokonaiskloorin

pitoisuus, kuten kohdassa 4.2.4 ja 4.2.5./5./

4.2.7 Tulosten laskeminen

Tulokset ilmoitetaan seuraavien kaavojen avulla:

vapaa kloori = p. mg/1 Cl,
sitoutunut kloori = pp-pa mg/l Cl,
kokonaiskloori = pp mg/l Cl,

, joissa p,on kohdassa 4.2.4. saatu klooripitoisuus, mg/l Cl,

pv on kohdassa 4.2.5. saatu klooripitoisuus, mg/l Cl,

Laimennettujen ndytteiden lopputulosta laskettaessa méaarityksessd saatu tulos kerro-
taan laimennuskertoimella f= 100/Vy, jossa V, on mairitykseen otettu ndytetilavuus. /

5./
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4.2.8 Hairiotekijoitd ja analyysituloksen laadunvarmistus

DPD:n kanssa reagoivat myds monet muut hapettavat aineet, kuten bromi, jodi,
otsoni, vetyperoksidi, jodaatti, mangaani(IV)- ja mangaani(VII)-yhdisteet, kromaatti,
rauta(Ill)- ja kupari(Il)-ionit, jotka aiheuttavat hiiriotd analysoinnissa. Raudan ja
kuparin aiheuttama hiirid estetdin etyleenidiamiinitetraetikkahapolla eli EDTA:Ila. /
5./

Laadunvarmistukseksi vertailuliuoksesta ja néytteistd tehdddn joka kerta kaksi
rinnakkaista ndytettd. Kun pitoisuus on >1 mg/l rinnakkaisten néytteiden ero saa
kokonaiskloorissa olla enintddn 0,08 mg/l ja vapaalla kloorilla 0,07 mg/l. Kun
pitoisuus on <1 mg/l rinnakkaisten niytteiden ero saa kokonaiskloorissa olla enintdin
0,02 mg/1 ja vapaalla kloorilla 0,03 mg/l. Kalibroinnin tarkistus tehddén standardilla
0,500 mg/1. /5./

5 UIMA-ALLASVESIEN PIKA-ANALYYSIMENETELMAT

Substrate

Enzyme "

Ph e

-~

e :
. " Indicator

Enzyme/substrate
complex

Kuva 1: Pseudomonas aeruginosan
entsyymireaktio /11./

5.1 Pseudalertin periaate ja kdyttod

Pseudalert-testilli havaitaan Pseudomonas aeruginosan ldsndolo pullotetussa

vedessd sekd kylpyla- ja uimahallivedessd. Testi perustuu entsyymitekniikkaan, joka
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viestii bakteerin olemassaolosta. Pseudomonas aeruginosa solut kasvavat nopeasti ja
lisdantyvit kdyttden Pseudalert-reagenssissa olevia aminohappoja, vitamiineja ja
muita ravinteita hyddykseen. Aktiivisesti kasvavalla Pseudomonas aeruginosa
kannalla on entsyymi, joka tarttuu substraattiin tuottaen sinistd fluoresenssia UV-

valon alla (kuva 1). /12./

Kuva 2: Naytepullo, réagensji ja 'Quanti Tray
-liuska

Pseudalert-menetelmii on helppo ja yksinkertaista kayttd4. Naytettd mitataan 100 ml
steriiliin, ldpindkymittdoméaén, fluoresoimattomaan pulloon. Pulloon lisdtdin
Pseudalert-reagenssi ja annetaan tdmin liueta varovasti vililld ravistaen. Niyte
kaadetaan Quanti-Tray -liuskaan (kuva 2) ja suljetaan sulkijalaitteen avulla. Liuskaa

inkuboidaan 38+0,5 °C:ssa 24 tuntia. /12./

Kuva 3: UV-valossa
sininen fluoresenssi

Tulos on positiivinen Pseudomonas aeruginosalle, jos UV-valossa havaitaan sininen

fluoresenssi (kuva 3). Talloin lasketaan positiiviset kuplat ja katsotaan lopullinen
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bakteeripitoisuus MPN-taulukosta. Tulos on negatiivinen, jos fluoresointia ei havaita.

Tulokset ovat patevid 28 tuntiin asti. /12./

5.2 Fotometrin mittausperiaate

——— i f
fer
—
e

Kuva 4: Valonsdteen kulku kyvetissd

Kun valonsdde kohtaa virillisen nédyteliuoksen, se menettdd intensiteettiddn. Toisin
sanoen ndyte absorboi osan valosta. Riippuen mdiiritettdvistd aineesta, absorptio
tapahtuu tietyssd aallonpituudessa. Transmittanssi mééritetddn intensiteettien avulla

(kaava 1, kuva 4). /13./

Jjossa T = transmittanssi
I = valon alkuperdinen intensiteetti

I, = lapdisseen valon intensiteetti.

Absorbanssin ja transmittanssin vililld on kaavan 2 mukainen yhteys.

A=—logT 2.

Lambert-Beerin laki osoittaa kaavan 3 mukaisesti eri muuttujien riippuvuuden
toisistaan.

A=¢;-cd 3
, jossa A = absorbanssi

€, = molaarinen absorptiokerroin
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¢ = néytteen konsentraatio, mol/l

d = kyvetin paksuus, cm.

5.2.1 Nova 60 -fotometri

;,':ﬁfncx
Kuva 5: Nova 60 -fotorhetri

Nova 60 -fotometri (kuva 5) eroaa muista fotometreista monella eri tapaa. Laittee-
seen on tallennettu valmiiksi kalibrointisuora, joka nopeuttaa mittaamista. Tulos
pystytddn lukemaan joko konsentraationa (mg/l) tai absorbanssina nopeasti vaihta-
malla tulostenlukutapaa. Laite valikoi automaattisesti kymmenisté siithen tallenne-
tuista vaihtoehdoista mittaamismetodin Auto Selector -kyvetin avulla. Samalla
laitteella voidaan mitata vililld esim. ammoniumia vaihtamalla Auto Selector
-kyvettid ja palata takaisin alkuperdisen yhdisteen mittaamiseen. Laite tunnistaa
kolme eri kyvettikokoa ja valitsee sille tarkoitetun médritysrajan automaattisesti. /

13./

5.2.2 Laitteen esivalmistelut

Laite kytkeytyy pédlle kannen avautuessa. Fotometriin tehdddn jokaisella
kayttokerralla sen nollaus. Nollaus tapahtuu painamalla laitteen alimmaista valikko
-néppdintd ja valitaan nuolindppdimilld valikosta Meter Setup ja edelleen valitaan
adjust zero enter-painikkeella. Néayttoon tulee teksti: insert cell or star measurement,
jolloin kyvettiin laitetaan tislattua  vettd ja asetetaan se laitteeseen. Mittaus
kiynnistyy automaattisesti ja muutaman sekunnin kuluttua néyttoon ilmestyy teksti:

round ok. Nollaus on tiaten onnistunut. /13./
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Ennen mittausta laitteeseen asetetaan AutoSelector -kyvetti pyoreddn kyvettiaukkoon
ja kohdistetaan se. Fotometri tunnistaa AutoSelector -kyvetin ja valitsee automaatti-
sesti oikean menetelmén. Lopuksi painetaan ylimmaisti pitoisuuden mittaus -paini-
ketta ja ndyttoon ilmestyy teksti insert cell or start measurement. Mittaus voidaan

aloittaa ohjeiden mukaisesti. /13./

5.2.3 Mittaaminen

Kuva 6: Fotometrin reagenssit

Vapaa kloori mitataan fotometrilla pipetoimalla 10 ml néytettd koeputkeen ja
lisdamalla yksi mittalusikallinen pulverimaista Cl»-1 reagenssia (kuva 6). Koeputkea
sekoitetaan voimakkaasti, jotta reagenssi liukenee ja virireaktio syntyy. Odotetaan
yksi minuutti, ja siirretdédn koeputken sisdlté 50 mm:n lasikyvettiin. Kyvetti asetetaan

laitteeseen ja mittaus alkaa automaattisesti. Mittaaminen kestéé noin 3 sekuntia. /13./

Kokonaiskloori mitataan pipetoimalla 10 ml nédytettd koeputkeen ja lisddmalla yksi
mittalusikallisen Cl,-1 reagenssia sekd kaksi tippaa Cl-2 reagenssia (kuva 6).
Koeputkea sekoitetaan voimakkaasti, jotta reagenssi liukenee. Odotetaan yksi
minuutti, siirretddn koeputken sisdlté 50 mm:n kyvettiin ja asetetaan kyvetti

laitteeseen. Mittaus alkaa automaattisesti. /13./

Kyvetin, jonka koko on 50 mm, mittausalue on 0,010-1,000 mg CI/ 1. Jos nidytteen
pitoisuus on yli 1,000 mg Cl/ 1, ndytettd laimennetaan sopivasti kohdan 4.2.6

mukaisesti, ja suoritetaan uusintamittaus. /13./
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6 TYON SUORITUS

6.1 Mikrobiologisten menetelmien validointi

Validointi tarkoittaa prosessia, joka antaa todisteita menetelmén toimivuudesta. Sen
tarkoituksena on tuottaa vertailuarvoja suureille, jotka kuvaavat menetelmdn
luotettavuutta. Mikrobiologiassa téllaisia suureita ovat muun muassa suhteellinen
oikeellisuus, toistettavuus, uusittavuus, spesifisyys, herkkyys, virhepositiivisuus ja

-negatiivisuus. /1./, /17./

Suhteellinen oikeellisuus tarkoittaa kdyttoon hyvéiksytyn menetelmin ja validoitavan
menetelmidn antamien tulosten vastaavuutta tai ldhekkéisyyttd. Toistettavuudella
tarkoitetaan perdkkdisten toistojen antamien tulosten lahekk&isyyttd, kun analyysi on
suoritettu samalla menetelmédlld, samoissa olosuhteissa ja samojen henkil6iden
toimesta lyhyelld aikavililld. Uusittavuus tarkoittaa yksittiisten analyysitulosten
lahekkaisyyttd, joita on tutkittu eri henkildiden toimesta. Spesifisyydellé tarkoitetaan
kvantitatiivisten ja kvalitatiivisten menetelmien kykyd loytdd tutkittava mikrobi
néytteessd olevista hiiridtekijoistd huolimatta. Herkkyys on menetelmén kyky todeta
vihdiset vaihtelut maédritettdvien mikrobien pitoisuuksissa. Tamid on tirked
ominaisuus verrattaessa menetelmid toisiinsa. Virhepositiivisuus tarkoittaa
menetelmin antamaa virheellistd positiivista tulosta, jolloin siirrostettu néyte ei
todellisuudessa sisilld tutkittavaa mikrobia. Vastaavasti virhenegatiivisuus tarkoittaa

virheellisti negatiivista tulosta. /18./

Validointi  suoritetaan  tutkimalla  tunnetun  mikrobipitoisuuden omaavia
referenssimateriaaleja sekd siirrostettuja ndytteitd. Kvalitatiivisten menetelmien
validoinnissa tutkitaan yksi mikrobipitoisuus, joka on yleensi noin 10 pmy/tutkittava
ndyte. Validointituloksista tulee ilmetd menetelmien osalta toteamisraja sekd

virhepositiiviset ja -negatiiviset tulokset. /1./, /18./

6.1.1 Pseudomonas aeruginosan tutkimusmenetelmét

Pseudomonas aeruginosan bakteerimassaa siirrostettiin veriagarilta BHI-liemeen

(Brain Heart Infusion Broth, valmistaja Labema Oy), jota rikastettiin +37 °C:ssa 24
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h. Liemestd pipetoitiin 0,3 ml koeputkeen, jossa oli 10 ml tislattua vetti.
Laimennosta jatkettiin liitteessd 2 tai 8 olevien ohjeiden mukaisesti. Liitteessd 2
esitetyn tyoohjeen mukaisia analyyseja tehtiin kolme kappaletta ja liitteessd 8

esitetyn tydohjeen mukaista analyysia yksi kappale.

Néytteitd suodatettiin 100 mlin erissd viidelle eri suodatinpaperille tydohjeen
mukaisesti. Suodatinpaperit siirrettiin Pseudomonas-agarille (CN Selective Agar
Base for Pseudomonas, valmistaja Scharlau), joita inkuboitiin +36 °C:ssa 44 h,

jonka jilkeen tulokset luettiin.

Néytteet jaettiin 100 ml:n eriin viiteen eri pulloon tydohjeen mukaisesti, joihin
livotettiin Pseudalert-reagenssi. Reagenssin annettiin liueta ja ndytteet siirrettiin
liuskoille jotka suljettiin erilliselld laitteella. Liuskojen annettiin inkuboitua +38

°C:ssa 24 h, jonka jilkeen tulokset luettiin.

6.1.2  T-testin teoria ja esimerkkilasku

T-testi perustuu Studentin jakaumaan, jotka ovat vilineitd tilastollisten paitelmien
tekemiseen. T-testilld mitataan tilastollisten jakaumien odotusarvojen eroja. T-testin
yhteydessd kidytetddn Studentin t-jakauman nimelld tunnettua, monilta osin

normaalijakaumaa muistattavaa jatkuvaa tilastollista jakaumaa. /7./

Pseudomonas aeruginosan tutkimusmenetelmien tuloksien avulla laskettiin t-testin
mukainen t-arvo. Testiin tarvittiin viisi rinnakkaista analyysitulosta, jotka toimivat
tilastollisen laskennan muuttujina. Esimerkiksi 3.5.2011 tehdystd analyysista saatiin

taulukon 2 mukaiset tulokset.

Taulukko 2: Pseudomonas-agarin ja Pseudalertin tulokset

Néiyte nro Ps-agar 22 h, pmy | Ps-agar 44 h, pmy | Pseudalert, MPN
1 51 51 38,4 — 38
2 43 43 50,4 — 50
3 44 44 40,6 — 41
4 42 42 27,1 — 27
5 33 37 32,4 — 32
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Tulokset muutetaan nelidjuuriksi taulukon 3 mukaisesti.

Taulukko 3. Tulokset muutettuina neliojuuriksi

Tulos, Ps-agar | Neliojuuri, Ps-agar | Tulos, Pseudalert | Neliéjuuri, Pseudalert
51 7,141 38 6,164
43 6,557 50 7,071
44 6,633 41 6,403
42 6,481 27 5,196
37 6,083 32 5,657

Lasketaan tuloksista rinnakkaisnéytteiden erotus d kaavalla 4, josta saadaan taulukon

4 mukaiset tulokset.

d =+ Psagar— Pseudalert 4,

d=7,141—-6,164=0,977

Taulukko 4. Tuloksien erotus, d

Néyte nro | Tuloksien erotus, d
1 0,977
2 -0,514
3 0,230
4 1,285
5 0,426

Lasketaan erotusten keskiarvo dy, kaavalla 5, jolloin keskiarvoksi saadaan 0,481.

> d

dka:

,Jjossa n=erotusten lkm

0,977 +(—0,514)+0,230+1,285+0,426
5

d, —0,481

Lasketaan erotusten keskihajonta S, kaavalla 6, jolloin hajonnaksi saadaan 0,698.
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Z(d_dka)z 6.

S =
¢ n—1

(d—d,,)=(0,977—0,481)*+(—0,514—0,481)*+(0,230—0,481 )’ +(1,285—0,481)
+(0,426—0,481)*=1,947

_ 0481 _
0,698/+/5

Jos t-arvon itseisarvo on >2,78 (liite 17), eroavat viiden levyn sarjat toisistaan
merkitsevisti 5 %:n merkitsevyystasolla eli silloin menetelmét poikkeavat toisistaan

merkittavasti. /10./

Téssé tapauksessa t-arvoksi saadaan 1,54, joka on pienempi kuin 2,78. Voidaan tode-

ta, ettd uusi menetelma toimii yhtd hyvin, kuin SFS-standardin mukainen menetelma.

6.2 Kemiallisten menetelmien validointi

Validoinnin tarkoituksena on osoittaa, ettd laboratorion kdyttimd menetelmd toimii
hyvéksyttivisti sille tarkoitetussa tehtdvdssd. Menetelmén toimivuutta tarkastellaan
analysoimalla vertailu- tai standardinlisdysndytteitd. Tarvittaessa tarkistetaan lisdksi
esimerkiksi selektiivisyys, lineaarisuus, tarkkuus, toistotarkkuus, mittausalue seka

toteamis- ja madritysraja. /1./, /14./

Menetelmédn maédritysraja on pienin analysoitavan aineen pitoisuus, joka voidaan

madrittdd hyvaksyttivalld tarkkuudella. Télloin tietylld tilastollisella todennédkdisyy-
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delld (yleensd 95 %) voidaan todeta, ettd ndytteessd oleva pitoisuus poikkeaa merkit-
sevisti nollasta. Madritysrajan laskenta on esitettynd kohdassa 6.2.3. Toteamisrajalla
tarkoitetaan pienintd pitoisuutta, joka voidaan luotettavasti todeta, sisdltddko niyte

tutkittavaa yhdistettd vai ei. /14./, /15./

6.2.1 Kloorin miiritys

Kloori mééritettiin fotometrilla ja spektrofotometrilla samanaikaisesti, jotta tulokset
olisivat verrattavissa toisiinsa. Spektrofotometrilla mééritettiin kokonaiskloorista ja
vapaasta kloorista kaksi rinnakkaista niytettd. Fotometrilla méaéritettiin
kokonaiskloorista ja vapaasta kloorista neljd rinnakkaista ndytettd, jotta saatiin

riittdvisti vertailumateriaalia. Tulokset ovat esitettyna liitteissd 10-14.

6.2.2 Fotometrin ja spektrofotometrin tilastollinen vertailu t-testilla

Kahden eri menetelmin vertailua voidaan arvioida tilastollisesti monella eri tapaa.
Seuraavassa on esitettynd laskuesimerkki tyossa kdytettyyn vertailuun. Esimerkkiin
on kiytetty vapaan kloorin analyysituloksia. Lasketaan kaikkien analyysituloksien

valinen keskiarvo kaavalla 8.

Ka— Nayte lfotametri _;Nayte lspektfotom 8.
Ko OT61S+0TSS8_ oo

2

Lasketaan analyysien vélinen erotus ja nostetaan se toiseen potenssiin kaavan 9 ja 10

mukaisesti.

di = Nayt@ lfotametri - Nayte 1 spekt.fotom. 9
d;=0,7615-0,7558 =0,0057

d’?=0,0057>=0,00003 10.

Lasketaan analyysien keskiarvojen, erotusten ja erotusten nelididen summat.

Saadaan:
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¥ (ka) = -0,0109
% (d) =-0,3711
T (d?) = 0,058

Varianssi lasketaan kaavalla 11.

5 o (X

11.
n
Sa n—1
_ 2
0,058 —70’?3’111
2
= - 1
Sy 341 0,0016
Lopullinen t-arvo lasketaan kaavalla 12.
- 12
SIn '
_ 00109 _
- 0,0016/34 177

Taulukosta saadaan teoreettinen toosi33) = 2,035 (liite 17). Koska laskettu t-arvo on
teoreettista arvoa pienempi, menetelmillé ei ole eroa 5 %:n merkitsevyystasolla. Liit-

teeseen 15 on taulukoitu vapaan kloorin ja kokonaiskloorin t-arvo.

6.2.3 Kloorin mééritysrajan laskeminen

Mairitysraja laskettiin analysoimalla fotometrilla kaksi viiden ndytteen sarjaa.
Néytteend kéytettiin 2.9.2011 analysoitua uimahallivettd ndytenumeroa 1 sekd
20.9.2011 analysoitua uimahallivetti ndytenumeroa V 205. Néytteitd laimennettiin
suhteessa 1:10, jolloin uuden néytteen pitoisuudeksi arvioitiin olevan noin 0,06 mg/I1.
Tamé pitoisuus on SFS-standardin alarajoilla oleva méédrd. Madrityksessd saatiin

taulukon 5 mukaiset tulokset.
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Taulukko 5.  Fotometrin tulokset vapaalle kloorille
ndytteestd nro 1, laimennos 1:10

oomgl | mgl
1 0,070 0,067
2 0,072 0,070
3 0,072 0,071
4 0,075 0,063
5 0,061 0,066
6 0,082 0,062
7 0,069 0,061
8 0,069 0,066
9 0,069 0,054
10 0,078 0,058

Lasketaan tuloksista ndytteiden vilinen erotus d kaavalla 8, jolloin saadaan taulukon
6 mukaiset tulokset.
d =Sarja 1 —Sarja?2 8.

d,=0,070—0,067=—0,003

Taulukko 6. Tulosten erotus d

- d
1 0,003
2 0,002
3 0,001
4 0,012
5 -0,005
6 0,020
7 0,008
8 0,003
9 0,015
10 0,020

Erotus d nostetaan toiseen potenssiin kaavan 9 mukaisesti, minka tulokset on

koostettu taulukkoon 7.

d*=(0,003)*=0,000009 9.
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Taulukko 7.  Erotuksen d
toinen potenssi
'

0,000009
0,000004
0,000001
0,000144
0,000025
0,000400
0,000064
0,000009
0,000225
0,000400
>d>  0,001281

O 00 3 N D Wb~

—_
o

Keskihajonta s lasketaan kaavalla 10.

2
2.d 10.

:\/0,001281

%10 =0,0080

Lopullinen mééritysraja lasketaan kaavalla 11. Kaavassa kédytetddn taulukoituja

vakioita, joka tdssd tapauksessa on to 59 = 1,833.
M:2\F2t0’05(9)s 11.

M =22x1,833x0,0080=0,0414mg /1

M ~0,04mgl!
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7 TULOKSET

7.1 Pseudalertin tulokset

T-testejd tehtiin neljd kappaletta kahdella eri tydohjeella (liitteet 2 ja 8). Taulukossa 8

on esitetty Pseudalertin ja Ps-agarin vélisestd t-testistd saadut t-arvot.

Taulukko 8. T-testin arvot
Pvm Arvo
03.05.11 1,54
11.05.11 2,63
17.08.11 -0,25
19.06.11 -0,54

Pika-analyysimenetelméstd ja SFS-standardin mukaisesta analyysimenetelmasti
suoritettiin  viisi rinnakkaisanalyysid, joiden t-arvo laskettiin kohdan 6.1.2.
mukaisesti. Liitteissd 3-5 sekd 9 on taulukoitu rinnakkaisanalyysien tarkat tulokset.

Tuloksien mukaan t-arvo pysyi kaikissa testeissa alle arvon 2,78.

Pseudalertin luotettavuutta arvioitiin myds analysoimalla laimennossarja liitteen 6
tydohjeen mukaisesti. Taulukossa 9 on esitettynd saadut tulokset sekd laskettu

teoreettinen tulos.

Taulukko 9. Pseudomonas aeruginosan
tulokset laimennussarjassa

Laimennos Ps-agar, pmy | Pseudalert, MPN |Teoreettinen tulos, pmy
0,1 m/100 ml 2 0 2,5-3,6
1,0 m/100 ml 22 19 25-36
2,0 m/100 ml 50 56 50-72
3,0 m/100 ml 30 59 75-108
4,0 m/100 ml 60 70 100-144

Taulukosta ndhdddn, ettd pienilld bakteeripitoisuuksilla tulokset pysyvit lihelld
teoreettista arvoa. 3,0 ml/100 ml sekd 4,0 ml/100 ml olevien analyysien tulokset
jaivdt hieman haluttua pienemmiksi, mutta ottaen huomioon mittausepavarmuusteki-

jat tulokset ovat hyvia.



7.2 Fotometrin tulokset

Taulukkoon 10 on koostettu kaikki tulokset fotometristd ja spektrofotometrista.

Taulukko 10. Yhteenveto tuloksista
Vapaa kloori | Kokonaiskloori | Sitoutunut kloori
F S F S F S

17.08.11
vV3ol1.| 0,76 | 0,76 | 0,84 0,89 | 0,08 0,13
v3o12.| 0,76 | 0,76 | 0,84 0,89 | 0,08 0,13
v3021. 036 | 0,38 | 0,51 0,58 | 0,15 0,20
V3022 036 | 038 | 0,50 0,59 | 0,14 0,20
V3031. 0,74 | 0,82 - 1,05 - -
V3032. 0,75 | 0,80 - 1,03 - -
V3041. 061 | 0,67 | 0,71 0,73 | 0,10 0,06
V3042, 062 | 0,68 0,69 074 | 0,08 0,07
18.08.11
1,1 0,38 0,32 | 0,61 0,70 | 0,24 0,38
1,2 0,38 0,33 | 0,60 0,69 | 0,22 0,37
2,1 0,81 0,80 | 094 087 | 0,12 0,07
2,2 0,80 0,80 | 092 093 | 0,11 0,13
3,1 0,72 0,74 | 0,83 0,87 | 0,11 0,13
3,2 0,70 0,70 | 0,83 0,87 | 0,12 0,16
4,1 0,66 0,67 | 0,69 0,73 | 0,03 0,06
4,2 0,65 0,64 | 0,70 0,73 | 0,05 0,09
02.09.11
1,1 0,59 0,56 | 0,64 0,69 | 0,05 0,13
1,2 0,58 0,56 | 0,61 0,69 | 0,03 0,13
2,1 0,47 0,47 | 0,61 0,69 | 0,14 0,22
2,2 0,48 0,46 | 0,62 0,70 | 0,14 0,24
3,1 043 043 | 0,57 0,58 | 0,14 0,15
3,2 043 043 | 0,56 0,58 | 0,13 0,15
20.09.11
v2011.] 0,57 0,56 | 0,69 0,80 | 0,13 0,23
V2012, 0,58 0,56 | 0,69 0,80 @ 0,11 0,23
vV2021. 062 0,68 | 088 097 | 0,26 0,29
V2022. 063 0,67 | 088 097 | 0,25 0,30
V2031.] 0,55 057 | 0,69 0,80 | 0,14 0,22
V2032, 055 055 | 0,68 080 | 0,13 0,25
V2041.] 1,26 1,35 | 143 1,60 | 0,17 0,25
V2042 1,23 1,36 | 1,44 1,63 | 0,21 0,27

F = fotometri

S =spektrofotometri
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Yhteenvedosta ndhdddn, ettd vapaan kloorin analyysitulokset pysyvit péddasiassa
lahelld toisiaan. Kokonaiskloorin tuloksissa on ldhes jokaisessa niytteessd eroa

fotometrin ja spektrofotometrin valilla.

Tilastollisesti spektrofotometrin ja fotometrin vélistd luotettavuutta arvioitiin t-
testilld. T-arvo laskettiin kohdan 6.2.2 mukaisesti. Vapaan kloorin t-arvoksi saatiin
1,577 ja kokonaiskloorin t-arvoksi 7,101. Liitteessd 15 on taulukoitu tarkemmat
tiedot t-arvon laskentaan. Lasketun vapaan kloorin t-arvo on pienempi kuin
teoreettinen t-arvo toos33=2,035. Kuitenkin lasketun kokonaiskloorin t-arvo on
suurempi kuin teoreettinen t-arvo togse7=2,052. Télloin kokonaiskloori eroaa 5 %:n

merkitsevyys tasolla. Teoreettinen t-arvotaulukko 16ytyy liitteestd 17.

Vapaalle kloorille ja kokonaiskloorille laskettiin mééritysrajaksi kohdan 6.2.3.
mukaan 0,04 mg/l. SFS-standardissa on mairétty kloorin alarajaksi 0,03 mg/l, joka
on pienempi kuin fotometrille laskettu madritysraja. Liitteessd 16 on taulukoitu

kdytetyt arvot médritysrajan laskentaan.

8 PAATELMAT

8.1 Pseudalertin kdyttdluotettavuus ja hairidtekijét

Mikrobiologisissa tutkimuksissa mittausepdvarmuutta esiintyy aina tuloksissa.
Tulosten oikeellisuuden eli tismaéllisesti oikean tuloksen madrittdminen on vaikeaa.
Mikrobit ovat eldvdd materiaalia, jolloin valmisteiden, joiden todellinen pitoisuus
olisi tiedossa ja pysyisi muuttumattomana, on mahdotonta. Mikrobiologiassa oikeana
tuloksena pidetddn yleensd menetelmén antaman keskiarvotuloksen, jolloin tarvitaan
useita toistoja, ja hyviksytyn arvon ldhekkéisyyttd. /18./ Tamin vuoksi validoinnissa
suoritetaan  viisi rinnakkaisanalyysia, joista voidaan arvioida bakteerin
keskimédrdistd lukumddrdd. Aluksi t-testi suoritettiin laboratorion oman sisdisen
laadunvalvontaohjeen mukaisesti (liite 2). Huomattiin, ettd 500 ml on vaikea
annostella tasaisesti, koska annosteleminen suoritettiin vapaalla kédelld

suodatinlaitteiston tilavuusmittojen mukaisesti. Tdstd johtuen viimeiseen néytteeseen
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saattoi jadda alle 100 ml néytettd. Analysointia jatkettiin mittaamalla ndytepulloihin
200 ml laimennosliuosta (liite 8) ja haluttu miird BHI-lientd. Samasta pullosta
jaettiin 100 ml suodatukseen sekd 100 ml Pseudalertia varten. Tdméan ajateltiin
tuottavan varmempia vertailutuloksia SFS-standardin mukaisen analyysin ja pika-
analyysin vilille. Tuloksiin ei kuitenkaan tullut merkittivda eroa, joten palattiin

takaisin analysoimalla néytettd laadunvalvontaohjeen mukaisesti.

Negatiivisia uimavesindytteitd tutkittaessa Quanti Tray -liuska fluoresoi kokonaan
heikosti, joka tuotevalmistajan ohjeen mukaan tulkitaan positiiviseksi Pseudomonas
aeruginosaksi. Positiiviset itse valmistetut ndytteet (liitteet 2,6 ja 8) fluoresoivat aina
voimakkaasti eikd heikkoa fluoresointia esiintynyt. Huomattiin, ettd Pseudalert-
reagenssi reagoi fluoresoivasti myos E. colin kanssa, jolloin pikamenetelmd antaa
ristiriitaisia tuloksia indikaattoribakteerista. E. coli ei ole merkityksellinen uima-
allasveden laatuvaatimuksen kannalta, koska se on herkkd kloorille eikéd yleisesti

ottaen esiinny uima-allasvesissa.

Tehtyjen tulosten perusteella pika-analyysimenetelmd on tilastollisesti hyvi, koska
jokainen tehty tutkimustulos pysyi annetun t-arvon alapuolella. Kuitenkin
luotettavuudesta ei ole tietoa, koska E. colin esiintyminen ndytteessd aiheuttaa
hairiotekijoitd tulosten luvussa. Jotta pikamenetelmé voisi ottaa kdyttoon, tulee silld

tehda vield lisdtutkimuksia héiridtekijoiden poistamiseksi.

8.2 Fotometrin virhearviointi ja analysointiluotettavuus

Kloori hajoaa nopeasti ollessaan kosketuksissa hapen kanssa, joten mittausvirheen
minimoimiseksi néytteet kisiteltiin samanlaisissa mittausolosuhteissa. Niytteiden
pitoisuudet pyrittiin mittaamaan fotometrilla ja spektrofotometrilla tulosten verratta-
vuuden vuoksi aina samanaikaisesti. Mittausvirhettd saattaa tulla myos reagenssien
annostelemisessa. Cl-1 -reagenssin maard saattoi vaihdella, koska annostelu tehtiin
punnitsemisen sijasta mittalusikalla. Samoin nestemiisen Cl-2 -reagenssin madrd
annosteltiin pipetoimisen sijasta tippapullolla, joka on epdtarkempi mittaustapa.
Laitetoimittajan mukaan reagenssien virhe on hyvin minimaalinen. Naytteiden
analysoinnin yhteydessd muutamaan otteeseen reagenssit eivit tuottaneet punaista

vérireaktiota. Tdstd johtuen liitteessd 10 on analysoimattomia rinnakkaisniytteita.
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Sama toistui mitattaessa kalibrointiliuosta. Kloorin hévidminen siind ajassa ei

teoriassa pitdisi olla mahdollista.

Laitevalmistaja ilmoittaa fotometrin olevan SFS-standardin kanssa analoginen.
Vapaan kloorin pitoisuudet olivat yleensd ldhelld toisiaan ja myOs t-testi osoitti
pitoisuuksien eron vihidiseksi. Kuitenkin kokonaiskloorin osalta erovaisuutta lait-
teiden vélilla todettiin t-testin perusteella olevan huomattavasti (liite 15). Laboratorio
ilmoittaa vapaan kloorin ja kokonaiskloorin mittausepdvarmuudeksi + 20 %.
Suurimmat erot laitteiden vililld saatiin 20.9.11 analysoiduista tuloksista (liite 14).
Ottaen huomioon annetun mittausepdvarmuuden, tulokset pysyivdt tdssdkin
tapauksessa rajoissa kokonaisklooripitoisuuden eron ollessa jopa 0,19 mg/l.

Fotometrille ei analysoitu sen omaa mittausepdvarmuutta.

Laitevalmistaja ilmoittaa fotometrin mittausalueen olevan 50 mm:n kyvetilld 0,01-
1,000 mg/l Cl,. Tehtyjen mittausten perusteella laskettiin méadritysrajaksi 0,04 mg/I1.
Spektrofotometrin méaaritysrajaksi on laskettu 0,03 mg/l. Liitteessd 1 esitettyjen
laatuvaatimuksen perusteella pH:n ollessa < 7,3, tulee vapaan kloorin olla > 0,3 mg/l.
Laitteiden vélisten erojen vuoksi laitetoimittaja suositteli tekemddn laitteelle
korjauskalibroinnin, jolloin kyvetin tuottama absorbanssi mitataan ja se huomioidaan

automaattisesti mittauksissa. Tdma ei kuitenkin tuottanut eroa klooripitoisuuksiin.

Tehtyjen mittauksien perusteella voidaan todeta, ettd laite ei tilastollisesti anna
tyydyttdvid tuloksia. Laite pystyy kuitenkin antamaan luotettavia tuloksia ottaen
huomioon mittausepdvarmuden. Kokeella on pystytty osoittamaan laite toimivaksi,

mutta hieman epidvarmaksi analyysilaitteeksi.
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LIITE 1 (1/2)

SOSIAALI- JA TERVEYSMINISTERIN ASETUKSEN 315/2002 MUKAISET UIMA-

ALLASVEDEN LAATUVAATIMUKSET

ALLASVEDEN LAATUVAATIMUKSET

Allasveden Yksikko
laatuvaatimukset

Mikrobiologiset muuttujat 1)
Heterotrofinen pesédkeluku 22 + 2 oC <100 pmy/ml
Heterotrofinen pesidkeluku 36 + 2 oC <100 pmy/ml
Pseudomonas aeruginosa ei osoitettavissa /100ml
Fysikaalis-ke miallis et muuttujat
Sameus <04 FTU
pH-arvo 2 6,5-7,6
Sidottu kloori <04 mg/1
Vapaa kloori 3)

Kun pH< 7.3 20,3 mg/1

Kun pH > 73 204 mg/l

Liamminvesialtaat 4)5) 20,6 mg/1

Kaikki altaat s) <12 mg/1
Nitraatti <50 mg/1
KMnOs-luku <10 mg/1
Urea <08 mg/1
Trihalometaanit (THM) kloroformina <50 mg/1
6)7)

Huomautukset:
1) Jos laatuvaatimusten raja-arvot ylittyvét, otetaan uusintandyte

2)

3)

4)

5)

valittdmasti.

Jos altaaseen johdetaan jatkuvasti talousveden laatuvaatimukset tayttavaa
lisdvettd niin, ettd sen keskimddrdinen viipyma4 altaassa on alle nelja
tuntia, veden pH-arvon vaatimustaso on < 8,0. Téll6in allasveden vapaan
kloorin pitoisuus tulee olla vahintién 0,6 mg/l.

Vapaan kloorin pitoisuuden on aina oltava vahintddn 1,5-kertainen
sidottuun klooriin verrattuna.

4) Kunnan terveydensuojeluviranomainen voi sallia alhaissmmankin
klooripitoisuuden arvon, jos limminvesialtaan veden klooripitoisuudelle
on jatkuvatoiminen mittauslaitteisto, veden klooripitoisuudelle on
asetettu alarajahilytys ja veden mikrobiologinen laatu on ollut jatkuvasti
hyva.

5) Kunnan terveydensuojeluviranomainen voi maaréta kéaytettdviaksi
annettuja korkeampia vapaan kloorin pitoisuuksia allasvedessa.
Terveydensuojeluviranomainen voi antaa vapaan kloorin ylérajan



6)
7)

LITE 1 (2/2)

1,2 mg/1 ylitystd koskevan méardyksen korkeintaan 2 kuukaudeksi
kerrallaan. Yldrajan ylityksestd on ilmoitettava altaan kayttdjille.
Kéytettiessd allasvedessi yldrajaa korkeampia vapaan kloorin
pitoisuuksia kunnan terveydensuojeluviranomaisen tulee maarata
tutkittavaksi myos allasveden

trihalometaanipitoisuus sekd KMnO4-luku ja sidotun kloorin pitoisuus.
Ei sovelleta ulkoaltaisiin

Allasveden KMnO4-luvun tilapdinen lievé ylitys on sallittu, jos samalla
todetaan, ettd allasveden trihalometaanin (THM) pitoisuus ei ylitd
laatuvaatimuksen raja-arvoa.



LIITE 2

ANALYYSIOHJE PAERUGINOSALLE: NORMAALI TARKASTUS

P asruginosa
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Suodatetaan 100 ml x5
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Fseudalertille 100 ml x 5



LIITE 3

PSEUDOMONAS AERUGINOSAN MAARITYS
TULOKSET NORMAALISTA TARKASTUKSESTA

MITTAUSPOYTAKIRJA 3.5.2011

Taulukko 1. Pseudomonas-agarin ja Pseudalertin tulokset

Néiyte nro Ps-agar 22 h, pmy | Ps-agar 44 h, pmy Pseudalert, MPN
1 51 51 38,4 — 38
2 43 43 50,4 — 50
3 44 44 40,6 — 41
4 42 42 27,1 - 27
5 33 37 32,4 — 32

pmy = pesidkettd muodostavaa yksikkod
MPN = Most Probably Number

T-testi Ei saa ylittaa arvoa 2,78

Nro Vanha A Uusi a Erotus d (d-kad)  (d-kad)2

1 7,14 6,16 0,98 0,50 0,25
2 6,56 7,07 -0,51 -0,99 0,99
3 6,63 6,40 0,23 -0,25 0,06
4 6,48 5,20 1,28 0,80 0,65
5 6,08 5,66 0,43 -0,05 0,00
0,48 1,95  summa (d-kad)2
sd=0,70
=154

Tuloksien t-arvo pysyi alle 2,78 .



LIITE 4

PSEUDOMONAS AERUGINOSAN MAARITYS
TULOKSET NORMAALISTA TARKASTUKSESTA

MITTAUSPOYTAKIRIJA 11.5.2011
Taulukko 1. Pseudomonas-agarin ja Pseudalertin tulokset

Naiyte nro Ps-agar 22 h, pmy | Ps-agar 44 h, pmy Pseudalert, MPN
1 - 34 254 — 25
2 - 42 36,4 — 36
3 - 38 23,8 — 24
4 - 44 23,8 — 24
5 - 46 42,9 — 43
pmy = pesikettd muodostavaa yksikkoa
MPN = Most Probably Number
Tulokset neliéjuurina
T-testi Ei saa ylittia arvoa 2,78
Nro Vanha A Uusi a Erotus d (d-kad) (d-kad)2
1 5,83 5,00 0,83 0,35 0,12
2 6,48 6,00 0,48 0,00 0,00
3 6,16 4,90 1,27 0,78 0,62
4 6,63 4,90 1,73 1,25 1,57
5 6,78 6,56 0,22 -0,26 0,07
0,91 2,37 summa (d-kad)2
sd =0,77
=263

Tuloksien t-arvo pysyi alle 2,78



LIITE 5

PSEUDOMONAS AERUGINOSAN MAARITYS
TULOKSET NORMAALISTA TARKASTUKSESTA

MITTAUSPOYTAKIRJA 17.8.2011

Taulukko 1. Pseudomonas-agarin ja Pseudalertin tulokset

Néiyte nro Ps-agar 22 h, pmy | Ps-agar 44 h, pmy Pseudalert, MPN
1 - 37 34,4 — 34
2 - 35 45,3 — 45
3 - 16 40,6 — 41
4 - 15 27,1 - 27
5 - 32 254 — 25

pmy = pesidkettd muodostavaa yksikkod
MPN = Most Probably Number

Tulokset neliéjuurina
T-testi Ei saa ylittai arvoa 2,78
Nro Vanha A Uusi a Erotus d (d-kad) (d-kad)2
1 6,08 5,83 0,25 -4,75 22,55
2 5,92 6,71 -0,79 -5,79 33,55
3 4,00 6,40 -2,40 -7,40 54,81
4 3,87 5,20 -1,32 -6,32 39,98
5 5,66 5,00 0,66 -4,34 18,86
-0,72 169,75 summa (d-kad)2
sd=6,51
t=-0.25

Tuloksien t-arvo pysyialle 2,78 .



LIITE 6

ANALYYSIOHJE PAERUGINOSALLE: LAIMENNUSSARJA

P asruginosa 0. 1ml
T m @ @
101l 10 ml 10 ml 10 ml
tizlatma vertd tizlartna verd tislammia vettd tizlamma vemnsd
Ix-2 ix-4 31—‘5 Ix-8

N~

Gﬁf7f1f;“m

C LD

200 1l 200 ml

200 ml 200 ml

tizlarma verni rislamas verrd

200 ml
tislarmea verrd tizlarma veri

rislarmea varrd

DA e U T

— =

Suodatetaan 100 ml x 2
&
Pseudalertille 100 ml = 2



PSEUDOMONAS AERUGINOSAN MAARITYS
TULOKSET LAIMENNOSSARJAA KAYTTAEN

MITTAUSPOYTAKIRJA 12.6.2011

Taulukko 1.

Toteutuneet Pseudomonas

Aeruginosan tulokset laimennussarjassa

Laimennos Ps-agar, pmy | Pseudalert, MPN
0,1 ml/100 ml 2 0
1,0 m/'100 ml 22 19
2,0 m/100 ml 50 56
3,0 ml/100 ml 30 59
4,0 ml/100 ml 60 70
Taulukko 2. Teoreettiset Pseudomonas

Aerugmnosan tulokset laimennossarjassa
Raja-arvo 25-36 pmy

Laimennos 25 pmy, min | 36 pmy, max
0,1 m/100 ml 2,5 3,6
1,0 m/'100 ml 25 36
2,0 m/100 ml 50 72
3,0 m/100 ml 75 108
4,0 m/100 ml 100 144

LIITE 7
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ANALYYSIOHJE PAERUGINOSALLE: PIENET PITOISUUDET

P asruginosa 0,1ml

mm@@ L

BTN N N Y
NS | NS | ) N

101l 10ml 10l 10 ml

tislatmua verri tislartua vernd rislammz vertd tizlarmua vettd C_Hh\.
— -'-.-F-j
Ix-2 In-4 Ix-6 Ix-8
o A 200 ml
tislatrus vettd ~
XD
'\M_____J,./

4

Suodatetaan 100 ml
&
Paeudalertille 100 ml
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PSEUDOMONAS AERUGINOSAN MAARITYS
TULOKSET KAYTETTAESSA PIENIA PITOISUUKSIA

MITTAUSPOYTAKIRJA 19.6.2011

Taulukko 1. Pseudomonas-agarin ja Pseudalertin tulokset

Néiyte nro Ps-agar 22 h, pmy | Ps-agar 44 h, pmy Pseudalert, MPN
1 - 11 8
2 - 16 12
3 - 15 21
4 - 6 11
5 - 12 14
pmy = pesédkettd muodostavaa yksikkod
MPN = Most Probably Number
Tulokset nelidjuurina
T-testi Ei saa ylittii arvoa 2,78
Nro Vanha A Uusi a Erotus d (d-kad)  (d-kad)2
1 3,32 2,83 0,49 0,49 0,24
2 4,00 3,46 0,54 0,54 0,29
3 3,87 4,58 -0,71 -0,71 0,50
4 2,45 3,32 -0,87 -0,87 0,75
5 3,46 3,74 -0,28 -0,28 0,08
-0,17 1,86  summa (d-kad)2
sd =0,68
t=-0,54

Tuloksien t-arvo pysyi alle 2,78 .
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KLOORIN MAARITYS

MITTAUSPOYTAKIRJA 17.8.2011

Taulukko 1. Fotometrimittaukset virallisista ndytteista

Vapaa kloori, mg/l Kokonaiskloori, mg/l
V 301
0,764 0,844
0,759 0,842
keskiarvo 0,762 0,843
0,757 0,835
0,754 0,845
keskiarvo 0,756 0,840
V 302
0,369 0,508
0,356 0,501
keskiarvo 0,363 0,508
0,361 0,498
0,355 0,501
keskiarvo 0,358 0,500
V303
0,738 -
0,745 -
keskiarvo 0,742 -
0,748 -
keskiarvo 0,748 -
V304 laimennos 12
0,617 0,351
0,602 0,354
keskiarvo 0,610 0,3525 x2 =0,705
0,613 0,348
0,617 0,345
keskiarvo 0,615 0,3465 x 2 = 0,693
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Taulukko 2. Spektrofotometriset mittaukset virallisista niytteistd

Vapaa kloori, mg/l Kokonaiskloori, mg/l
V 301 laimennos 1:2 laimennos 1:2
0,3779 x 2 = 0,7558 0,445 x2=0,8900
0,3817x2= 0,7634 0,4468 x2 = 0,8936
V 302
0,3848 0,5843
0,3825 0,5871
V 303 laimennos 12 laimennos 14
0,4080 x2 = 0,8160 0,2614 x4 = 1,046
0,3982x2 = 0,7964 0,2576 x4 =1,030
V 304 laimennos 12 laimennos 1:2

0,3351 x2=10,6702
0,3378 x2 =0,6756

0,3674 x 2 = 0,7348
03711 x 2 = 0,7422

Taulukko 3. Yhteenveto tuloksista

Vapaa kloori | Kokonaiskloori| Sitoutunut kloori

F S F S F S
vV3olrt.) 0,76 | 0,76 | 0,84 0,89 0,08 0,13
v3o12.| 0,76 | 0,76 | 0,84 0,89 | 0,08 0,13
Vv3021.] 0,36 | 0,38 | 0,51 0,58 | 0,15 0,20
vV3022. 036 | 0,38 | 0,50 0,59 | 0,14 0,20
V3031.] 0,74 | 0,82 - 1,05 - -
V3032.| 0,75 | 0,80 - 1,03 - -
V3041. 0,61 | 0,67 | 0,71 0,73 | 0,10 0,06
V3042, 0,62 | 0,68 | 0,69 0,74 0,08 0,07

F = fotometri

S =spektrofotometri
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KLOORIN MAARITYS

MITTAUSPOYTAKIRJA 18.8.2011

Taulukko 1. Fotometrimittaukset epavirallisista ndytteista

Niyte nro Vapaa kloori, mg/l Kokonaiskloori, mg/l
1
0,378 0,611
0,375 0,617
keskiarvo 0,377 0,614
0,388 0,604
0,363 0,596
keskiarvo 0,376 0,600
2 laimennos 1:2
0,825 0,469
0,802 0,469
keskiarvo 0,814 0,469 x2=10,938
0,804 0,455
0,804 0,465
keskiarvo 0,804 0,4675x2=10,915
3
0,731 0,837
0,711 0,824
keskiarvo 0,721 0,831
0,698 0,829
0,708 0,824
keskiarvo 0,703 0,827
4
0,661 0,685
0,654 0,699
keskiarvo 0,658 0,692
0,645 0,696
0,645 0,695
keskiarvo 0,645 0,696
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Taulukko 2. Spektrofotometriset mittaukset epavirallisista niytteista

Niyte nro Vapaa kloori, mg/l Kokonaiskloori, mg/l

1 laimennos 12
0,3248 0,3507x2=10,7014
0,3287 0,3470 x 2 = 0,6940

2 laimennos 1:2 laimennos 12
0,3984 x2 =0,7968 0,4619 x2 = 0,8690
0,3993 x2 = 10,7986 0,4627 x2 = 10,9254

3 laimennos 1:2 laimennos 12
0,3707 x2 = 0,7414 0,4345x2 = 0,8690
0,3513x2=10,7026 0,4337x2=0,8674

4 laimennos 1:2 laimennos 12

0,3353x2=10,6706
0,3195x2 = 0,6390

0,3633 x2 =0,7266
0,3647 x2 = 0,7294

Taulukko 3. Yhteenveto tuloksista

Vapaa kloori, mg/l | Kokonaiskloori, mg/l | Sitoutunut kloori, mg/l
F S F S F S
1,1 0,38 0,32 0,61 0,70 0,24 0,38
1,2 0,38 0,33 0,60 0,69 0,22 0,37
2,1 0,81 0,80 0,94 0,87 0,12 0,07
2,2 0,80 0,80 0,92 0,93 0,11 0,13
3,1 0,72 0,74 0,83 0,87 0,11 0,13
3,2 0,70 0,70 0,83 0,87 0,12 0,16
4,1 0,66 0,67 0,69 0,73 0,03 0,06
4,2 0,65 0,64 0,70 0,73 0,05 0,09

F = fotometri

S = spektrofotometri




LIITE 12

KLOORIN MAARITYS
KONTROLLIEN MITTAUS

MITTAUSPOYTAKIRJA 18.8.2011

Taulukko 1. Kontrollien mittaustulokset

Pitoisuus, mg/l | Vapaa kloori, mg/l Kokonaiskloori mg/l

F S F S
0,5 0,514 0,4942 = 0,528 -
0,529  0,4964 0,517 -

ka., 0,52 0,50 0,52 -

0,03 0,047  0,0263 0,046 -
0,040  0,0295 = 0,042 -

ka., 0,04 0,03 0,04 -

Taulukko 2. Nollakontrollien mittaustulokset
0-kontrolli, mg/l | 0-kontrolli reagenssilla, mg/1
Vapaa kloori | Kokonaiskloori

<0,01 0,029 0,016
<0,01 0,022 0,014
<0,01 0,023 0,013
<0,01 0,014 0,014

<0,01 0,014 0,017
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KLOORIN MAARITYS

MITTAUSPOYTAKIRJA 2.9.2011

Taulukko 1. Fotometrimittaukset epévirallisista niytteistd

Nayte nro  Vapaa kloori, mg/l  Kokonaiskloori, mg/l
1
0,598 0,637
0,586 0,644
keskiarvo 0,592 0,641
0,576 0,614
0,588 0,605
keskiarvo 0,582 0,610
2
0,479 0,607
0,470 0,617
keskiarvo 0,475 0,612
0,480 0,621
0,483 0,614
keskiarvo 0,482 0,618
3
0,447 0,561
0,420 0,588
keskiarvo 0,434 0,575
0,434 0,565
0,432 0,563
keskiarvo 0,433 0,564
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Taulukko 2. Spektrofotometriset mittaukset epavirallisista niytteistd

Néyte nro Vapaa kloori, mg/l Kokonaiskloori, mg/l
1 laimennos 1:2
0,5611 0,3458 x2 =0,6916
0,5622 0,3452 x2 =0,6904
2 laimennos 1:2
0,4744 0,3452 x2 =0,6904
0,4630 0,3494 x 2 = 0,6988
3
0,4284 0,5822
0,4277 0,5809
Taulukko 3. Yhteenveto tuloksista
Vapaa kloori, mg/l | Kokonaiskloori, mg/l = Sitoutunut kloori, mg/l
Nayte nro F S F S F S
1,1 0,59 0,56 0,64 0,69 0,05 0,13
1,2 0,58 0,56 0,61 0,69 0,03 0,13
2,1 0,47 0,47 0,61 0,69 0,14 0,22
2,2 0,48 0,46 0,62 0,70 0,14 0,24
3,1 0,43 0,43 0,57 0,58 0,14 0,15
3,2 0,43 0,43 0,56 0,58 0,13 0,15

F = fotometri

S = spektrofotometri
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KLOORIN MAARITYS

MITTAUSPOYTAKIRJA 20.9.2011

Taulukko 1. Fotometrimittaukset virallisista ndytteista

Niayte nro  Vapaa kloori, mg/l  Kokonaiskloori, mg/l
V201
0,569 0,688
0,562 0,693
keskiarvo 0,566 0,691
0,585 0,687
0,570 0,691
keskiarvo 0,578 0,689
V203
0,619 0,881
0,621 0,879
keskiarvo 0,620 0,880
0,627 0,880
0,623 0,879
keskiarvo 0,625 0,880
V 205
0,560 0,690
0,545 0,688
keskiarvo 0,553 0,689
0,550 0,685
0,558 0,682
keskiarvo 0,554 0,684
V 206 laimennos 12 laimennos 1:2
0,626 0,715
0,631 0,714
keskiarvo  0,6285 x2 =1,26 0,715x2=1,43
0,629 0,715
0,601 0,722
keskiarvo  0,615x2 =1,23 0,7185x2=1,44
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Taulukko 2. Spektrofotometriset mittaukset virallisista néytteista

Vapaa kloori, mg/l Kokonaiskloori, mg/l

V 201 laimennos 12
0,5644 0,3980 x2 = 0,7960
0,5648 0,3980 x 2 =0,7960

V 203 laimennos 1:2 laimennos 12
0,3419x2 =0,6838 0,4847 x 2 =0,9694
0,3360 x2 =10,6720 0,4837x2=0,9674

V 205 laimennos 12
0,5720 0,3980 x2 = 0,7960
0,5522 0,3989 x2=10,7978

V 206 laimennos 14 laimennos 14

0,3399 x4 =1,36
0,3367 x4 =1,35

0,3989 x4 =1,596
0,4075x4=1,630

Taulukko 3. Yhteenveto tuloksista

Vapaa kloori, mg/l | Kokonaiskloori, mg/l | Sitoutunut kloori, mg/l
F S F S F S
V201 1. 0,57 0,56 0,69 0,80 0,13 0,23
V201 2. 0,58 0,56 0,69 0,80 0,11 0,23
V202 1. 0,62 0,68 0,88 0,97 0,26 0,29
V202 2. 0,63 0,67 0,88 0,97 0,25 0,30
V203 1. 0,55 0,57 0,69 0,80 0,14 0,22
V203 2. 0,55 0,55 0,68 0,80 0,13 0,25
V204 1. 1,26 1,35 1,43 1,60 0,17 0,25
V 204 2. 1,23 1,36 1,44 1,63 0,21 0,27

F = fotometri

S = spektrofotometri



Taulukko 1. Vapaan kloorin tilastollinen vertailu

N:o

0N Nk W~

N — = = = = = = = = =
S O 0 IO VN b WD —= OO

21
22
23
24
25
26
27
28
29
30

FOTOMETRIN JA SPEKTROFOTOMETRIN T-TESTI

17.08.2011
17.08.2011
17.08.2011
17.08.2011
17.08.2011
17.08.2011
17.08.2011
17.08.2011
18.08.2011
18.08.2011
18.08.2011
18.08.2011
18.08.2011
18.08.2011
18.08.2011
18.08.2011
18.08.2011
18.08.2011
18.08.2011
18.08.2011
02.09.2011
02.09.2011
02.09.2011
02.09.2011
02.09.2011
02.09.2011
20.09.2011
20.09.2011
20.09.2011
20.09.2011

Fotometri Spektrofotometri  keskiarvo

0,76
0,76
0,36
0,36
0,74
0,75
0,61
0,62
0,38
0,38
0,81
0,80
0,72
0,70
0,66
0,65
0,51
0,53
0,05
0,04
0,59
0,58
0,47
0,48
0,43
0,43
0,57
0,58
0,62
0,63

0,76
0,76
0,38
0,38
0,82
0,80
0,67
0,68
0,32
0,33
0,80
0,80
0,74
0,70
0,67
0,64
0,49
0,50
0,03
0,03
0,56
0,56
0,47
0,46
0,43
0,43
0,56
0,56
0,68
0,67

0,7587
0,7595
0,3737
0,3703
0,7788
0,7722
0,6399
0,6453
0,3507
0,3521
0,8052
0,8013
0,7312
0,7028
0,6641
0,6420
0,5041
0,5127
0,0367
0,0348
0,5766
0,5721
0,4745
0,4723
0,4310
0,4304
0,5650
0,5712
0,6519
0,6485

di
erotus
0,0057
-0,0079
-0,0223
-0,0245
-0,0745
-0,0484
-0,0607
-0,0606
0,0517
0,0468
0,0167
0,0054
-0,0204
0,0004
-0,0131
0,0060
0,0198
0,0326
0,0207
0,0105
0,0309
0,0198
0,0001
0,0185
0,0051
0,0053
0,0011
0,0127
-0,0638
-0,0470

LIITE 15 (1/3)

(di)2
erotuksen nelio
0,0000
0,0001
0,0005
0,0006
0,0056
0,0023
0,0037
0,0037
0,0027
0,0022
0,0003
0,0000
0,0004
0,0000
0,0002
0,0000
0,0004
0,0011
0,0004
0,0001
0,0010
0,0004
0,0000
0,0003
0,0000
0,0000
0,0000
0,0002
0,0041
0,0022



31 20.09.2011
32 20.09.2011
33 20.09.2011
34 20.09.2011

Taulukko 2. Kokonaiskloorin tilastollinen vertailu

0 3O Ui AW~

0,55
0,55
1,26
1,23

0,57
0,55
1,35
1,36
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0,5623 -0,0195 0,0004
0,5531 0,0018 0,0000
1,3050 -0,0900 0,0081
1,2950 -0,1300 0,0169
summa -0,3711 0,058
keskiarvo -0,0109
(Sd)2 0,0016
Sd 0,040
t-arvo 1,577

Koska laskettu t-arvo on pienempi kuin teoreettinen arvo t0,05(33) =2,035,

menetelmilla ei wida katsoa olevan eroa 5 %:n merkitsewystasolla.

17.08.2011
17.08.2011
17.08.2011
17.08.2011
17.08.2011
17.08.2011
18.08.2011
18.08.2011
18.08.2011
18.08.2011
18.08.2011
18.08.2011
18.08.2011
18.08.2011
02.09.2011
02.09.2011
02.09.2011
02.09.2011
02.09.2011
02.09.2011

Fotometri Spektrofotometri keskiarvo

0,84
0,84
0,51
0,50
0,71
0,69
0,61
0,60
0,94
0,92
0,83
0,83
0,69
0,70
0,64
0,61
0,61
0,62
0,57
0,56

0,89
0,89
0,58
0,59
0,73
0,74
0,70
0,69
0,87
0,93
0,87
0,87
0,73
0,73
0,69
0,69
0,69
0,70
0,58
0,58

0,8665
0,8668
0,5462
0,5433
0,7199
0,7176
0,6577
0,6470
0,9035
0,9202
0,8498
0,8470
0,7093
0,7125
0,6661
0,6500
0,6512
0,6582
0,5784
0,5725

di
erotus

-0,0470
-0,0536
-0,0763
-0,0876
-0,0298
-0,0492
-0,0874
-0,0940

0,0690
-0,0104
-0,0385
-0,0409
-0,0346
-0,0339
-0,0511
-0,0809
-0,0784
-0,0813
-0,0077
-0,0169

(di)2

erotuksen nelid

0,0022
0,0029
0,0058
0,0077
0,0009
0,0024
0,0076
0,0088
0,0048
0,0001
0,0015
0,0017
0,0012
0,0011
0,0026
0,0065
0,0061
0,0066
0,0001
0,0003



21
22
23
24
25
26
27
28

20.09.2011
20.09.2011
20.09.2011
20.09.2011
20.09.2011
20.09.2011
20.09.2011
20.09.2011

0,69
0,69
0,88
0,88
0,69
0,68
1,43
1,44

0,80
0,80
0,97
0,97
0,80
0,80
1,60
1,63

0,7433
0,7425
0,9247
0,9235
0,7425
0,7407
1,5130
1,5350

summa
keskiarvo

(Sd)2
Sd

t-arvo

-0,1055
-0,1070
-0,0894
-0,0879
-0,1070
-0,1143
-0,1660
-0,1900

-1,8976
-0,0678

0,0026
0,050

7,101

LIITE 15 (3/3)

0,0111
0,0114
0,0080
0,0077
0,0114
0,0131
0,0276
0,0361

0,197

Koska laskettu t-arvo on pienempi kuin teoreettinen arvo t0,05(27) =2,052,
eri laitteilla mitatut tulokset eroavat toisistaan 5 %:n merkitsevyystasolla.



LIITE 16

MAARITYSRAJAN TULOKSET

Taulukko 1. Mairitysrajan laskeminen vapaalle kloorille
Naytteestd nro 1, 2.9.2011 ja naytteestd nro V 205,20.9.2011,
laimennos 1:10

‘ vapaa CI2, mg/l ‘ vapaa CI2, mg/l ‘ Erotus, d ‘ d

1 0,070 0,067 0,003 0,000009
2 0,072 0,070 0,002 0,000004
3 0,072 0,071 0,001 0,000001
4 0,075 0,063 0,012 0,000144
5 0,061 0,066 -0,005 0,000025
6 0,082 0,062 0,020 0,000400
7 0,069 0,061 0,008 0,000064
8 0,069 0,066 0,003 0,000009
9 0,069 0,054 0,015 0,000225
10 0,078 0,058 0,020 0,000400

> d 0,001281

s =0,008003124

- Maér.raja = 0,041492254
~ 0,04 mg/l

Taulukko 2. Mairitysrajan laskeminen kokonaiskloorille
Naytteestd nro 1, 2.9.2011 ja néytteestd nro V 205,20.9.2011,
laimennos 1:10

| mg/l | mg/l | Erotus,d | &

1 0,085 0,067 0,018  0,000324
2 0,082 0,068 0,014  0,000196
3 0,081 0,069 0,012 0,000144
4 0,087 0,072 0,015 0,000225
5 0,073 0,067 0,006  0,000036
6 0,078 0,073 0,005 0,000025
7 0,082 0,081 0,001 0,000001
8 0,079 0,080 -0,001  0,000001
9 0,067 0,078 -0,011  0,000121
10 0,076 0,080 -0,004  0,000016

Y d’ 0,001089

s= 0,00737902
- Miir.raja= 0,0382566
~ 0,04 mg/l



T-TESTIN KRITTISET ARVOT

1-suuntainen testi

2-zsyuntainen testi

Vapaus- merkitsevyystasolla merkitsevyystasolla

asteet | gop 1% 0.1% 5% 1% 0.1%
1 6314 3182 383 127 G366 G366
2 2870 6055 2233 4303 8825 3160
3 2.353 4.541 1021 3182 5.841 j2.82
4 2132 3747 T7ATZ 2776 4604 2610
5 2015 3385 5884 2571 4,032 &.869
& 1,943 3143 5208 2447 3707 5.059
7 1895 2908 4785 2365 3.480 5408
B 1860 2895  4.501 2a08 3355 5.041
9 1.833  Z821 4297 2262 3250 4781
10 1812 2764 4144 2228 31658 4,587
11 1796 2718 4025 2201 3408 4437
12 1782 2681 3530 2178 3.055 4.218
13 1.771 2650 3852 2460 3012 4232
14 1.761 2.624 3,767 21445 2877 4,140
15 1753 2602 373 2131 2.947 4.073
16 1745 2583 3688 2120 28N 4015
17 1740 2587 3646 2110 2896 3,965
18 1.734 2552 3810 211 2878 2.922
19 1728 2539 3579 2.003 2851 3883
20 1725 2528 3552  2.088 2845  3.850
21 1.721 2518 3527 2080 2831 3818
2z 1717 2508 3505 2074 2A15 3582
23 1714 2500 3485 2059 @ 2807 3,768
24 1.711 2492 3487 2084 2797 3745
25 1.708 2485 3450 2060 2787 3725
28 1.708 2470 1435 2056 2 2778 3707
zZv 1703 2473 3421 2052 2T 3,689
28 1701 2457 3408 2048 2763  3.674
29 1699 2482 3396 2045 2756 3.660
30 1687 2457 3385 @ 2.042 2750  3.B46
bch | 1696 2453 3375 2040 2744 3633
3z 1694 2449 3365 2037 2738 3,622
33 1682  2.445 3356 2035 2733 1611
34 1.691 2441 3348 2032 2728 3601
is 1680 2438 3340 2030 2724 1591
36 1688  2.434 3333 2028 2718 3.582
a7 1687 2431 3325 2028 2715 3574
38 1686 2420 3319 2024 2712 3566
39 1685 2426 3313 2023 2708 3558
40 16684 2423 3307 2.0 2704 3.551
41 1683 2421 3304 2020 2701 3.544
42 1682 2418 3286 2018 2608 1518
43 1,681 2418 3291 2017 2685 1532
44 1680 2414 3285 2015 2652 2526
45 1878 2412 3281 2014 2680 3520
45 15679 2410 3277 2013 2687 3515
47 1678 2408 3273 2012 2685 3510
48 1677 2407 3282 2011 2682 3505
49 1677 2405 3265 2010 2680  3.500
1] 1676  2.403 3281 2008 2678 3,428
&1 16875  2.402 3258 2008 @ 267H 3.492
52 1675 2400 3255 2007 2674 3483
53 1,674 23898 3251 2008 2872 3.404
54 1.674 2.397 3248 2.005 2570 2480
55 1673 2398 3245 2004 2668 3478
56 1673 2395 3242 2003 2667 3473
57 {1672 2304 3239 2002 2665 3468
58 1672 23482 3237 2002 2663 1466
53 1.671 2.391 3234 2001 2662 3.463
& 1.671 2.390 3232 2.0400 2660 3.460
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