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VALIDOINTISUUNNITELMA SULFIDIN
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Opinnaytetydn tavoitteena oli tehdd menetelméan validointisuunnitelma sulfidin maarittamiseen
ioniselektiivisella sulfidielektrodilla. Kyseisella sulfidielektrodilla mitattin  vesinaytteiden
sulfidipitoisuudet.

Validointisuunnitelmaan otettin mukaan seuraavat parametrit: madritys- ja toteamisraja,
mittausalue ja lineaarisuus, toistettavuus, satunnaisvirhe, systemaattinen virhe,
mittausepavarmuus ja selektiivisyys. Parametrit késiteltin esimerkkien ja tilastomatematiikan
kautta. Suunnitelman laatimisessa kaytettin hyvéksi testiajojen tuloksia. Parametrien
validointiohjeet Kkirjoitettin Eurachemin, Suomen ymparistokeskuksen ja VTT:n ohjeiden
mukaisesti.

Validoitavien parametrien kautta pysytddn osoittamaan analyyttisen menetelman

paikkansapitavyys. Validoinnin tuloksia voidaan kayttaa analyysitulosten toistettavuuden, laadun
ja luotettavuuden arviointiin.
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VALIDATION PLAN FOR SULFIDE
DETERMINATION METHOD

The purpose of this thesis was to compose a validation plan for a sulfide determination method
by using an ionselective sulfide electrode. With this particular sulfide electrode, the sulfide
concentrations of water samples were analyzed.

The following parameters were included in the validation plan: limit of detection and limit of
guantification, working and linear range, repeatability, random error, bias, uncertainty of
measurement, and selectivity. The parameters were examined through examples and statistics.
Results from tests were used when composing this plan. Validation instructions for the parameters
were written in compliance with the guidelines of Eurachem, the Finnish Environment Institute,
and VTT.

The validity of the analytical method can be confirmed with the parameters under validation. The

validation results can be used to evaluate the repeatability, quality and reliability of the analysis
results.
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sulfide, sulfide electrode, potentiometer, validation
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JOHDANTO

Opinnaytety6 tehtiin Turun ammattikorkeakoulun laboratoriossa ja tyd oli osa Suomen
Ymparistokeskuksen ja Turun ammattikorkeakoulun yhteishanketta. Hankkeessa kasi-
teltiin luonnonvesissa tapahtuvaa sulfaatin pelkistymista sulfidiksi ja sen vaikutusta rau-

dan kiertoon ja fosforin vapautumiseen vesistdissa.

Opinnaytetydn tavoitteena oli laatia validointisuunnitelma sulfidimittaukselle. Tarve ta-
man tyon tekemiseen tuli alun perin hankkeessa, jossa sulfidipitoisuudet piti maarittaa

luonnonvesi- ja sedimenttindytteista.

Validointi on térke& osa analyyttista kaytantoa. Validoinnin tarkoituksena on osoittaa kay-
tetyn menetelman paikkansapitavyys ja sen tuloksia voidaan kayttaa validoinnin koh-
teena olleen menetelmén laadun ja luotettavuuden arviointiin. Olennainen osa validointia
ovat raportointi ja jaljitettavyys. Raportissa todetaan menetelman soveltuvuus kayttotar-
koitukseensa ja tayttaakd se annetut vaatimukset. Jaljitettévyys tarkoittaa tulosten jalji-

tettavyytta referenssimateriaaliin tai mittanormaaliin.

Validointisuunnitelmassa paatetaan validoinnin laajuus kysymyssarjan avulla. Suunnitel-
massa kasitelladn myads validointiin liittyvien liuosten kasittely ja valmistus seké elektro-

din toimintakunnon tarkastaminen ja huoltotoimenpiteet.

Sulfidielektrodilla tehtiin useita testiajoja. Naista ajoista saatua tietoa on kaytetty vali-

dointisuunnitelmassa hyvéksi esimerkkien muodossa.
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YLEISESTI SULFIDEISTA

2.1 Sulfidit ja niiden fysikaaliset ja kemialliset ominaisuudet

Yleisia rikin esiintymismuotoja ilmakehéssa, maaperassa ja vesistoissa ovat sulfidit (H.S
ja HS). Sulfideja paatyy luontoon myds teollisuuden laajan rikkihapon kaytén vuoksi.
Rikin vaikutukset luonnossa ndhdaan yleisimmin happamina sateina. Nailla sateilla on
kauaskantoisia haitallisia vaikutuksia maaperaan ja vesist6ihin. Rikin anioninen muoto
pystyy muodostamaan myrkyllisia yhdisteita. Eras naista yhdisteista on rikkivety (H2S).
(Jukkala 2008, 8.)

Alkuainerikin pelkistyneessa muodossa sulfidissa (S?) kaksi rikkiatomia on liittynyt toi-
siinsa kaksoissidoksella. Rikkivety (H>S) muodostuu rikkiatomista, johon on liittynyt kaksi
vetyatomia. Rikkivety on varitdn ja myrkyllinen kaasu, jonka haju muistuttaa mataa ka-
nanmunaa. (Jukkala 2008, 10.)

Taulukko 1. Rikkivedyn ominaisuuksia (Jukkala 2008, 10).

sp(K) kp(K) Dyap HO (kp), | Ar HO(298K), | pKa (1) pKa (2)
(kd/mol) (kJ/mol)
187,5 214 18,7 -20,6 7,04 19

Metallisulfidien liukoisuus veteen on heikko. Vain alkali- ja maa-alkalimetallisulfidit seka
alumiinisulfidit liukenevat helposti veteen. (Jukkala 2008, 10.) Esimerkiksi kalsiumsulfidin

liuetessa muodostuu rikkivetya ja kalsiumhydroksidia:

CaS (s) + 2H,0 (1) » H,S (g) + Ca(OH), (aq)

Metallisulfidien reaktio happamissa olosuhteissa johtaa rikkivedyn syntyyn (Jukkala
2008, 10). Esimerkiksi rautasulfidin reagoidessa vetykloridihapon kanssa muodostuu rik-

kivetya ja rautakloridia:

FeS (s) + 2HCI (aq) » H,S (g) + FeCl, (aq)
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Liuoksen happamuuden kasvaessa tapahtuu sulfidin hydrolysoituminen vedessa
H,S:ksi. Olosuhteiden ollessa erittdin happamat HS™ hydrolysoituu H,S:ksi. (Jukkala
2008, 10.) Sulfidi hydrolysoituu kahdessa vaiheessa. Ensimmaisessé vaiheessa sulfidi
hydrolysoituu vetysulfidiksi ja toisessa vaiheessa vetysulfidi hydrolysoituu rikkivedyksi:

5%~ (aq) + H,0 (1) = HS™ (aq) + OH™ (aq)

HS™ (aq) + H,0 () = H,S (g) + OH™ (aq)

H,S hydrolysoituu vedessa vahaisissd maarin takaisin sulfidiksi. Talldin muodostuu liu-
oksia, jotka ovat heikosti happamia. (Jukkala 2008, 10.) Esimerkiksi rikkivety hydrolysoi-
tuu kahdessa vaiheessa. Ensimmaisessa vaiheessa rikkivety hydrolysoituu vetysulfidiksi

ja toisessa vaiheessa vetysulfidi hydrolysoituu sulfidiksi.
H,S (g) + H,0 () = H30" + HS~(aq) pKa = 7,04

HS™ (aq) + H,0 () = H;0" + 5?7 (aq) pKa =19

H, S hapettuu helposti. Hapettumisen tulokseen vaikuttaa saatavilla olevan hapen maara.
(Jukkala 2008, 10.) Esimerkiksi niukkahappisessa ymparistossa rikkivety hapettuu ve-

deksi ja rikiksi. Runsashappisessa ymparistdssa rikkivety hapettuu vedeksi ja sulfaatiksi.
2H,S (g) + 0, (g) = 2H,0 () + 2S (s)

2H,S(g) +30,(g) = 2H,0 (1) +S0;~

2.2 Rikkivety ymparistdssa ja dissimilatorinen sulfaatinpelkistys

Happea siséltavien radikaalien vuoksi rikkivety hajoaa ilmassa sulfaatiksi ja rikkidioksi-
diksi. Hajoamisen kesto voi olla yli 40 péaivaa koska se on riippuvainen esimerkiksi lam-
potilasta. Rikkivedyn vesiliukoisuus saa sen kulkeutumaan sateen vaikutuksesta maa-
peréén ja pohjaveteen. Vesisttjen ja maaperan happamuus lisdantyvat rikkivedyn ja sen
hajoamistuotteiden vaikutuksesta. Rikkivety on luokiteltu vesieliomyrkyllisyytensa vuoksi

ymparistolle vaaralliseksi. (Tyoterveyslaitos 2015)
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Sulfaatti (SO4%) pystyy pelkistymaan sulfideiksi sopivissa olosuhteissa. Pelkistyminen
tapahtuu silloin kun ymparistéssa on sulfaatin pelkistamiseen kykenevia mikrobeja. Mik-
robit tarvitsevat toimiakseen hapettomat olosuhteet ja ravinnokseen hiiltd sopivassa
muodossa kuten sokereina. Sulfaatin pelkistyessd muodostuvat sulfidit vahentavéat rau-
dan kiertoa sedimentissa ja liittavat sulfaatin vesistjen rehevoitymiseen fosforin vapau-
tumisen kautta. (Ekholm & Lehtoranta 2013, 40.)
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VALIDOINTI

3.1 Maaritelma

Menetelman validointi on prosessi, jota kaytetaan osoittamaan spesifiseen testiin kayte-
tyn analyyttisen menetelman paikkansapitavyys. Validoinnin tuloksia voidaan kayttaa
analyyttisten tulosten luotettavuuden, laadun ja toistettavuuden arviointiin. Validointi on

olennainen osa hyvaa analyyttista kaytantéa. (Huber 2007, 125.)

Analyyttisen menetelman validointi tehdadn ennen menetelman toistuvan kayton aloitta-
mista. Validointi suoritetaan myds menetelmén muuttamisen jalkeen, kun muutos on me-
netelmén tavanomaisen kayttdalueen ulkopuolella. Mikali olosuhteet ovat muuttuneet
edellisen validoinnin jalkeen (esim. mittauslaitteen tai naytteiden muuttuneet ominaisuu-
det), validointi suoritetaan uudelleen. (Huber 2007, 125.)

3.2 Suunnittelu

Tietyn menetelman validius tulee nayttaé toteen laboratoriokokeilla. Kokeissa kaytetaan
standardeja tai naytteita, jotka ovat samankaltaisia kuin tuntemattomat naytteet, joita
analysoidaan rutiininomaisesti. Kokeiden valmistelu ja suorittaminen tulee tapahtua va-
lidointiprotokollan mukaan. Protokolla kirjoitetaan opastusmuotoon, jossa jokainen kohta

kaydaan suoritusjarjestyksessa lavitse. (Huber 2007, 127.)

Taulukko 2. Esimerkki validointiprotokollasta (Huber 2007, 127).

Validointiprotokollan, toimintaohjeen ja paasuunnitelman kehittaminen.

Henkildston ja heidan vastuualueidensa maarittaminen.

Projektisuunnitelman tekeminen.

Menetelman tarkoituksen, laajuuden ja sovellusmahdollisuuksien méaarittdminen.

Hyvaksyttavyyskriteerien ja suoritusparametrien maarittdminen.

Validoimiskokeiden valitseminen.

Reagenssien laatuvaatimuksien maarittdminen.

© N o o M W NP

Esikokeiden suorittaminen.

(jatkuu)
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Taulukko 2. Esimerkki validointiprotokollasta (Huber 2007, 127). (jatkuu)

9. Parametrien ja hyvaksyttavyyskriteerien muuttaminen tarvittaessa.

10. | Validointikokeiden suorittaminen.

11. | Menetelm&ohjeen laatiminen rutiinikayttoa varten.

12. | Uudelleenvalidointikriteereiden méaaritys.

13. | Kontrolli -ja soveltuvuuskokeiden méaarittdminen.

14. | Validointiraportin laatiminen dokumentoinnin ja havaintojen perusteella.

3.3 Validoinnin laajuus

Menetelman ja sen validointikriteerien sovellettavuuden laajuus tulee maarittaa validoin-

tiprosessin alkuvaiheessa. Tahan kuuluu vastauksien léytaminen seuraaviin kysymyk-

siin:

Mitd analyytteja halutaan todeta?

Mit& tasoa ovat konsentraatiot?

Minkalaiset ovat naytteiden matriisit?

Mikali naytteissa on lasna analyysia hairitsevia aineita, tulisiko nekin maarittaa?
Onko olemassa erityisia lakiin tai saantdihin perustuvia vaatimuksia?

Tulisiko tiedon olla kvalitatiivista vai kvantitatiivista?

Mitka ovat vaadittavat toteamis- ja maaritysrajat?

Mitd odotetaan tarkkuudelta ja virheettémyydelta?

Kuinka vakaa menetelmén tulee olla?

Onko menetelma tarkoitettu vain yhdelle vai kaikille saman tyypin laitteille?
Tullaanko menetelm&é kayttamaan vain yhdessa laboratoriossa vai tulisiko mene-
telman olla vapaasti kaytettavissa?

Mik&a on metodin kayttajien tiedon ja taidon taso? (Huber 2007, 128.)

Validoinnin mé&arittely

Tassa validointitydssa mitataan paaasiassa luonnonvesinaytteiden sulfidipitoisuuksia,

jotka ovat aikaisempien analyysien perusteella 0,1-3,0 ppm. Sulfidien hapettumisesta

johtuen naytteet sisaltavat myds sulfaattia, jonka hairitsevyys arvioidaan.
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Keratty tieto on kvantitatiivista eli maarallista. Analyysit perustuvat mittaamiseen, jossa
syntyy tilastollisin menetelmin kasiteltavia lukuarvoja. Maaritysrajan alarajan ja toteamis-
rajan odotetaan olevan pienempi kuin 0,5 ppm aikaisempien testiajojen perusteella.
Tarkkuus maaritetaan toistettavuusmittausten kautta, tavoitteena on RSD < 1 %. Vir-

heettdmyys maaritetddn saannon kautta, saantoprosentin tavoitteena on 95-105 %.

Menetelma on tarkoitettu validoinnissa kaytossa olleelle laitteistolle. Menetelmaa kayte-

taan laboratoriossa, jossa testit suoritetaan.

Menetelman kayttgjilté edellytetaan laboratoriokokemusta. Tama tarkoittaa ymmarrysta
laitteiden kaytostd, reagensseihin liittyvista kaytanndista, tyorutiineista ja laboratorion
tyoturvallisuudesta. Analyyseissa syntyy vaarallisia jatteitd, jotka lakien mukaan toimite-

taan asianmukaiseen laitokseen jatkokasittelya varten.
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SULFIDIMITTAUS, MENETELMAKUVAUS

4.1 Sulfidielektrodi

Sulfidielektrodi koostuu epoksirunkoon liitetystéd sensorielementista ja vertailuelektro-
dista. Elementin ollessa kontaktissa sulfidi-ioneja sisaltdvan liuoksen kanssa syntyy
elektrodipotentiaali. TAma potentiaali on riippuvainen vapaiden sulfidi-ionien konsentraa-
tiosta ja se voidaan mitata mV-mittarilla. Liuoksen mitattu potentiaali vastaa liuoksen si-
saltdmien sulfidi-ionien maarad Nernstin yhtalon mukaan. (ThermoFischer 2007, 50.)

Liuoksen mitattu potentiaali saadaan laskettua kaavalla 1.
E=E, +5-log(4)

jossa

E = mitattu potentiaali (mV)

E, = vertailupotentiaali (vakioarvo, mV)

A = sulfidi-ionien aktiivisuustaso liuoksessa

S = elektrodin herkkyys (eli kulmakerroin)

Kaava 1. Kaava liuoksen mitatun potentiaalin laskemiseksi (ThermoFischer 2007, 50).

Aktiivisuus A on vapaiden sulfidi-ionien aktiivisuus liuoksessa. Sulfidi-ionien aktiivisuus
on riippuvainen vapaiden ionien konsentraatiosta C: aktiivisuuskertoimen Y; kautta.

(ThermoFischer 2007, 50.) Sulfidi—ionien aktiivisuus lasketaan kaavalla 2.
Kaava 2. Kaava vapaiden sulfidi-ionien aktiivisuuden laskemiseksi (ThermoFischer

2007, 50).

loniaktiivisuuskertoimet ovat riippuvaisia kokonaisionivahvuudesta. lonivahvuutta voi-

daan kuvata seuraavalla kaavalla. (ThermoFischer 2007, 51.)
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lonivahvuus = %Z C; Z?
jossa

C; = ionin i konsentraatio
Z;=ionin i varaus

Kaava 3. Kaava ionivahvuuden laskemiseksi (ThermoFischer 2007, 51).

Mikali taustan ionivahvuus on korkea ja vakioarvo on riippuvainen mitatusta ionikonsent-
raatiosta, niin talldin aktiivisuuskerroin on vakio ja aktiivisuus on suoraan riippuvainen
konsentraatiosta. Sulfidiantioksidanttipuskuria (SAOB 1) lisdtdan standardeihin ja nayt-
teisiin. Puskurin tarkoituksena on estaa sulfidien hapettumista, vapauttaa sulfideja vetyi-

oneista ja saataa taustan ionivahvuutta. (ThermoFischer 2007, 51.)

Elektrodin . Siséliuoksen
runko tayttéaukko
Kammio Vertailu-
siséliuokselle elektrodi
Sensori-
I elementti

Kuva 1. Sulfidielektrodin kaaviokuva (ThermoFischer 2007, 6).
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4.2 Sulfidimittauksen toteuttaminen

4.2.1 Elektrodin valmistelu

Mikali elektrodi on yli viikon kayttamatta, se sailytetddn kuivana ilman sisaliuosta. Talléin
valmisteluissa elektrodin sisédkammio tulee tayttaa tayttoreikaan asti tayttdliuoksella.
Elektrodin ylapaata painamalla tulee sisaliuosta laskea ulos sisakammiosta. Nain elekt-
rodin ulkorungon ja sisdrungon valinen liitos saadaan kostutettua. Tayttoliuoksena toimii
elektrodin mukana toimitettu liuos (Optimum Results B filling solution, Cat. No. 900062).
(ThermoFischer 2007, 5.)

Sulfidistandardity6liuoksella tarkastetaan menetelméan herkkyys. Liuoksen valmistus on
kasitelty luvussa 4.2.2. Kyseisen liuoksen sulfidikonsentraatio on noin 100 ppm. Dekant-
terilasiin lisataan 22,5 ml SAOB ll-liuosta ja sama maara ultrapuhdasta kaasutonta vetta.
Liuosta sekoitetaan magneettisekoittajalla ja liuokseen lasketaan huuhdeltu ja kuivattu
sulfidielektrodi. Liuokseen pipetoidaan kaksi kertaa sulfidistandardity6liuosta. Pipetoita-
vat tilavuudet ovat 1 ml ja 10 ml. Mittarin lukemien annetaan asettua pipetointien jalkeen
ja kirjataan ylds. Lukemien erotuksen tulee olla 25-30 mV. (ThermoFischer 2007, 7.)

4.2.2 Reagenssit

Ultrapuhdas kaasuton vesi

Kaikissa sulfidielektrodin validointiin liittyvissa toimenpiteissa (liuokset, elektrodin huuh-
telu) tulee kayttdd ultrapuhdasta vettd, joka on saatettu kaasuttomaan tilaan ultradéni-
hauteessa (ThermoFischer 2007, 4). Veden tulee olla samana paivana valmistettua, kun
sita kaytetaan.

Natriumsulfidikantaliuos

Kidevedellistd natriumsulfidia (Na.S - 9H,0O) kaytetd&dn natriumsulfidikantaliuoksen val-
mistukseen. Ultrapuhtaaseen kaasuttomaan veteen liuotetaan natriumsulfidia suhteessa
5g/5 ml vettd. Liuos suositellaan otettavaksi kdyttbon vasta seuraavana paivana, jolloin
siitd voidaan valmistaa viikkostandardi. Tallin reagenssi on kokonaan liuennut veteen.
On suositeltavaa sailyttda liuos ilmatilattomassa sailopullossa jddkaapissa. (ThermoFi-
scher 2007, 4.)

TURUN AMK:N OPINNAYTETYO | Juha Karjalainen



17

Viikkostandardi

Viikkostandardi on viikottain valmistettava liuos, joka sisaltdd tunnetun maaran sulfidi-
ioneja. Viikkostandardin sulfidikonsentraatio méaaritetadn titraamalla 25 ml viikkostandar-
dia 0,1 M Pb?* -liuoksella. Titraus suoritetaan samana paivana, jolloin mittaukset aloite-
taan. Viikkostandardista valmistetaan sulfidistandarditydliuos, josta valmistetaan edel-

leen varsinaiset sulfidistandardiliuokset. (ThermoFischer 2007, 4.)

Viikkostandardi valmistetaan pipetoimalla 1 ml natriumsulfidikantaliuosta 100 ml:n mitta-
pulloon. Mittapulloon lisataan 50 ml SAOB ll-liuosta ja taytetaan merkkiin ultrapuhtaalla
kaasuttomalla vedella. Viikkostandardi siirretdan saildpulloon sailytysta varten. (Thermo-
Fischer 2007, 4.)

Sulfidistandarditydliuos

Viikkostandardista valmistetaan sekoittamisen ja solvatoitumisen jalkeen noin 100
ppm:n sulfidity6liuos menetelman herkkyyden tarkastamista varten. Tyéliuosta varten pi-
petoidaan 10 ml viikkostandardia 100 ml:n mittapulloon. Mittapulloon lisataan 22,5 mi
SAOB ll-liuosta ja taytetd&n merkkiin ultrapuhtaalla kaasuttomalla vedella. (ThermoFi-
scher 2007, 4.)

SAOB I

Sulfidiantioksidanttipuskuria (SAOB II) lisataan naytteisiin ja standardeihin pH-arvon
nostamiseksi ja sulfidien hapettumisen ehkaisemiseksi. Arvon ollessa yli 12, HS™ ja H,S

ionit muuttuvat haluttuun S muotoon. (ThermoFischer 2007, 49.)

SAOB II:n valmistus: 500 ml:n mittapulloon lisdtdan 250 ml 4 M NaOH:a ja 200 ml ultra-
puhdasta kaasutonta vettd. Seuraavaksi liuokseen lisatédan 17,6 g askorbiinihappoa ja
37,2 g kidevedellista etyleenidiamiinitetraetikkahappoa. Mittapullo taytetdan merkkiin ult-
rapuhtaalla kaasuttomalla vedella ja sekoitetaan hyvin. Liuos siirretédéan sailépulloon sai-

lytettavaksi jadkaapissa. (NTsensors.)

Tassa tyossa kaytetty kaupallinen SAOB ll-liuos valmistetaan sekoittamalla reagenssit
A -ja B keskendan. Reagenssi A on NaOH-liuos. Reagenssi B on kiteinen tai jauhemai-
nen kiinted seos, jonka koostumusta valmistaja ei ilmoita. (VWR 2015, 1-11.) SAOB II-
liuos on kayttokelpoinen 30 péaivaa valmistamisesta. Taméan jalkeen liuos muuttuu tum-

manruskeaksi. (ThermoFischer 2007, 4.)
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4.2.3 Viikkostandardin konsentraation maarittaminen

Viikkostandardin konsentraatio maaritetaan titraamalla 25 ml viikkostandardia 0,1 M
Pb?* -liuoksella. Viikkostandardia lisataan 100 ml:n dekantteriin 25 ml:n tayspipetilla.
Titrauksessa tapahtuvassa reaktiossa sulfidi-ioni saostaa lyijy(ll)sulfidia seuraavan re-
aktioyhtalén mukaisesti ( Antikainen 1977, 171).

Pb?* + 527 2 PbS(s)

Viikkostandardin konsentraatio lasketaan seuraavalla kaavalla:
C =3206-2
Vs

jossa

C = sulfidikonsentraatio (ppm)
V, = titrantin kulutus (ml)

Vs = standardin tilavuus (ml)

Kaava 4. Kaava viikkostandardin konsentraation laskemiseksi (ThermoFischer 2007, 4).

Maarityksissa titrauskayrassa on huomattu useasti myos toinen ekvivalenttipiste. Viik-
kostandardin konsentraatiota maaritettdessa tulee kayttda ensimmaista ekvivalenttipis-
tettd. Kuvassa 2 on tyypillinen viikkostandardin titrauskayrd. Oheisesta kayréasta katsot-

tiin ekvivalenttipisteeksi kohta, jossa titrantin kulutus oli 5,0 ml.
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Viikkostandardin titrauskayra (1.2) 12.3.2018
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Kuva 2. Viikkostandardin titrauskayra.

Titrauksia tulee tehda kolme rinnakkaista, joiden keskiarvo huomioidaan. Toinen ekviva-
lenttipiste osoittaa kantaliuoksen olevan hapettunut. Tallgin sen sulfidipitoisuus on myods
odotettua pienempi.

4.2.4 Standardiliuosten valmistaminen

Sulfidistandardiliuokset valmistetaan viikkostandardista, jonka pitoisuus tunnetaan tar-
kasti. Esim. jos viikkostandardin konsentraatio on 660 ppm, niin noin 100 ppm:n tyéliuos

valmistetaan seuraavasti:

Ci"Vi=Cy-V,

jossa

C, = viikkostandardin konsentraatio

V; = viikkostandardin tilavuus

C, = noin 100 ppm:n liuoksen tarkka konsentraatio
V, = 100 ppm:n liuoksen tilavuus

Kaava 5. Kaava liuoskonsentraatioiden laskemiseksi.
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Kaavan muokkaamisen jalkeen saadaan seuraava yhtalo:

CyVy
C1

Vl =

Tasta kaavaan sijoituksella saadaan yhtalé muotoon:

__ 100 ppm-100 ml

Vi
660 ppm

Vv, =151 ml

Viikkostandardia pipetoidaan tasan 15 ml. N&in noin 100 ppm:n liuoksen todellinen kon-

sentraatio on:

15 ml-660 ppm
CZ -
100 ml

C, =99 ppm

Kaikkien analyysistandardien tarkat konsentraatiot tulee laskea kaavan 5 mukaan.

4.3 Standardien ja naytteiden mittaaminen

Analysoitaessa standardiliuosten ja nayteliuosten konsentraatioita liuoksen vahimmais-
tilavuuden tulee olla 20 ml. Elektrodin tayttbaukon tulppa avataan ja elektrodi huuhdel-
laan ultrapuhtaalla kaasuttomalla vedella. Elektrodi voidaan kuivata varovasti painele-

malla sitéd nukkaamattomalla liinalla. (ThermoFischer 2007, 9.)

Elektrodin karki lasketaan mitattavaan liuokseen nestepinnan alapuolelle ja magneet-
tisekoitus kytketaan paalle. Mittarista kirjataan mV-lukema sen asettumisen jalkeen. Ta-
han voi kulua aikaa useita minuutteja. Elektrodi huuhdellaan, kuivataan ja seuraava

nayte tai standardi voidaan mitata.
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4.4 Elektrodin ja menetelman testaus

Elektrodin kayttbonotossa testattiin lineaarista aluetta ja toistettavuutta. Taulukossa 3
ovat mitattujen sulfidistandardien pitoisuudet ja niiden mitatut vasteet. Kuvassa 3 on tau-
lukon 3 arvojen mukaan piirretty standardisuora, jolla lineaarisuutta testattiin. Kyseinen

suora ei ole silmamaaraisesti koko alueeltaan lineaarinen.

Taulukko 3. Standardisuoran pisteiden lukuarvot kuvasta 3.

std no c(ppm) E(mV)
1 0,009 -592
2 0,01 -593
3 0,02 -621,5
4 0,03 -640,4
5 0,04 -649,5
6 0,05 -661,5
7 0,06 -668
8 0,07 -673,8
9 0,08 -677,8
10 0,09 -682,1
11 0,1 -684,4
12 0,2 -706,5
13 0,3 -717,5
14 0,4 -725,5
15 0,5 -732,2
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y = -35.41In(X) - 762.99

Sulfidistandardien pitoisuus vs. potentiaali.  Rz=0.9901
(760)
@
=)
(710) -
.
0_.9-""
0.

S (660) 0.
S o
\LI-J/ --"....

(610)

ie
(560)
c(ppm)
0.006 0.06 0.6

Kuva 3. Standardisuoran lineaarisuuden maaritys.

Kuvan 3 standardisuorasta valittiin nelja pitoisuutta lineaarisuuden maarittamista varten
residuaalien avulla. Pitoisuudet olivat valilla 0,02-0,05 ppm. Taulukossa 4 ovat pitoisuu-

det ja niiden mitatut vasteet. Kuvassa 4 on lukuarvojen mukaan piirretty standardisuora.

Taulukko 4. Standardisuoran pisteiden lukuarvot kuvasta 4.

std no c(ppm) E(mV)
1 0,02 -621,5
2 0,03 -640,4
3 0,04 -649,5
4 0,05 -661,5
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- . . . . =-42.49| - 788.05
Sulfidistandardien pitoisuus vs. potentiaali. y RZ:B%)QM
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Kuva 4. Standardisuoran lineaarisuuden maaritys.

Kuvan 4 suoran lineaarisuus analysoidaan vield matemaattisesti. Taulukossa 5 on suo-
ritettuna residuaalien laskenta kuvan 4 suorasta. Laskenta on suoritettu kaavan 6 mu-
kaan. Maaritelman mukaan suora on lineaarinen, koska residuaalien arvot vaihtelevat

vuorotellen positiivisesta negatiiviseen.
e=yi =%

jossa

€ = residuaalin arvo

y; = mitattu y—arvo

¥; = regressiosuoralta laskettu y—arvo

Kaava 6. Kaava residuaalien laskemiseksi (Mékinen ym. 1996, 18).
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c(ppm) Arvo suoralta (mV) | Mitattu arvo (mV) Residuaalin arvo
0,02 -621,89 -621,5 0,39

0,03 -638,70 -640,4 -1,7

0,04 -650,63 -649,5 1,13

0,05 -659,89 -661,5 -1,61

Taulukossa 6 ovat vasteet, jotka saatiin, kun jokaisesta standardiliuoksesta mitattiin

kolme rinnakkaisnaytettd. Taulukossa on myos rinnakkaisnaytteiden arvojen tilastollinen

kasittely toistettavuuden kannalta. Kasittelyssé tarkasteltiin suhteellista virheprosenttia

(RSD). Tavoite oli, ettd RSD on alle 1 %. Tama tavoite saavutettiinkin.

Taulukko 6. Standardisuoran toistettavuuden testaus.

Konsentraatio 1.1 1.2 1.3 Keskiarvo
(ppm) (mV) (mV) (mV) (mV) Keskihajonta | RSD
0,072| -673,8| -673,9| -674,8 -674,17 0,45 0,07
0,036| -653,2| -654,1| -652,7 -653,33 0,58 0,09
0,018| -631,8| -631,9| -630,1 -631,27 0,83 0,13
0,009 -605| -601,9| -598,8 -601,9 2,53 0,42
0,0045| -534,8| -533,5| -533,7 -534 0,57 0,11
0,0023| -495,1| -496,1| -492,9 -494.7 1,34 0,27

Testituloksista voidaan huomata elektrodimittauksen olevan lineaarinen, mutta ei Nerns-

tin yhtalén mukainen. Asia havaitaan kuvien 3 ja 4 suorien kulmakertoimista. Nain alhai-

silla konsentraatiotasoilla titrausmenetelmé on luotettavampi verrattuna suoraan stan-

dardinmittaukseen.

Nernstin yhtalén mukainen lineaarinen alue on suurempi kuin 0,32 ppm ja mittausalue
0,003-32000 ppm elektrodimanuaalin tietojen mukaan (ThermoFischer 2007, 35-58).
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SULFIDIMAARITYKSEN VALIDOINTI

Yleista

Testeissa kaytettavan naytematriisin tulee muistuttaa varsinaisia analyysinaytteita. Ta-
man vuoksi testeissa kaytetd&dn mahdollisuuksien mukaan jokivesinaytteita. Jokive-
sindytteet suodatetaan kayttaen 45 um kalvosuodattimia.

Jokaiseen rinnakkaisnaytteeseen tarvitaan naytetta vahintadan 30 ml. Jokivesinaytteisiin
lisatd&n myos 1:1 suhteella SAOB llI-liuosta hapettumisen ehkaisemiseksi. Valmistetta-
essa standardinlisdysnaytteita, SAOB ll-liuos lisatdan naytteeseen ennen standardiliu-
osta. Standardinlisdysnaytteita analysoimalla saadaan selville, onko naytematriisissa
sulfidien maarittamista hairitsevia yhdisteita.

Parametrien mittausjarjestyksen suunnittelulla saadaan yhdestéd mittaussarjasta tietoa
monien parametrien laskemiseksi (VTT 2016, 15). Mittausjarjestys on seuraava:

- maaritys- ja toteamisraja, jokivesinaytteet ja standardinlisaysnaytteet
- mittausalueen ja lineaarisuuden standardiliuokset

- toistettavuuden standardiliuokset ja nollanaytteet

Elektrodin kalibrointi tulee tarkastaa mittausten aikana kahden tunnin valein. Tama ta-
pahtuu mittaamalla vaste tuoreesta pienimman pitoisuuden standardiliuoksesta, joka on
hyvaksytty standardisuoraan. Mikéli vaste poikkeaa yli 4 % aikaisemmasta mittauksesta,

kalibrointi tulee suorittaa uudestaan uusilla standardiliuoksilla. (ThermoFischer 2007, 9).

5.1 Maaritys- ja toteamisraja

Toteamisrajalla mitattava arvo on suurempi kuin siihen liittyvd epavarmuustekija. Tama
tarkoittaa naytteen sisaltaman analyytin alinta pitoisuutta, joka voidaan havaita ja joka
poikkeaa nollanaytteesta. Tata pitoisuutta ei valttamatta voida kuitenkaan maarittaa tar-

kasti numeerisessa muodossa. (Huber 2007, 148.)

Méaaéritys- ja toteamisrajan maarittamisessa analyytin tulee olla matriisiltaan samanlainen
kuin sdanndllisesti analysoitavat naytteet. Mikali tAma ei ole mahdollista analyytiksi vali-
taan nollanayte. Joissakin tapauksissa nollandytteelld ei saada vastetta. Tall6in maari-

tyksessé voidaan kayttdd maaritysrajan lahelld olevaa standardiliuosta. Maaritys- ja
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toteamisrajan matemaattisessa arvioinnissa kaytetaan muuttujina naytteiden keskiha-

jontaa ja keskiarvoa. (Makinen ym. 1996, 30.)

Toteamisrajan maarityksessa voidaan nollandytteena kayttaa ultrapuhdasta kaasutonta
vetta. Talloin mitattavista parametreista voidaan kuitenkin saada liilan optimistinen arvo
(Méakinen ym. 1996, 30). Nollanaytteena voidaan kayttaa myds jokivesinaytetta, josta on
hapettamalla poistettu valtaosa sulfideista. Tahan jokivesinaytteeseen lisataan SAOB II-
liuos hapettamisen jalkeen. Hapetetun jokivesindytteen signaalin tulee olla suurempi,

kuin mitd saadaan mitattaessa ultrapuhdasta kaasutonta vetta.

Méaaéritys- ja toteamisrajan mittauksissa analysoidaan 10 rinnakkaisnaytetta.
Toteamisraja = ug + 3s

jossa

ug = nollanaytteen tulosten keskiarvo

s = nollandytteen tulosten keskihajonta

Kaava 7. Kaava toteamisrajan laskemiseksi (Mékinen ym. 1996, 30).

Maaritysrajan alarajana voidaan pitdé lineaarisuuden maarityksessa laskettua standar-
disuoran alinta hyvaksyttya pistettd nollanayte pois lukien. Madritysraja saadaan myds

laskettua seuraavalla kaavalla.
Maaritysraja = ug + 10s
Kaava 8. Kaava maaritysrajan laskemiseksi (Mékinen ym. 1996, 30).

Mikali nollanaytteiden rinnakkaismittaukset tehdaan pitemmalla aikavalilla, keskihajonta

lasketaan seuraavalla kaavalla (Makinen ym. 1996, 30).

yid®

2m

jossa
d = nollanaytteiden erotus (konsentraationa)

m = naytesarjojen lukumaara
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Kaava 9. Kaava keskihajonnan laskemiseksi (Makinen ym. 1996, 30).

5.2 Menetelmén lineaarisuus- ja mittausalue

Analyyttisen menetelman mittausalue on maaritelman mukaan se ylemman ja alemman
tason vali (mukaanluettuna naiden vélien tasot), joka tayttaa tietyt vaatimukset. Vaati-
muksien mukaan talla valilla suoritettavien mittauksien tulee tayttaa lineaarisuuden, tark-
kuuden ja virheettdmyyden vaatimukset kyseisen menetelman mittauksia suoritettaessa.
(Huber 2007, 148.)

Lineaarisuus on analyyttisen menetelman kyky saada selville testituloksia, jotka ovat
suoraan verrannollisia naytteiden sisaltamien analyyttien konsentraatioihin tietylla alu-
eella (Huber 2007, 146).

Mittausalueen alussa menetelman kayttoa rajoittaa maaritys- tai toteamisraja. Mittaus-
alueen lopussa rajoittavana tekijana ovat mittalaitteen detektio-ominaisuudet, eli laitteen
kyky mitata analyytin konsentraation muutoksia. (Mékinen ym. 1996, 16.)

Mittausalueen sisélla voi olla enemman kuin yksi lineaarisuusalue. Tama tarkoittaa sita,
ettd naytteiden pienille ja suurille pitoisuuksille kaytetdan eri standardisuoraa. Mittaus-
alueella voi myos olla yksi lineaarinen konsentraatioalue tai laajempi epélineaarinen kon-

sentraatioalue. (Mékinen ym. 1996, 16.)

Standardisuoraa arvioitaessa korrelaatiokerrointa (r?) on usein pidetty lineaarisuuden
osoituksena. Residuaaleilla voidaan selvittéa tarkasti suoran lineaariset osuudet varsin-
kin kaareutuvissa suorissa. Residuaalit lasketaan yhtalon 19 mukaan. (Mékinen ym.
1996, 18.)

e=y; =i

jossa

€ = residuaalin arvo

y; = mitattu y—arvo

¥; = regressiosuoralta laskettu y—arvo

Kaava 10. Kaava residuaalien laskemiseksi (Méakinen ym. 1996, 18).
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Residuaaleista voidaan piirtda kuvaaja x:n funktiona. Standardisuoran lineaarisuuden
osoituksena residuaalit jakautuvat nollatason molemmin puolin vuorotellen kuvan 5 mu-
kaisesti. (Makinen ym. 1996, 18.)

Residuaalit
0.2
0.15 @
0.1 @

0.05 ®

-0.05 o
0.1

-0.15 °
-0.2 °

-0.25

Kuva 5. Residuaalien mahdollinen jakauma.

Residuaalien muodostaessa kayran, standardisuoran sovitukseen voidaan kokeilla
muita yhtaldomuotoja kuten toisen asteen tai logaritminen yhtald. (Makinen ym. 1996,
18))

Mittausalue maéritetdén yhdessa lineaarisuustutkimusten kanssa ja on yleensa lineaa-

rista aluetta laajempi (Mikes 2005, 29).

Menetelman lineaarisuus- ja mittausalue maaritetdan aikaisempien mittaustulosten mu-
kaan (0,1-2,5 ppm). Tahan perustuen testattava alue on 0,05-3,0 ppm. (Eurachem

2014, 27.) Standardien konsentraatiot jaetaan talle alueelle.

Ensimmaisessa vaiheessa testialueelta mitataan 10 standardia ja nollandyte. Nollanayt-
teend kaytetddn ultrapuhdasta kaasutonta vettd. Jokaisesta naytteesta mitataan 3 rin-
nakkaisnaytetta, joiden keskiarvot lasketaan. Keskiarvojen perusteella lasketaan nayt-
teiden pitoisuudet. Standardisuorasta arvioidaan visuaalisesti lineaarinen alue ja mit-

tausalueen alaraja. (Eurachem 2014, 29.)

Edella arvioidulta lineaariselta alueelta mitataan toisessa vaiheessa nollandyte ja 10

standardia tasapitoisuusvalein. Tahan toiseen vaiheeseen standardiliuokset
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valmistetaan uudelleen. Jokaisesta naytteesta mitataan 3 rinnakkaisnaytetta. Toisen vai-
heen tuloksien kasittelyssa rinnakkaisnaytteista lasketaan keskiarvot, joiden mukaan
lasketaan pitoisuudet. Taman jalkeen tehdaan standardisuora seka lasketaan lineaari-
nen regressio. Taman jalkeen lineaarisuus arvioidaan viela residuaalien avulla. (Eu-
rachem 2014, 27.)

Standardisuoran lineaarisuuden osoituksena residuaalit jakautuvat nollatason molem-
min puolin vuorotellen. Mikali residuaalien jakaumassa on huomattavissa sdanndénmu-
kaisuutta esim. kaari, talloin kyseinen suoran osuus ei ole lineaarinen. (Makinen ym.
1996, 18.)

Mittausalueen sisélla voi olla enemman kuin yksi lineaarisuusalue. Tama tarkoittaa sita,
ettd naytteiden pienille ja suurille pitoisuuksille kaytetaan eri standardisuoraa. Mittaus-
alueella voi myds olla yksi lineaarinen konsentraatioalue tai laajempi epalineaarinen kon-

sentraatioalue. (Makinen ym. 1996, 16.)

Mittaustuloksissa saattaa esiintya oletusarvoista huomattavasti poikkeavia arvoja (out-
lier). Poikkeamat voivat olla oikeita tuloksia, tai ne voivat johtua erilaisista virheista ana-
lyysissa. Koska poikkeamilla voi olla huomattava vaikutus analyysin tilastollisiin arvoihin,
ne tulee arvioida huolellisesti ennen hyvaksymista tai poistoa. Rinnakkaisnaytteiden
osalta tuloksen voidaan katsoa olevan poikkeama, mikali sen etaisyys keskiarvosta on
yli kaksi kertaa keskihajonta. (Porkess 2005, 178.)

Residuaalianalyysia voidaan myos kayttaa poikkeamien maarityksessa, varsinkin moni-
mutkaisissa malleissa. Standardisuoran poikkeama arvioidaan jakamalla residuaalin
arvo arvioidulla keskihajonnan arvolla. Mikali tima arvo on itseisarvoltaan yli 3, voidaan

alkuperaista mitattua arvoa pitaa poikkeamana. (Hayter 2002, 645-646.)

Poikkeamat arvioidaan visuaalisesti ja poistetaan sekd ensimmaisessd, etta toisessa
vaiheessa. Ennen poikkeamien poistoa ne ja niiden viereiset standardit mitataan uudes-
taan. (Eurachem 2014, 29.)

5.3 Toistettavuus

Toistettavuus kuvaa analyysin tdsmallisyytta silloin, kun olosuhteet ovat toistettavissa
lyhyella aikavalilla. Tama tarkoittaa samoja laitteita, olosuhteita, reagensseja, operaatto-
reita yms. (Huber 2007, 143.)
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Toistettavuus maaritetdén erilaisten naytteiden analyyseissa samassa laboratoriossa
toimittaessa. Toistettavuus tulee maarittdd eri konsentraatioille. Toistettavuudesta saa-
daan turhan optimistinen kasitys yhdella maarityssarjalla. Taman vuoksi suositellaan

useaa maarityssarjaa. (Makinen ym. 1996, 41.)

Testinaytteet voivat olla nollanaytteita, luonnonvesinaytteitd, standardiliuoksia tai nayt-
teita standardinlisdyksella. Nollandyte voi olla ultrapuhdasta kaasutonta vetta. Taméa voi-
daan testata, jos halutaan tietdd maaritysrajalla olevien konsentraatioiden hajonta. (Ma-
kinen ym. 1996, 42.)

Naytteiden hajonta voi hyvinkin olla eri luokkaa verrattuna standardeihin. Taméan vuoksi
naytteita tulee testata monipuolisesti. Nain saadaan tietoa myds tarkkuudesta (standar-
dinlisays), mittausalueesta, standardeista johtuvasta kalibroinnin pysyvyydesta ja tois-

tettavuudesta méaaritysrajalla. (Makinen ym. 1996, 42.)

Mikali toistettavuus maaritetaan lyhyella aikavalilla samassa laboratoriossa, saman
analyytikon toimesta ja samoilla laitteilla jokaisesta naytteesta analysoidaan 6—15 rin-
nakkaisnaytetta. Tuloksista lasketaan keskiarvo, keskihajonta ja RSD. (Eurachem
2014, 43.)

Varsinaisissa naytteissa maaritettava sulfidi ei ole pysyva yhdiste. Taman vuoksi tois-
tettavuuden maaritys tuoreilla jokivesinaytteilld seké standardinlisaysnaytteilla tulee

tehda saman paivan aikana.

Monipdaivaisessa testisarjassa analysoidaan nollanaytteita, standardiliuoksia, jokive-
sindytteita ja standardinlisaysnaytteitd. Nollandytteena kaytetdén ultrapuhdasta kaasu-
tonta vetta. Naytteiden konsentraatioiden tulee kattaa menetelman mittausalue. (Eu-
rachem 2014, 37.)

Standardien mittausten toistettavuus mitataan kolmella eri pitoisuudella, mittausalueen
alusta, keskelta ja lopusta. Tama tarkoittaa 30 mittausta. Nollanaytteita mitataan 10 kap-

paletta, samoin jokivesinaytteita.

Jokivesinaytteitd, joihin on lisatty tunnettu mééra standardia, mitataan 20 kappaletta
kahdella eri standardinlisayksellda. Namé& naytteet valmistetaan lisdamalla jokivesinayt-
teeseen 1:1 tilavuussuhteella standardiliuosta. Kyseisiin jokivesinaytteisiin lisdtaan
SAOB ll-liuosta suhteella 1:1 ennen standardiliuoksen lisdamista. Standardiliuosten pi-

toisuudet ovat mittausalueen lopusta ja keskivaiheelta.
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Toistettavuuden madrityksessa mitattavia naytteita on yhteensa 70 kappaletta. Jokai-
sesta rinnakkaismaarityssarjasta lasketaan keskiarvo, keskihajonta ja suhteellinen kes-
kihajonta (RSD). Vaatimuksena on RSD < 1 %.

5.4 Satunnaisvirhe

Satunnaisvirhe mitataan, koska se antaa tietoa mittaustulosten epatarkkuudesta tai sa-
tunnaisvaihtelusta. Satunnaisvirhe kuvaa sarjan sisdista ja sarjojen valista hajontaa.
Naytteiden kontaminoituminen on merkittéva tekija sarjan sisaisesséa hajonnassa. Stan-
dardisuoran muutokset vaikuttavat sarjojen valiseen hajontaan. Satunnaisvirhe arvioi-
daan rinnakkaistulosten kautta. Tuloksista lasketaan keskiarvo, keskihajonta ja suhteel-
linen keskihajonta. Varianssia voidaan kayttaa satunnaisvirheen laskemisessa suhteel-
lisen keskihajonnan sijasta. (Mékinen ym. 1996, 41.) Satunnaisvirhe lasketaan kaavalla
11.

1
Usatunnaivirhe = / n x(s?)

jossa
n = rinnakkaisnaytteiden lukumaara
s = suhteellinen keskihajonta (RSD) % tai yksittaisen mittauksen varianssi

Kaava 11. Kaava satunnaisvirheen laskemiseksi (Makinen ym. 1996, 49).

Satunnaisvirheen arvioinnissa kaytetaan toistettavuusmittauksen tuloksia jokivesinayt-

teiden osalta.
5.5 Systemaattinen virhe

Systemaattisen virheen arvioinnilla todetaan, eroaako tulos todellisesta arvosta. Syste-
maattisen virheen olemassaoloon vaikuttavat mm. ndytteen muuttuminen ennen analyy-
sia (kontaminaatio, konsentraation muuttuminen), analyysiolosuhteet, kalibrointivirheet,

virheet nollanaytteen analysoinnissa ja puutteet kaikkien analyytin muotojen
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analysoimisessa. Systemaattisen virheen tulee olla riippumaton mittauskertojen luku-

maarista. (Makinen ym. 1996, 33.)

Systemaattinen virhe maaritetd&n standardinlisaysmenetelman avulla. Menettelylla sel-
vitetadn myos hairitsevat yhdisteet naytematriisissa. Tiedetty m&ara standardia lisatéan
analysoitavaan naytteeseen. Lisays voidaan suorittaa (n) kertaa. Tuloksista saatua kes-
kiarvoa verrataan saantoon. Saannon keskiarvon tavoite asetetaan ennakolta vélille 95—

105 %. Saanto lasketaan seuraavalla tavalla. (Mékinen ym. 1996, 34.)

_ (5-U)100%

R

Cc
jossa
R = saanto

S = lisdyksen siséltavan naytteen pitoisuus (mitattu)
U = alkuperaisen naytteen pitoisuus (mitattu)

C = lisétyn standardin pitoisuus (tunnettu)

Kaava 12. Kaava saannon laskemiseksi (Makinen ym. 1996, 34).

Maaritykseen voi kuulua usea rinnakkaisnayte (n) ja sarja (m). Keskiarvo saannolle R on
valilla R + t0,05s,95 % todennékdisyydella. Yleensa saannon keskiarvo on hyvaksyttava
ollessaan valilla 95-105 %. (Makinen ym. 1996, 34.)

Maarityksessa analysoidaan kymmenen naytettd. Tiedot saadaan toistettavuuden mit-

tauksesta, jossa on mitattu naytteet standardinlisdyksella.

5.6 Mittausepavarmuus

Arvioitaessa mittausepavarmuutta, arviointiin vaikuttavat tekijat tulisi ottaa kokonaisuu-
dessaan huomioon. Tarkeimmat tekijat tulevat yleensa esille, kun menetelmaa testa-
taan. (Makinen ym. 1996, 54.)

Mittausepavarmuuden maéarittamisella saadaan selville raja-arvot, joiden valiin varsinai-
nen arvo tietylla todennakoisyydelld sijoittuu. TAma epévarmuusarvio on laskettavissa

niissakin tapauksissa, jolloin oikea arvo ei ole tiedossa. Mittausepavarmuus tuo esille
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tulosten laadun ja on riippuvainen naytematriisista seké analyytin konsentraatiosta. (Ma-
kinen ym. 1996, 54.)

Mittausepavarmuuden ilmoittaminen kvantitatiivisesti on tarke&aa tulosten arvioinnin kan-
nalta. Sita kaytetddn mm. tulosten vertailemisessa, johtopaétdsten tekemisessa, tieteel-
lisen tydn arvioinnissa ja paaasiallisesti tulosten luotettavuuden tutkimisessa. (Makinen

ym. 1996, 54.) Kokonaisepavarmuus lasketaan kaavalla 13.

U, = /Z u? = \/u(satunnaisvirhe)z + u(systemaattinen virhe)?

jossa

u, = mittausepavarmuus

u(satunnaisvirhe) = satunnaisvirhe
u(systemaattinen virhe) = systemaattinen virhe

Kaava 13. Kaava kokonaisepavarmuuden laskemiseksi (Makinen ym. 1996, 54).

Tasté lasketaan edelleen laajennettu mittausepavarmuus. Talldin mittausepavarmuuden
arvo kerrotaan kertoimella. Kerroin riippuu luottamustasosta mika laajennetulle mit-
tausepavarmuudelle annetaan. Luottamustasoksi valitaan 95 %, jolloin kerroin (k) on 2.
(Makinen ym. 1996, 58.) Laajennettu mittausepavarmuus lasketaan seuraavalla kaa-

valla.

U=k-u,

jossa

U = laajennettu mittausepavarmuus

k = luottamustasosta riippuvainen kerroin

u, = mittausepavarmuus

Kaava 14. Kaava laajennetun mittausepavarmuuden laskemiseksi (Makinen ym. 1996,
54).
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Mittausepavarmuuslaskentaan on saatavilla avuksi Mukit-mittausepavarmuusohjelma,
joka perustuu standardiin SFS 1SO 11352. Ohjelma on ladattavissa internetista (VTT
2016, 25).

5.7 Selektiivisyys

Sulfidien hapettumisesta johtuen jokivesinaytteissa on lasna myos sulfaattia. Aikaisem-
missa hayteajoissa sulfaattipitoisuudet saattoivat olla 100 ppm. Samojen naytteiden kor-
kea sulfidipitoisuus heratti epailyja tulosten luotettavuutta kohtaan. Taman vuoksi sulfaa-

tin hairitsevyys testataan.

Selektiivisyyden méaarittamisessa analysoidaan jokivesinaytteita, joihin lisatdan sulfaat-
tia. Nollanaytteena toimii jokivesinayte. Sulfaattilisdysten vaikutus naytekonsentraatioi-
hin testataan 10, 40, 70 ja 100 ppm:n lisayksilla. Jokaisesta naytteesta analysoidaan 10
rinnakkaisnaytetta. Rinnakkaisnaytteista lasketaan keskiarvot ja tulokset kasitellaén las-

kemalla saanto.

Saantoa maaritettaessa tunnettu maara standardia lisdtddn analysoitavaan nayttee-
seen. Tuloksista saatua keskiarvoa verrataan saantoon. Saannon keskiarvon tavoite
asetetaan ennakolta valille 95-105 %. Mikali saanto poikkeaa tavoitteesta, menetelmaa

tulee kehittda edelleen. Saanto lasketaan kaavalla 12.

5.8 Menetelmien vertailu

Menetelman validoinnin jalkeen saatuja analyysituloksia voidaan verrata toisella mene-

telméalla saatuihin tuloksiin mm. seuraavissa tapauksissa:

- menetelmdn muutoksien jalkeen (mittalaitteen uusinta, menetelman automati-
sointi)

- menetelmaa verrataan referenssi- tai standardimenetelmaan

- mik&li uuden menetelmén validointiin ei saada referenssimateriaaleja, uutta ver-
rataan vanhaan menetelmaan

- halutaan tutkia menetelmén vaihdoksen vaikutusta tulostasoon pitkalla aikava-
lilla. (Makinen ym. 1996, 54.)
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Menetelmien vertailussa kaytetddn apuna tilastollisia testeja ja toisistaan eroavia koejar-
jestelyja. Standardissa DIN 38 402 Teil 71 (1987) kasitellaén tulosten vertaamista, kun
kahdella eri menetelmalla on analysoitu samaa naytetta. Standardi siséltaa ohjeet siita,
kuinka voidaan tutkia mm. menetelmien tarkkuutta, herkkyytta, toistettavuutta, lineaari-
suutta ja mittausalueita sekd mika on naytematriisin vaikutus tuloksiin. (Makinen ym.
1996, 54.)

Kahta menetelméé voidaan verrata keskenddn analysoimalla 10 erilaista naytettd mo-
lemmilla menetelmilla. Menetelmilla saaduista tuloksista saadaan laskettua tulosten ero-

tusten keskiarvo ja varianssi kaavoilla 15 ja 16. (Makinen ym. 1996, 64.)
qd=2%
n
Kaava 15. Kaava tulosten erotusten keskiarvon laskemiseksi (Makinen ym. 1996, 64).

_ (dp?
n
n—1

Ydf
sk ==

Kaava 16. Kaava varianssin laskemiseksi (Makinen ym. 1996, 64).

& _ avm

2
sg Sd

n

t =

Kaava 17. Kaava t-testin laskemiseksi (Makinen ym. 1996, 64).
joissa

d = keskiarvo

d; = tulosparien x; ja x, erotus

sZ = varianssi

Kahdella eri menetelmalla saatujen tuloksien tilastollinen eroavaisuus tutkitaan t -testilla.
Tulosten tai tulosparien vélisen erotuksen tulisi jakautua normaalisti, kun tulosparien
maara jaa alle 30. Tall6in t-testi antaa luotettavan tuloksen vertailtaessa tuloksia. Kysei-

nen testi on laskettavissa kaavalla 17. (M&kinen ym. 1996, 64.)
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5.9 Jdljitettavyys

Mittaustulosten paikasta ja ajasta riippumaton vertailukelpoisuus vaatimus edellyttaa,
ettd kaikki tulokset ovat jaljitettavissa tunnettuun mittanormaaliin tai referenssimateriaa-
liin. Jaljitettavyyden toteuduttua tulosten luotettavuuden arviointi toteutuu mittanormaa-
lin tai referenssimateriaalin suhteen. Talldin syntyy jaljitettavyysketju mittausepéavar-
muus arvioineen. Laskennallisiin kaavoihin kuulumattomat arvot kuten aika, pH ja lam-
potila vaikuttavat myéskin mittaustuloksiin. Namaéakin arvot tulee linkittaa referenssima-
teriaaleihin tai mittanormaaleihin. Laboratorion todisteisiin jaljitettavyydesta kuuluvat
esimerkiksi seuraavat tiedot. (VTT 2011, 31-33.)

- referenssimateriaalin konsentraatio: sertifioidun vertailumateriaalin todistus

- massa: vaa an kalibroinnista kalibrointitodistus

- mittapullon, tayspipetin ja byretin tilavuus: jaljitettavyys Sl-mittayksikdihin val-
mistajan kalibrointitodistuksen kautta

- lampatila

5.10 Raportointi

Validointiraportti kirjoitetaan validointiin liittyvista mittauksista. Raportista tulee selvita
tydn toteutus, tavoite seka kaytdssa olleet materiaalit, laitteet ja valineet. Raportin tulee
siséltda myos suunnitelman mukaiset tulokset ja toimenpiteet. Dokumentoinnin alaisia
tietoja ovat mm. reagenssien ja referenssimateriaalien tunnistetiedot seka niiden tes-
tausmenettelyt. Raportista tulee kayda ilmi maaritetyt parametrit, saatujen tuloksien tar-
kastelutapa ja mahdollisten hairiétekijdiden arviointi. (VTT 2011, 27.)

Raportissa todetaan, soveltuuko menetelmé kayttotarkoitukseensa ja tayttaako se sille
asetetut vaatimukset. Vastuuhenkildiden allekirjoittamassa validointiraportissa tode-
taan, tarvitaanko menetelman kayttbonotossa uusia toimenpiteitd. Raportista kay myos
ilmi kayttdonottoon liittyva aikataulutus ja henkilokunnan mahdollisesti tarvitsema kou-
lutus. Arkistoitavia asiakirjoja ovat validointiin liittyva alkuperainen tuloksiin liittyva ai-
neisto ja validointiraportti. Dokumentoitavia asioita validoinnin yhteydessa ovat seuraa-
vat tiedot. (VTT 2011, 27.)

- aikataulu

- referenssimateriaalien varmennukset
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- validointiin osallistuneet henkilot

- tutkimustulokset ja niihin liittyvét johtopaatokset

- menetelmien ja niihin liittyvien parametrien soveltuvuus kyseessa olevaan tutki-
mukseen

- eri ajankohtina tapahtuneet vertailumittaukset (eri tutkijat)

- laitteiden kunto

Validoinnin yhteydessa tehddan menetelméaan liittyvat laadunvarmistusmenettelyt.
Nama menettelyt kuvataan menetelmaohjeessa. Validointi tulee uusia, jos systemaatti-
sia muutoksia havaitaan tulevaisuudessa laadunvarmistustulosten perusteella. (VTT
2011, 27.)

Liitteessé on esitetty sulfidim&aritysmenetelman validointisuunnitelma.
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LOPUKSI

Taman opinnaytetyon tuloksena laadittiin validointisuunnitelma, joka perustuu sulfi-
dielektrodilla suoritettuihin testeihin ja analysointeihin. Tasta kirjallisesta tydsta validoija

saa tiivistetyn oppaan validointiin ja laitteiden kayttéon.

Osa analyyseista suoritettiin typpiteltassa. Kyseiseen telttaan luotiin typpiatmosfaari,
jonka happipitoisuus jai alle kahteen prosenttiin. Sulfidien analysointi typpiatmosfaérissa
oli noin kaksi kertaa nopeampaa verrattuna mittauksiin normaali-ilmakehéssa. Hapen
vaikutuksesta johtuen sulfidit pyrkivat hapettumaan sulfaateiksi ja tasta johtuen mV-mit-

tarin vasteen asettuminen kestaa pitempaan.

Jatkotoimenpiteena suositellaan menetelmanvertailua, jossa testataan titrausta rinnak-
kain suoran elektrodimittauksen kanssa. Eraiden mittauksien pitoisuudet olivat niin pie-
nid, jolloin Nernstin yhtalo ei ole voimassa. Elektrodimanuaalin mukaan lineaarinen alue
alkaa 0,32 ppm:sta. Lisaksi titraus antaa tarkemman tuloksen, kuin suora elektrodimit-

taus.

Menetelmanvertailu suositellaan suoritettavaksi automaattititraattorilla. Kyseinen laite
vaatii toimiakseen tarkoitukseensa sopivan ohjelman. Mikali tillaista ohjelmaa ei ole saa-
tavilla, valmiita ohjelmia voidaan helposti muokata kéayttotarkoitukseensa sopiviksi. Ma-
nuaalisten titrausten korvaaminen automaattititraattorilla saastéaa aikaa ja virheiden
esiintyminen minimoidaan. Lisaksi automaattititraattoreihin on saatavilla automaattisia
naytteensyottdjia, joiden ansiosta manuaalinen tyd vahenee ja aikaa vapautuu muihin

tydtehtaviin.

Sulfidielektrodin testiajot ja kayttdonotto suoritettiin usean kuukauden aikana. Loppuvai-
heessa huomattiin standardisuorien lineaarisuuden heikentyneen ja kaareutuneisuuden
lisaantyneen. Sulfidielektrodi tuleekin naiden havaintojen vuoksi huoltaa ennen varsi-

naista validointia.

Eras tilavuusvirheisiin vaikuttava seikka johtuu ultrapuhtaan kaasuttoman veden valmis-
tamisesta. Laitteen valmistama vesi on useita asteita laboratorion [Ampotilaa korkeampi.
Taméan etuna on se ominaisuus, ettd nesteen lammittdminen vahentaa kaasujen liukoi-
suutta. Lampdtila voi nousta liséaé ultradénikasittelyssa. Vesi tuleekin valmistaa tyopéai-
van ensimmaisenda toimenpiteend, jotta se temperoituu laboratorion lampotilaan kohtuul-

lisessa ajassa.
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Jokivesinaytteiden suodatuksessa suodatin tulee vaihtaa kyllin usein. Liikaa voimaa kay-
tettdessa suodatin hajoaa ja suodatustulos on heikompi. Mikali suodokseen joutuu suo-

dattamatonta naytetta, tama vaikuttaa mV-mittarin antamaan vasteeseen.
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Liite 1 (1)

Sulfidimaaritysmenetelman validointisuunnitelma

Taméa validointisuunnitelma on tarkoitettu menetelman validointiin sulfidin maaritta-
miseksi. Menetelméssa vesinaytteiden sulfidikonsentraatiot maaritetddn potentiometri-
sesti. Laitteistona on mV-mittari ja siihen liitetty ioniselektiivinen sulfidielektrodi
(9616BNWP).

Elektrodin sensorielementin ollessa kontaktissa sulfidi-ioneja sisdltéavan liuoksen kanssa
syntyy elektrodipotentiaali. Tama potentiaali on riippuvainen vapaiden sulfidi-ionien kon-
sentraatiosta ja se voidaan mitata mV-mittarilla. Liuoksen mitatun potentiaalin pitaisi vas-
tata liuoksen sisaltdmien sulfidi-ionien maaréaa Nernstin yhtalén mukaan. Nernstin yhtalo
ei kuitenkaan toteudu nain pienilla testatuilla pitoisuuksilla, vaikka mittausalueelta 16y-

dettiin lineaarisia alueita.

Validointisuunnitelma liittyy kiinteasti menetelméan kayttéonottoon. Menetelmén soveltu-
vuus kayttotarkoitukseensa ja mittausmenetelméan suorituskyky arvioidaan validoinnilla,
joka toteutetaan validointisuunnitelman mukaan. Validoinnissa suoritetaan ennakkoon
suunniteltuja testeja. Kyseisilla testeilla saadaan selville validointiparametrien arvot. Ti-
lastomatematiikan keinoin selvitetddn menetelman kohdat, jotka vaikuttavat tuloksen

luotettavuuteen.

Validoinnin hyvaksymisen ja validoinnin tuloksiin liittyvien johtopaatdsten jalkeen laite tai
menetelma voidaan ottaa kayttéon. Validointi kattaa testaukseen liittyvat naytteenotot,
raportoinnit ja tulosten kasittelyn. Validointi k&sittaa vain testatut parametrit ja kayttoalu-
eet, yhdisteet, laitteet, pitoisuusalueet ja naytematriisit.

Validoitavat parametrit

- maaritys- ja toteamisraja

- mittausalue ja lineaarisuus
- toistettavuus

- satunnaisvirhe

- systemaattinen virhe

- mittausepavarmuus

- selektiivisyys
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Reagenssit

- kidevedellinen natriumsulfidi (NazS - 9H,0)
- ultrapuhdas kaasuton vesi

- SAOB Il (hapettumisenesto puskuriliuos)

- 0,1 M Pb?" -liuos

Vélineet ja laitteet

- analyysivaaka

- tarkkuusvaaka

- mV-mittari

- ioniselektiivinen sulfidielektrodi (9616BNWP)
- ultradanihaude

- magneettisekoittaja

- tayspipetteja

- automaattipipetti (1-5 ml)
- mittalaseja

- |AmpOmittari

- mittapulloja

- byretti (10 ml£0,02 ml)

Valmistelut

Kaikissa liuoksissa kaytetaan ultrapuhdasta vettd. Vedesta poistetaan kaasut ultradani-
hauteessa: Vetta sisaltavan pullon korkki jatetdan kiertdmatta taysin kiinni ja pulloa pi-

detdén 15 minuutin ajan ultradgénihauteessa.
Natriumsulfidikantaliuos

Natriumsulfidikantaliuos valmistetaan liuottamalla kidevedellista natriumsulfidia (Na.S -

9H,0) ultrapuhtaaseen kaasuttomaan veteen. Reagenssien suhde kantaliuoksen
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valmistamisessa on 5 g kidevedellista natriumsulfidia ja 5 ml ultrapuhdasta kaasutonta

vetta.

Kidevedellinen natriumsulfidi punnitaan tarkkuusvaa’alla ja huuhdotaan kvantitatiivisesti
pieneen saildpulloon. Huuhtelu suoritetaan mittalasilla, jossa on ultrapuhdasta kaasu-

tonta vetta.

Kyseinen kantaliuos hapettuu nopeasti. Taman vuoksi sailépullon tilavuus tulee mitoittaa
kantaliuoksen tilavuuteen siten, etté pulloon jad mahdollisimman vahan ilmatilaa. Kanta-
liuos jatetaan yon ylitse solvatoitumaan. Seuraavan vuorokauden aikana siitd valmiste-

taan viikkostandardi.
Viikkostandardi

Viikkostandardi valmistetaan pipetoimalla 2 ml natriumsulfidikantaliuosta 200 ml:n mitta-
pulloon. Taman jalkeen mittapulloon lisatdan mittalasilla 100 ml SAOB llI-liuosta. Mitta-
pullo taytetdan merkkiin ultrapuhtaalla kaasuttomalla vedella. Viikkostandardi sailytetaan

sdilopullossa huoneenlampdétilassa ja valmistetaan joka viikko uudestaan.

Viikkostandardin konsentraatio maaritetaan titraamalla 25,0 ml viikkostandardia 0,100 M
Pb?* liuoksella. Titrantin kokonaiskulutus on yleensa 5,0-6,0 ml. Pitoisuus lasketaan

seuraavalla kaavalla.
V

C =3206-—+
Vs

jossa

C = sulfidipitoisuus (ppm)

V, = titrantin kulutus (ml)

Vs = standardin tilavuus (ml)

Kaava 1. Viikkostandardin konsentraation laskeminen.

Maaritysten titrauskayrassa on useasti huomattu my6s toinen ekvivalenttipiste, mika
osoittaa kantaliuoksen olevan jo hieman hapettunut. Tallin sen sulfidipitoisuus on myos

odotettua matalampi. Kuvassa 1 on tyypillinen viikkostandardin titrauskayra.

Viikkostandardin konsentraatiota maaritettdessa tulee kayttdd ensimmaista ekvivalentti-

pistettd. Konsentraatio lasketaan kolmen rinnakkaismaarityksen keskiarvona.
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Viikkostandardin titrauskayra
-950

-900
-850
<-800
0-750
-700
-650

-600
V(ml)

Kuva 1. Viikkostandardin titrauskayra, jossa havaitaan kaksi ekvivalenttipistetta.

Sulfidistandardity6liuos

Viikkostandardista valmistetaan noin 100 ppm:n sulfidity6liuos elektrodin herkkyyden tar-
kastamista varten. Ty6liuos valmistetaan pipetoimalla tayspipetilla 10 ml viikkostandar-
dia 100 ml:n mittapulloon. Mittapulloon lisatdén 22,5 ml SAOB ll-liuosta mittalasilla ja

taytetaan merkkiin ultrapuhtaalla kaasuttomalla vedella.
Standardiliuosten valmistaminen

Viikkostandardista valmistetaan laimentamalla 100 ppm:n tydliuos, tastad edelleen lai-
mentamalla valmistetaan analyysistandardit. TAssa tydssa tarkalleen 100 ppm:n tydliu-
oksen valmistaminen on haastavaa. Viikkostandardin pitoisuus voi olla esimerkiksi 660

ppm. Tasta saadaan noin 100 ppm:n liuos seuraavasti:
C, Vy=CyV,

jossa

C, = viikkostandardin pitoisuus

V; = viikkostandardin tilavuus

C, = noin 100 ppm:n liuoksen tarkka pitoisuus

V, = 100 ppm:n liuoksen tilavuus
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Kaava 2. Kaava standardien pitoisuuksien laskemiseksi.

Kaavan 2 muokkaamisen jalkeen saadaan seuraava yhtalo:

_ G
v, = o
Tasté kaavaan sijoituksella saadaan yhtalé muotoon:

100 ppm-100 ml
V]_ e —
660 ppm

Vv, =151 ml

Viikkostandardia pipetoidaan tasan 15 ml. Nain 100 ppm:n liuoksen todellinen konsent-

raatio on laskettavissa seuraavasti:

15 ml-660ppm
C, =—— T
100 ml

C, =99 ppm

Esimerkiksi pipetoitaessa kyseista viikkostandardia 1 ml 200 ml:n mittapulloon, saadaan

liuoksen konsentraatioksi:

_ 1ml-99 ppm
€, = 100 ml
C,=0,99 ppm

Kaikkien analyysistandardien tarkat konsentraatiot tulee laskea talla tavalla. Seuraa-

vassa taulukossa on esitettyna analyysistandardien suunnitellut pitoisuudet.

Taulukko 1. Standardiliuosten pitoisuudet mittausalueen ja lineaarisuuden arviointiin.

c(ppm)
0,05
0,1

(jatkuu)
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Taulukko 1. Standardiliuosten pitoisuudet mittausalueen ja lineaarisuuden arviointiin.
(jatkuu)

0,3
0,6
0,9
1,25
15
2,0
2,5
3,0

SAOB I

Kaupallista sulfidiantioksidanttipuskuria (SAOB II) lisataan naytteisiin ja vilkkkostandardiin
pH-arvon nostamiseksi seka sulfidien hapettumisen ehkdisemiseksi. Arvon ollessa yli

12, HS ja H.S ionit muuttuvat haluttuun S? muotoon.
Sulfaattistandardi

Sulfaattilisdyksiin tarvitaan 1000 ppm:n sulfaattistandardikantaliuos. Tama valmistetaan
kiintedstad natriumsulfaatista (Na.SO.). Kyseista reagenssia kuivataan lAmpdkaapissa
kahden tunnin ajan lampdotilassa +105° C. Reagenssi jadhdytetddn tunnin ajan eksik-
kaattorissa ennen punnitsemista. Natriumsulfaattia punnitaan analyysivaa'alla 1,4786 g
ja huuhdotaan kvantitatiivisesti 1000 ml:n mittapulloon, joka taytetd&dn merkkiin ultra-
puhtaalla kaasuttomalla vedelld. Nain saadusta 1000 ppm:n liuoksesta valmistetaan ult-
rapuhtaalla kaasuttomalla vedella laimentamalla 200 ppm:n ty6liuos, josta edelleen val-

mistetaan varsinaiset sulfaattilisdysstandardit.
Elektrodi

Kuivana sadilytetyn elektrodin sisakammio taytetdaan tayttéreikaan asti tayttoliuoksella.
Elektrodin ylapaata painamalla tulee sisaliuosta laskea ulos sisakammiosta. N&in elekt-
rodin ulkorungon ja sisarungon valinen litos saadaan kostutettua. Tayttdliuoksena toimii

elektrodin mukana toimitettu liuos (Optimum Results B filling solution, Cat. No. 900062).
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Herkkyyden tarkastaminen

Sulfidistandarditytliuoksella tarkastetaan menetelman herkkyys ennen viikkostandardin
konsentraation maarittamista ja analyyseja. Kyseisen liuoksen sulfidikonsentraatio on
noin 100 ppm. 100 ml:n dekantterilasiin lisdtadan mittalasilla 22,5 ml SAOB ll-liuosta ja
22,5 ml ultrapuhdasta kaasutonta vettd. Liuosta sekoitetaan magneettisekoittajalla ja liu-
okseen lasketaan huuhdeltu ja kuivattu sulfidielektrodi. Liuokseen pipetoidaan tayspipe-
tilla kaksi kertaa sulfidistandardityéliuosta. Pipetoitavat tilavuudet ovat 1 ml ja 10 ml. Mit-
tarin lukemien annetaan asettua pipetointien jalkeen ja kirjataan ylos. Lukemien erotuk-
sen tulee olla valilla 25—-30 mV. Menetelméan herkkyys tulee tarkastaa joka péaiva ennen

tydn aloittamista.
Kalibroinnin tarkastaminen

Elektrodin kalibrointi tulee tarkastaa mittausten aikana joka kahden tunnin valein. Tama
tapahtuu mittaamalla vaste tuoreesta pienimman pitoisuuden standardiliuoksesta, joka
on hyvaksytty standardisuoraan. Mikéli vaste poikkeaa yli 4 % aikaisemmasta mittauk-
sesta, kalibrointi tulee suorittaa uudestaan uusilla standardiliuoksilla.

Testit

Yleista

Testeissa kaytettdvan naytematriisin tulee muistuttaa varsinaisia analyysinaytteita. Ta-
man vuoksi testeissa kaytetddn mahdollisuuksien mukaan jokivesinaytteitd. Analyysei-
hin varataan jokivesinaytettd 3200 ml, 200 ppm:n sulfaattistandardiliuosta 750 ml ja
SAOB ll-liuosta 3000 ml. Naissa tilavuuksissa on yliméaaraa noin 30 %.

Jokivesinaytteet suodatetaan kayttaen 20 ml:n luerlock-injektioruiskuja ja niihin kiinnitet-
tavia 45 um kalvosuodattimia. Jokaiseen jokivesindytteeseen tarvitaan suodatettua nay-
tettéd 15 ml. Jokivesinaytteeseen lisatddn myés 15 ml SAOB ll-liuosta hapettumisen eh-

kaisemiseksi. Jokaisen yksittdisen naytteen tilavuudeksi on suunniteltu 30 ml.

Naytteet, standardiliuokset ja naytteet standardinlisayksella valmistetaan kayttaen tays-
pipetteja, milloin se on tarkkuuden kannalta oleellista. SAOB llI-lisdys tehdaan mittala-
silla. Standardiliuosten tarkat pitoisuudet lasketaan kaavalla 2. Punnittaessa kaytetdan
kalibroitua ja viritettya analyysi- tai tarkkuusvaakaa. Standardiliuokset valmistetaan mit-
tapulloihin. Liuosten annetaan temperoitua huoneenlampdatilaan ennen mittauksia ja lai-

mennoksia.
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Mittauksessa tulee varmistaa, ettd elektrodi on riittdvan syvalla liuoksessa. Taman
vuoksi analysoitava liuos kaadetaan 50 ml:n dekantteriin. Talléin elektrodi voidaan las-
kea liuokseen riittdvan syvalle, koska yksittaisen naytteen kokonaistilavuudeksi on suun-
niteltu 30 ml. Naytteiden antama mV-vaste mitataan naytettda magneettisekoittajalla se-

koittaen.

Parametrien mittausjarjestyksen suunnittelulla saadaan yhdestd mittaussarjasta tietoa

monien parametrien laskemiseksi. Alustava mittausjarjestys on seuraava:

maaritys- ja toteamisraja, jokivesinaytteet ja jokivesindytteet standardinlisdyk-
sella

- selektiivisyys

- mittausalueen ja lineaarisuuden standardiliuokset

- toistettavuuden standardiliuokset ja nollanaytteet
Méaaritys- ja toteamisraja

Méaaritys- ja toteamisrajan maarittamisessa analyytin tulee olla matriisiltaan samanlainen
kuin saanndllisesti analysoitavat naytteet. Maarityksessé nollanéaytteena kaytetaéan joki-
vesinaytettd, josta on hapettamalla poistettu valtaosa sulfideista. Téahan jokivesinayttee-
seen lisataan SAOB lI-liuos hapettamisen jalkeen. Hapetetun jokivesinaytteen signaalin

tulee olla suurempi, kuin mitd saadaan mitattaessa ultrapuhdasta kaasutonta vetta.

Maaritys- ja toteamisrajan mittauksissa analysoidaan 10 rinnakkaisnaytetta ja mittauksiin

jokivesinaytetta varataan 250 ml.
Toteamisraja = ug + 3s

jossa

ug = nollanaytteen tulosten keskiarvo

s = nollanaytteen tulosten keskihajonta

Kaava 3. Kaava toteamisrajan laskemiseksi.

Maaritysraja saadaan laskettua seuraavalla kaavalla.

Maaritysraja = ug + 10s
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Kaava 4. Kaava maaritysrajan laskemiseksi.

Mittausalue ja lineaarisuus

Mittausalue ja lineaarisuus maaritetaan aikaisempien esitestien mittaustulosten ja elekt-
rodimanuaalin tietojen mukaan. Tuloksiin ja manuaaliin perustuen testialue on 0,05-3,0

ppm.

Ensimmaisessa vaiheessa testialueelta mitataan 10 standardia ja nollandyte. Nollanayt-
teend kaytetaan ultrapuhdasta kaasutonta vetta. Jokaisesta standardista analysoidaan
5 rinnakkaisnaytetta, joiden potentiaaleista lasketaan keskiarvot. Standardisuorista arvi-

oidaan visuaalisesti lineaarinen alue ja mittausalueen alaraja.

Edella arvioidulta lineaariselta alueelta mitataan toisessa vaiheessa 10 standardia tasa-
jakoisesti ja nollandyte. Jokaisesta standardista mitataan 5 rinnakkaisnaytettd. Tahan
toiseen vaiheeseen standardiliuokset valmistetaan uudelleen. Toisen vaiheen tuloksista
lasketaan standardisuoran lineaarinen regressio ja lineaarisuus arvioidaan residuaalien

avulla.

Residuaalit lasketaan seuraavan yhtalén mukaan.

e=yi—Ji

jossa

€ = residuaalin arvo

y; = mitattu y-arvo

y; = regressiosuoralta laskettu y-arvo

Kaava 5. Kaava residuaalien laskemiseksi.

Standardisuoran lineaarisuuden osoituksena residuaalit jakautuvat nollatason molem-
min puolin vuorotellen tai epasaanndllisesti. Mikali residuaalien jakaumassa on huomat-

tavissa sddnndnmukaisuutta esim. kaari, talléin kyseinen suoran osuus ei ole lineaari-

nen.
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Outlierit arvioidaan visuaalisesti ja poistetaan sekd ensimmaisessa, etta toisessa vai-

heessa. Ennen outliereiden poistoa ne ja niiden viereiset standardit mitataan uudestaan.
Toistettavuus

Varsinaisissa naytteissa maaritettava sulfidi ei ole pysyva yhdiste. Taman vuoksi tois-
tettavuuden maaritys tehdaan seka tuoreilla jokivesinaytteilla etta standardinlisdysnayt-

teilla saman paivan aikana.

Testisarjassa analysoidaan nollanaytteita, standardiliuoksia, jokivesinaytteita ja stan-
dardinlisaysnaytteita. Nollanaytteena kaytetaan ultrapuhdasta kaasutonta vetta. Nayt-

teiden pitoisuuksien tulee kattaa menetelman mittausalue.

Standardeja mitataan kolmessa pitoisuudessa, mittausalueen alusta, keskelta ja lo-
pusta. Tama tarkoittaa 30 mittausta. Nollanaytteitd mitataan 10 rinnakkaisnaytetta, sa-
moin jokivesinaytteitd. Standardi- ja standardinlisaysliuosten pitoisuudet saadaan sel-

ville, kun lineaarisuus- ja mittausalue on méaaritetty.

Jokivesinaytteita standardinlisdykselld mitataan 2 - 10 rinnakkaisnaytetta kahdessa pi-
toisuudessa. Naytteiden pitoisuudet riippuvat lisattavasta standardiliuoksesta. Ensim-
maisen standardiliuoksen vahvuus on mittausalueen keskivaiheelta ja toisen standardi-

liuoksen vahvuus on mittausalueen lopusta.

Jokivesinaytteet standardinlisayksella valmistetaan lisaamalla jokivesinaytteisiin 1:1
suhteella SAOB ll-liuosta. Taman jalkeen jokivesinaytteisiin lisatdan 1:1 suhteella
standardiliuosta. Tama tulee ottaa huomioon valmistettaessa kyseisia standardiliuok-

sia, koska niilla suoritetaan myos pelkké standardinmittaus

Jokaisesta rinnakkaismaarityssarjasta lasketaan keskiarvo, keskihajonta ja suhteellinen
keskihajonta (RSD). Tuloksista saadaan tietoa tarkkuuden ja analyyttien konsentraa-
tion suhteesta toisiinsa. Vaatimuksena on RSD < 1 %. Toistettavuuden méaarittdmiseen

jokivesinaytetta varataan 600 ml.
Satunnaisvirhe

Satunnaisvirhe mitataan, koska se antaa tietoa mittaustulosten epatarkkuudesta tai sa-
tunnaisvaihtelusta. Satunnaisvirhe kuvaa sarjan sisdista ja sarjojen valista hajontaa.

Naytteiden kontaminoituminen on yleensa merkittava tekijd sarjan sisdisessa
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hajonnassa. Satunnaisvirhe arvioidaan rinnakkaistulosten kautta. Tuloksista lasketaan

keskiarvo, keskihajonta ja suhteellinen keskihajonta.

1
Usatunnaivirhe = ’ n Z(SZ)

jossa
n = rinnakkaisnaytteiden lukuméaara

s = suhteellinen keskihajonta (RSD) % tai yksittédisen mittauksen varianssi (mittausyksik-
koa)

Kaava 6. Kaava satunnaisvirheen laskemiseksi.

Satunnaisvirheen arvioinnissa kaytetaan jokivesinaytteiden toistettavuusmittauksen tu-

loksia.
Systemaattinen virhe

Systemaattisen virheen arvioinnilla todetaan, eroaako tulos todellisesta arvosta. Syste-
maattiseen virheeseen vaikuttavat mm. ndytteen muuttuminen ennen analyysia (konta-
minaatio, konsentraation muuttuminen), analyysiolosuhteet, kalibrointivirheet, virheet
nollanaytteen analysoinnissa ja puutteet kaikkien analyytin muotojen analysoimisessa.

Systemaattisen virheen tulee olla rippumaton mittauskertojen lukumaarista.

Systemaattinen virhe méaaritetddn standardinlisdysmenetelman avulla. Menettelylla sel-
viteta@n héairitsevat yhdisteet naytematriisissa. Tunnettu maaré standardia lisatdan ana-
lysoitavaan naytteeseen. Maarityksessa analysoidaan kymmenen naytetta. Tiedot saa-

daan toistettavuuden maarityksesta standardinlisdaysnaytteiden mittauksista.

Tuloksista saatua keskiarvoa verrataan saantoon. Saannon keskiarvon tavoite asete-

taan ennakolta valille 95-105 %. Saanto lasketaan seuraavalla tavalla.

_ (5-U)100%

R

C
jossa
R = saanto

S = lisdyksen sisaltavan naytteen pitoisuus (mitattu)
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U = alkuperéisen naytteen pitoisuus (mitattu)

C = lisatyn standardin pitoisuus (tunnettu)

Kaava 7. Kaava saantoprosentin laskemiseksi.

Mittausepavarmuus

Mittausepavarmuus lasketaan jokivesinaytteiden tuloksista. Mittausepévarmuuden maa-
rittamisell& saadaan selville raja-arvot, joiden valiin varsinainen arvo tietylla todennakai-
syydella sijoittuu. Mittausepavarmuus tuo esille tulosten laadun ja on riippuvainen nay-

tematriisista seka analyytin konsentraatiosta.

Mittausepavarmuuden ilmoittaminen kvantitatiivisesti on tarkea toimenpide tulosten ar-
vioinnin kannalta. Sita kaytetddn mm. tulosten vertailemisessa, johtopaatdsten tekemi-
sessd, tieteellisen tydn arvioinnissa ja paaasiallisesti tulosten luotettavuuden tutkimi-
sessa. Kokonaisepavarmuus lasketaan seuraavalla kaavalla.

U = [Yu?= \/ u(satunnaisvirhe)? + u(systemaattinen virhe)?

jossa
U, = mittausepavarmuus
u(satunnaisvirhe) = satunnaisvirhe

u(systemaattinen virhe) = systemaattinen virhe
Kaava 8. Kaava kokonaisepavarmuuden laskemiseksi.

Tasté lasketaan edelleen laajennettu mittausepavarmuus. Talldin mittausepavarmuuden
arvo kerrotaan kertoimella. Kerroin riippuu luottamustasosta mikd laajennetulle mit-
tausepavarmuudelle annetaan. Luottamustasoksi valitaan 95 % tall6in kerroin (k) on 2.

Laajennettu mittausepavarmuus lasketaan seuraavalla kaavalla.
U=k-u,
jossa

U = laajennettu mittausepavarmuus
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k = luottamustasosta riippuvainen kerroin

u, = mittausepavarmuus

Kaava 9. Kaava laajennetun mittausepavarmuuden laskemiseksi.

Mittausepavarmuuden laskentaan on saatavilla avuksi Mukit-mittausepavarmuusoh-

jelma, joka perustuu standardiin SFS ISO 11352. Ohjelma voidaan ladata internetista.
Selektiivisyys

Sulfidien hapettumisesta johtuen jokivesinaytteissa on lasna myos sulfaattia. Aikaisem-
missa hayteajoissa sulfaattipitoisuudet saattoivat olla yli 100 ppm. Samojen naytteiden
korkea sulfidipitoisuus heratti epailyja tulosten luotettavuutta kohtaan. Taman vuoksi sul-
faatin hairitsevyys testataan.

Selektiivisyyden méaarittdmisessa analysoidaan jokivesinaytteitd, joihin lisdtdan sulfaat-
tistandardia. Nollanaytteena toimii jokivesinayte. Sulfaattilisdysten vaikutus naytekon-
sentraatioihin testataan 10, 40, 70 ja 100 ppm:n lis&yksill&.

Jokivesinaytteisiin standardinlisdyksella lisataan SAOB llI-lisdys 1:1 suhteella ennen sul-
faattistandardin lisaamista. Nollanaytteisiin tulee myds SAOB llI-lisdys 1:1 suhteella. Jo-
kivesinaytteisiin lisattavan sulfaattistandardi tydliuoksen sulfaattipitoisuus on 200 ppm.
Tyoliuosta lisatdan tayspipetilla 500 ml:n mittapulloon, joka taytetddn merkkiin jokive-
sindytteelld. Seuraavassa taulukossa on esitettyna tyéliuoksen lisdykset suhteutettuna

tavoitepitoisuuteen.

Taulukko 2. Tydliuoksen lisaykset vs. tavoitepitoisuus.

V(ml) c(ppm)
0 0
25 10
100 40
175 70
250 100

Jokaisesta pitoisuudesta analysoidaan 10 rinnakkaisnaytettd. Rinnakkaisnaytteista las-
ketaan keskiarvot ja tulokset kasitelladn laskemalla saanto. Saannon keskiarvon tavoite

asetetaan ennakolta vélille 95-105 %. Mikali saanto poikkeaa tavoitteesta, menetelmaa
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tulee kehittaa edelleen. Saanto lasketaan kaavalla 7. Selektiivisyyteen liittyvéat analyysit
tulee suorittaa tuoreilla naytteilla saman paivan aikana. Selektiivisyyden maarittamiseen

jokivesinaytetta tulee varata 2200 ml.
Jaljitettavyys

Mittaustulosten paikasta ja ajasta riippumaton vertailukelpoisuus vaatimus edellyttaa,
etta kaikki tulokset ovat jéljitettavissa tunnettuun mittanormaaliin tai referenssimateriaa-
liin. Jaljitettdvyyden toteuduttua tulosten luotettavuuden arviointi toteutuu mittanormaa-
lin tai referenssimateriaalin suhteen. Tallgin syntyy jaljitettavyysketju mittausepavar-
muus arvioineen. Laskennallisiin kaavoihin kuulumattomat arvot kuten aika, pH ja lam-
potila vaikuttavat myéskin mittaustuloksiin. Namaéakin arvot tulee linkittaa referenssima-

teriaaleihin tai mittanormaaleihin. Laboratorion todisteisiin jaljitettdvyydesta kuuluvat:

- referenssimateriaalin konsentraatio: sertifioidun vertailumateriaalin todistus

- massa: vaa an kalibroinnista kalibrointitodistus

- mittapullon, tAyspipetin ja byretin tilavuus: jaljitettavyys Sl-mittayksikoihin valmis-
tajan kalibrointitodistuksen kautta

- automaattipipetin kalibrointitodistus

- lampatila

Raportointi

Validointiraportti kirjoitetaan validointiin liittyvista mittauksista. Raportista tulee selvita

tydn toteutus, tavoite seka kaytdssa olleet materiaalit, laitteet ja valineet. Raportista tu-
lee selvita suunnitelman mukaiset tulokset ja toimenpiteet. Dokumentoinnin alaisia tie-
toja ovat mm. reagenssien ja referenssimateriaalien tunnistetiedot seké niiden testaus-
menettelyt. Raportista tulee kayda ilmi maaritetyt parametrit, saatujen tuloksien tarkas-

telutapa ja mahdollisten hairidtekijdiden arviointi.

Raportissa todetaan, soveltuuko menetelmé kayttotarkoitukseensa ja tayttaako se sille
asetetut vaatimukset. Vastuuhenkildiden allekirjoittamassa validointiraportissa tode-
taan, tarvitaanko menetelméan kayttéénotossa uusia toimenpiteitd. Raportista kay myo6s
ilmi kayttoonottoon liittyva aikataulutus ja henkilokunnan mahdollisesti tarvitsema kou-
lutus. Arkistoitavia asiakirjoja ovat validointiin liittyva alkuperainen tuloksiin liittyva ai-

neisto ja validointiraportti.

Dokumentoitavia asioita validoinnin yhteydessa ovat:
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- aikataulu

- referenssimateriaalien varmennukset

- validointiin osallistuneet henkilot

- tutkimustulokset ja niihin liittyvét johtopaatokset

- menetelmien ja niihin liittyvien parametrien soveltuvuus kyseessé olevaan tutki-
mukseen

- eri ajankohtina tapahtuneet vertailumittaukset (eri tutkijat)

- laitteiden kunto

Validoinnin yhteydessa tehdaan menetelmaan liittyvat laadunvarmistusmenettelyt.
Nama menettelyt kuvataan menetelméaohjeessa. Validointi tulee uusia, jos systemaatti-

sia muutoksia havaitaan tulevaisuudessa laadunvarmistustulosten perusteella.

Virhekohdat

Yleisia virhelahteitd tassa tydssa ovat tilavuuteen liittyvat mittausvirheet. Nama virheet
kasittavat pipetoinnit ja liuosten valmistamisen. Pipetoinnit tulee suorittaa tayspipeteilla
silloin kun se on tarkkuuden kannalta oleellista. Liuosten tulee antaa temperoitua sa-

maan lampdtilaan vélineiden kanssa.

Jokivesinaytteiden suodatuksessa suodatin tulee vaihtaa kyllin usein. Liikaa voimaa
kaytettaessa suodatin hajoaa ja suodatustulos on heikompi. Mikali suodokseen joutuu

suodattamatonta naytetta, tAma vaikuttaa mV-mittarin antamaan vasteeseen.

Méaaritettaessa viikkostandardin konsentraatiota titraamalla, titranttia voi paasta byre-
tista liilkaa analyytin sekaan. Talloin titraus tulee suorittaa uudestaan. Viikkostandardia

tuleekin valmistaa riittavasti mittauksia varten.

Kaikki laskut annetaan edelleen toiselle tarkastajalle tarkastettavaksi.
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