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Opinnaytetyo tehtiin MetropoliLab Oy:n Kemian tiimissa. Opinndytety6 voidaan jakaa
kahteen osuuteen: 1) analyysimenetelman kehitys ja 2) analyysimenetelman validointi.
Tyon tarkoituksena oli kehittdd aikaisemmin luotua anionien analyysimenetelméaéa
nopeammaksi ja validoida menetelm&. Menetelm& on luotu vuonna 2016, mutta ohjelman
pitka kesto on estanyt menetelman analyysikayton fluoridin, kloridin ja sulfaatin
analysoinnissa.

Tutkittavina naytematriiseina tytssa kaytettiin jarvi-, joki- ja vesijohtovesia seka jatevetta ja
erilaisia vesiliuoksia. Validoinnissa maaritettiin analyysimenetelman lineaarisuus, toteamis-
ja méaaritysrajat, oikeellisuus, toistettavuus, uusittavuus, mittausepavarmuus ja herkkyys.

Analyysimenetelméan kestoa saatiin pudotettua alkuperaisesta 48 minuutista 14,8
minuuttiin lisddmalla eluentin virtausnopeutta ja muuttamalla gradienttia. Kloridin ja
sulfaatin kalibrointikdyrina voidaan kayttaa lineaarista suoraa, mutta fluoridin kalibrointi-
kayréana on toisen asteen yhtald. Fluoridin maaritysrajatavoitteena oli 0,02 mg/l. Tahan
maaritysrajaan ei paasty. Maaritysrajaksi fluoridille saatiin 0,1 mg/l. Se on sama kuin
vanhalla laitteella. Kloridille ja sulfaatille maéaritysrajaksi saatiin 0,3 mg/l, joka tayttaa
maaritysrajatavoitteen 0,5 mg/I.

Fluoridin, kloridin ja sulfaatin analyysimenetelman toistettavuus ja uusittavuus ovat hyvia.
Mittausepavarmuus on kaikilla analyyteilla alle validoinnin mittausepé&varmuusvaatimusten:
fluoridilla 10 prosenttia, kloridilla 8 prosenttia ja sulfaatilla 11 prosenttia. Tulosten
oikeellisuutta ja vertailukelpoisuutta tutkittiin t-testilla vertaamalla mittaustuloksia vanhalla
ionikromatografilla saatuihin tuloksiin. Analyysien tulosten erot eivat poikkea merkittavasti
toisistaan. Validoinnin tulosten perusteella paastaan johtopaatokseen, etta nopeutettu
analyysimenetelma fluoridille, kloridille ja sulfaatille voidaan ottaa kayttoon.

Avainsanat validointi, IC, ionikromatografia, anioni
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This thesis study was performed with MetropoliLab Oy’s chemistry team and can be
divided into two parts: 1) the development of analysis method and 2) validation of the
analysis method. The purpose of this study was to increase the speed of the previously
created anion analysis method and to validate the new method. The old method was
initially created in 2016 but the use of it in the analysis of fluoride, chloride and sulphate
has been prevented mainly because of its long duration.

Lake water, river and tap water, sewage water, and various agueous solutions were
studied as sample matrices. The validation determined the linearity of the analysis method,
the limits of detection and determination, validity, repeatability, reproducibility,
measurement uncertainty, and sensitivity.

The length of the assay process was decreased from 48 minutes to 14.8 minutes by
increasing the eluent flow rate and by changing the gradient. The calibration curves for
chloride and sulphate are linear and the calibration curve for fluoride is quadratic. The
target of the determination limit for fluoride was 0.02 mg/l and the limit was not reached.
The limit of determination was obtained 0.1 mg/l which is the same as the old device has.
The limit of determination for chloride and sulphate was 0.3 mg/l meeting the assay target
of 0.5 mg/l.

Repeatability and reproducibility of the analysis method of fluoride, chloride and sulphate
are good. The measurement uncertainty is below the validation requirements in all
analytes: fluoride 10 percent, chloride 8 percent and sulphate 11 percent. Validity and
comparability of the results were investigated with t-test by comparing the new results with
the results obtained with an old ion chromatography. There are no significant differences
between the results of the analyses. Based on the results of the validation, it can be
concluded that the new analysis method for fluoride, chloride and sulphate can be used.

Keywords validation, IC, ionchromatography, anion
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1 Johdanto

Taman opinnaytetydn tavoitteena on kehittdd MetropoliLab Oy:n Thermo Scientific™
Dionex™ ICS-5000 -ionikromatografille aiemmin luotua fluoridin, kloridin ja sulfaatin
analysointimenetelm&& nopeammaksi ja varmistaa menetelmén toimivuus validoimalla
menetelm&. Validoinnissa maéaaritettdvid parametreja ovat lineaarisuus, toteamis- ja
maaritysrajat, tarkkuus, toistettavuus ja uusittavuus, mittausepavarmuus ja herkkyys.
Tutkittavina naytematriiseina tytsséd kaytetdan jarvi-, joki- ja vesijohtovesid seka

jatevetta ja erilaisia vesiliuoksia.

Lineaarisuutta tarkastellaan tutkimalla kalibrointikdyrien residuaaleja ja herkkyys
maaritetaan kalibrointikdyrien derivaattoja tarkastelemalla. Toteamis- ja maaritysrajat
saadaan mittaamalla nollanaytteita ja hyddyntdmalla mittaustulosten keskiarvoa ja
keskihajontaa rajojen maarittamisessa. Toistettavuus ja uusittavuus selvitetaan
analysoimalla rinnakkaisnaytteitd eri ajankohtina ja laskemalla niista suhteellinen
keskihajonta. Mittausepavarmuutta arvioidaan MetropoliLab Oy:n Excel-pohjaisella

laskentatytkalulla.

Analyysimenetelmén tarkkuutta tutkitaan kahdella tavalla: 1) Tulosten oikeellisuutta
tarkastellaan vertailemalla Thermo Scientific Dionex ICS-5000 -ionikromatografilla
maaéritettavid tuloksia Dionex DX-120 -ionikromatografilla saatuihin akkreditoituihin
tuloksiin. Vertailu tehddan t-testilla. 2) Saantokokeilla arvioidaan menetelméan

systemaattista virhetta.

MetropoliLab Oy tarjoaa laboratoriopalveluita yrityksille, laitoksille ja yhteisdille, kuntien
ja valtion viranomaisille ja yksityisille henkil6ille. MetropoliLab Oy on Helsingin kaupungin
tytaryhtid, jonka muita omistajia ovat Espoo, Vantaa ja Kauniainen. Vuonna 2008
Vantaan ja Helsingin ymparistolaboratoriot yhdistyivat ja MetropoliLab tuli osakeyhtioksi
vuonna 2010. [MetropoliLab — Yritys 2019.]

MetropoliLab Oy on FINAS-akkreditoitu laboratorio, ja se on saanut SFS-EN ISO/IEC
17025 -akkreditoinnin vuonna 1996. Akkreditoituun pétevyysalueeseen kuuluvat
elintarvike-, vesi-, ymparistd-, asumisterveys- ja rehunaytteet ja ladkevalmisteet seka

elintarvike- ja pintapuhtausnaytteenotto. [MetropoliLab — Yritys 2019.]
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2 Veden laatu

Vedesta analysoitavat ominaisuudet vaikuttavat laatuun eri tavoin: osa aiheuttaa haittaa
terveydelle ja osa vaikuttaa vain ulkoisiin ominaisuuksiin tai makuun ja hajuun. Jotkut
ominaisuudet voivat aiheuttaa vesiputkiin korroosiota tai saostumia. Esimerkiksi fluoridi
voi korkeina pitoisuuksina aiheuttaa luuston ja hampaiden fluoroosia. Kloridi ja sulfaatti
voivat vaikuttaa juomaveden hajuun, variin ja muihin esteettisiin ominaisuuksiin. [Chiriac
ym. 2016: 148; Pelia 2012.]

2.1 Fluoridi

Fluori esiintyy luonnossa vain ionimuodossa erilaisina fluorideina. Fluori on ihmiselle
valttamaton hivenaine. Pienet fluoripitoisuudet vahentavat hampaiden reikiintymista,
koska se estda bakteerien aiheuttamaa hammaskiilteen mineraalien liukenemista ja
ehkaisee hampaiden reikiintymistd aiheuttavien bakteerien aineenvaihduntaa ja
happojen tuottoa. Lisaksi fluori auttaa bakteerien jo liuottaman Kiilteen uudelleen

mineralisoitumista. [Suunterveys — Fluori.]

Fluoridin liiallinen saanti aiheuttaa hammaskiilteen kehityshairiita eli hammasfluoroosia,
kun juomaveden fluoridipitoisuus ylittdd 1,5 mg/l hampaiden muodostumisaikana.
Fluoroosi aiheuttaa vaaleita laikkia pysyviin hampaisiin viel& kehittyméssa olevan
hampaan mineralisaatiohairion seurauksena. [Suunterveys — Fluori; Talousvesi-
asetuksen soveltamisohje Il 2018: 14.] Runsas fluoridin saanti aiheuttaa muutoksia
myo6s hohkaluun rakenteeseen lisaten luun murtumisherkkyyttéa ja lonkkamurtumien
riskia vanhuksilla. [Talousvesiasetuksen soveltamisohje Il 2018: 14.] Euroopan
elintarviketurvallisuusvirasto EFSA:n suositusten mukainen fluoridin kokonaissaanti
vuorokaudessa tulisi olla 0,05 mg/kg kehonpainoa kohti. Suositus koskee kaikkia ihmisi&
lapset, raskaana olevat ja imettavat aidit mukaan lukien. Raskaana olevien ja imettavien
aitien fluorin saanti lasketaan ennen raskautta olleesta normaalipainosta. [Scientific

Opinion on Dietary Reference Values for fluoride 2013: 3.]
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2.2 Kloridi

Makeat pintavedet sisaltavat yleensa alle 10 mg/l klorideja, ellei niissé ole kloridipitoisten
jatevesien tai maantiesuolauksen vaikutusta. Pohjavesissa klorideja voi olla jopa satoja
milligrammoja litrassa. Klorideja esiintyy pohjavesissa vanhoilla merenpohja-alueilla tai
jatevesien ja tiesuolauksen vaikutusalueilla. Kloridilla ei tiedettavasti ole terveydelle
haitallisia vaikutuksia, mutta se voi vaikuttaa korkeina pitoisuuksina veden makuun.
Lisaksi kloridit lisdavat veden korroosiovaikutusta jo muutaman kymmenen milli-
gramman pitoisuuksina litraa kohden. [Talousvesiasetuksen soveltamisohje 111 2018: 24;
Veden kemialliset ominaisuudet.]

Kloridilla ei ole tunnettuja haitallisia terveysvaikutuksia, mutta se aiheuttaa veteen
makuvirheitd jo pitoisuudessa 100-200 mg/l [Miten tulkita yleisimpien vesitutkimusten
tuloksia?]. Pohjaveden korkea kloridipitoisuus lisaa vesijohtoverkostojen korroosiota.
[Vaihtoehtoisten liukkaudentorjunta-aineiden kulkeutuminen pohjavedessa.] Kloridin
metalleja sy6vyttava vaikutus lisdéntyy jo alle 50 mg/l pitoisuuksissa. Siksi pitoisuuden
tulisikin olla mahdollisimman alhainen. Kloridia esiintyy pohjavesissa erityisesti
rannikkoalueilla, mutta my6s sisamaasta l6ytyy vanhoja merenpohjien suolataskuja.
Maanteiden suolaus saattaa lisastd veden Kloridipitoisuutta erityisesti suurten

valtateiden laheisyydessa. [Miten tulkita yleisimpien vesitutkimusten tuloksia?]

2.3 Sulfaatti

Suomen vesien sulfaattipitoisuudet ovat alhaisia rannikkoseutuja lukuun ottamatta.
Pintavesia kasitellaan alumiinisulfaatilla, ja se nostaa talousveden sulfaattipitoisuutta
jonkin verran. Sulfaatti voi suurina maarina (yli 500 mg/l) aiheuttaa laksatiivisia
vaikutuksia. Yli 150 mg/l sulfaattia siséltavat vedet voivat aiheuttaa putkiston korroosiota.

[Talousvesiasetuksen soveltamisohje 11l 2018: 14, 28—29.]

Pohjanmaalla entisilla merenpohjamailla maaperé on sulfaattipitoista. Nailtd happamilta
sulfaattipitoisilta mailta huuhtoutuu jokiin suuria maaria metalleja. Lisaksi
maankohoaminen ja ojitus aiheuttavat sulfidisaven joutumisen kosketuksiin ilman

kanssa. Talloin saven rikkipitoiset mineraalit hajoavat ja muodostavat rikkihappoa, joka
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uuttaa maasta metalleja. Veden happamuus ja liukoiset metallit aiheuttavat

kalakuolemia. [Karvonen ym. 2012: 36.]

Sulfaattia paatyy ymparistéon myos kaivosvesien ja sellutehtaiden jatevesien mukana.
Monet kaivoksien kayttdmat malmit ovat sulfidisia. Sulfidin reagoidessa ilman kassa
syntyy sulfaattia. Sulfaatin reagoidessa edelleen veden kanssa muodostuu rikkihappoa.
[Heinonen-Tanski 2018.] Sulfaattipdastdjen seurauksena jarvi- ja jokivesien sulfaatti-
pitoisuus nousee. Vesistdjen vedenlaatu aiheuttaa ekologisia ja ekotoksisia vaikutuksia
vesistoissd. Esimerkkeina tallaisista vaikutuksista ovat vesistdjen rehevoityminen ja
levien esiintyminen. Sulfaatti vaikuttaa vesistdjen kemialliseen tasapainoon lisaamalla
elohopean metyloitumista metyylielohopeaksi ja sen kertymisen kaloihin. [Sulfaatin
terveysriskinarvion taustatiedot ja ohjeet.]

Sulfaatti aiheuttaa ihmisille pintavesissa l&hinna viihtyvyyshaittoja. Suuret
sulfaattipitoisuudet heikentavat veden laatua ja vesi koetaan likaiseksi, jolloin sen
hyodyntaminen peseytymiseen ja virkistyskayttoon vahenee. [Sulfaatin terveysriskin-

arvion taustatiedot ja ohjeet.]

3 lonikromatografia

3.1 lonikromatografian toimintaperiaate

Kromatografia tarkoittaa aineiden erottelua kahden toisiinsa liukenemattoman faasin
valilla. Erottuminen perustuu faasien vdliseen tasapainoon. Liikkuva faasi kuljettaa
naytteen stationdarifaasilla taytetyn kolonnin lapi. Nestekromatografiassa liikkuvana
faasina on neste ja kaasukromatografiassa kaasu. Molemmissa kromatografialajeissa
naytteen molekyylit tarttuvat kolonnin station&&rifaasiin, jolloin molekyylien kulku
hidastuu. Kromatografiamenetelma ja molekyylit vaikuttavat siihen, kuinka usein ja
kuinka pitkdan naytteen molekyylit ovat kiinnittyneina stationaarifaasiin. Mitad useammin
ja pidempaan molekyylit ovat Kiinnittyneind stationaarifaasiin, sitd hitaammin ne
kulkevat. Toisaalta molekyylit, jotka eivat juurikaan kiinnity stationaarifaasiin, kulkeutuvat
kolonnin l&pi nopeammin. lonikromatografiassa nestemaisestd naytteestd erotetaan

epaorgaanisia anioneja ja kationeja, jotta ne voidaan tunnistaa ja niiden pitoisuus
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naytteessad maarittaa. lonikromatografia onkin nestekromatografian alalaji. [Jaarinen &
Niiranen 2005: 140—-141.]

lonikromatografiassa kolonnin pinnalla olevassa stationaarifaasissa on sahkdisesti
varattuja kohtia, joihin vastakkaisen varauksen omaavat analyytit tarttuvat. Voimakkaasti
varautuneet ionit sitoutuvat stationdarifaasiin pidemmaksi aikaa kuin heikosti
varautuneet ionit. Nain ionit saadaan erotettua toisistaan niiden varauksen perusteella:
heikosti varautuneet ionit kulkevat kolonnin 1&pi nopeimmin. [Jaarinen & Niiranen 2005:
141]

Liikkuva faasi eli eluentti kuljettaa naytteen kiintealla faasilla eli stationdarifaasilla
taytettyyn kolonniin. Stationaarifaasi koostuu pienista partikkelimaisista helmistd, jotka
on valmistettu esimerkiksi silikaattijohdannaisista. Kaytettava eluentti ja kolonni valitaan
tutkittavien ionien mukaan. Naytteen komponentit kulkevat kiintedn faasin lapi eri
nopeuksilla. Kolonnin jalkeen nayte paatyy detektorille, jossa mitataan detektorin api
virtaavan eluentin sahkonjohtavuutta. Kolonnissa erottuneet ionit aiheuttavat piikin
sahkonjohtavuudessa, jolloin ne voidaan tunnistaa. Piikin pinta-ala ja korkeus muuttuvat
kyseisen ionin pitoisuuden kasvaessa, joten menetelmalla voidaan maarittaa ionin
pitoisuutta naytteessa. [Jaarinen & Niiranen 2005: 141; Fritz & Gjerde 2009: 1-2.]

Kaytettava eluentti pumpataan korkeapainepumpulla ionikromatografialaitteistoon.
Nayte kulkee eluentin mukana esikolonnin lavitse analyyttiseen kolonniin, jossa ionien
erottelu tapahtuu. Taman jalkeen eluentti ja nayte kulkevat suppressoriin. Suppressori
vahentda eluentin ja lisda analyytin johtokykyd. Analyytit tunnistetaan ja mitataan
johtokykydetektorilla. Tietokonetta ja tietokoneohjelmaa kaytetaan ionikromatografia-
laitteiston ohjaamiseen ja tulosten kasittelyyn. (Kuva 1.) [Thermo Scientific Dionex
Eluent Suppressors for lon Chromatography 2013: 2.]
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v DIH0
Pump
Eluent Suppressor
Generation Device Suppressed
EGC l Conductivity
Detection
Conductivity
Sample [: ®l — Cell ’ J |
Injection l
Chromazography
lon- Guard Column Workstation
Exchange Data Acquisition
Separation Analytical and Instrument
Column Control

Kuva 1. lonikromatografialaitteiston rakenne [Thermo Scientific Dionex Eluent Suppressros for
lon Chromatography 2013: 2].

Eluentin vahvuutta ja virtausnopeutta muuttamalla voidaan ionikromatografiassa vaikut-
taa analyytin komponenttien eluoitumisnopeuteen. Nopeutta lisdamalla Kkuitenkin
erottumisen resoluutio karsii. Eluoitumisnopeuteen vaikuttavat myos kolonnin pituus ja

stationdarifaasin partikkeleiden koko.

3.2 Thermo Scientific Dionex ICS-5000 -ionikromatografi

Thermo Scientific Dionex 1CS-5000 Reagent-Free™ HPIC™ -jonikromatografissa on
kaksi kanavaa, jotka voidaan asentaa joko rinnan tai perékkain. Rinnan asennettuna
kanavilla voidaan analysoida samanaikaisesti erilaisia naytteitd, kuten naytteeseen
liuenneet anionit ja kationit. [Thermo Scientific Dionex ICS-5000 lon Chromatography
System Operator’s Manual 2011: 7.] MetropoliLab Oy:ss& anionikanavan liséksi toisella
kanavalla analysoidaan sokereita. Kumpikin kanavaa koostuu 1) pumpusta, 2) eluentti-
patruunasta, 3) esikolonnista, 4) erotuskolonnista, 5) suppressorista ja 6) johtokyky-
detektorista. Kanavilla on yhteinen naytteensyéttgja. [Thermo Scientific Dionex ICS-

5000 lon Chromatography System Operator’'s Manual 2011: 7].
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Thermo Scientific Dionex ICS-5000 -laitteistoon kuuluu nelja moduulia:

1) automaattinen naytteensyottd eli AS-AP
2) pumppuyksikko eli DP-moduuli

3) eluentin valmistusyksikko- eli EG-moduuli
4) detektori- eli DC-moduuli.

Automaattinen AS-AP-naytteensyoéttaja injektoi analysoitavat naytteet laitteelle. [Thermo
Scientific Dionex ICS-5000 lon Chromatography System Operator's Manual 2011: 9].
DP-moduulissa on kaksi pumppua, jotka pumppaavat vetta laitteen paalla olevasta
vesipullosta yllapitaen virtausta laitteessa. Pumppuvaihtoehtoja on kolme ja niitd voidaan
yhdistella keskenaan: 1. isokraattinen kapillaaripumppu, 2. isokraattinen analyyttinen
pumppu ja 3. analyyttinen gradienttipumppu. [Thermo Scientific Dionex ICS-5000 lon
Chromatography System Operator's Manual 2011: 3.]

EG-moduuli valmistaa sahktkemiallisen reaktion avulla eluenttiliuosta ultrapuhtaasta
vedesta ja eluenttipatruunoista. DC-moduulin sisalla oleva kolonniuuni mahdollistaa
lampotilasdéadellyt olosuhteet erottelulle. Kolonniuunin lisdksi DC-moduulissa on injektio-
venttiili, esi- ja erotuskolonnit, suppressorit ja detektorit. [Thermo Scientific Dionex ICS-
5000 lon Chromatography System Operator's Manual 2011: 5-7.]

Tulokset analysoidaan ionikromatografiin kytkettyyn tietokoneeseen asennetulla
Chromeleon-ohjelmalla. Ohjelmaversiona MetropoliLab Oy:n laitteessa on Chromeleon

7.2. Ohjelman on kehittanyt Dionex.

3.2.1 Eluentin valmistus EG-moduulissa

Thermo Scientific Dionex 1CS-5000 -laitteistossa on RFIC-EG-jarjestelma (Reagent-
Free lon Chromatography System with Eluent Generation), joka valmistaa
ultrapuhtaasta vedestd ja konsentroidusta KOH-eluenttipatruunasta halutun vahvuista
kaliumhydroksidieluenttia. Eluenttina voidaan kayttaa my6s natrium- tai litium-

hydroksidia.

KOH-eluenttipatruuna koostuu korkeasti paineistetusta eluentin valmistuskammiosta

(EGC-kammio) ja matalapaineisesta elektrolyyttisailiosta. Eluentin valmistuskammiossa
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on platinakatodi, jolla hydroksidi-ionit muodostuvat. Elektrolyyttisailid sisaltaa platina-
anodin ja elektrolyyttiliuoksen. Kationinvaihtoliitin  (Cation-Exchange Connector)
yhdistaéa EGC-kammion elektrolyyttisailioén. Tama mahdollistaa ionien I[&pikulun
elektrolyyttisailiostd  eluentin  valmistuskammioon. Samalla anionien lapikulku
elektrolyyttisailioon estyy. Kationinvaihtoliitin toimii my6s seindméana kammioiden valilla.

(Kuva 2.) [Thermo Scientific Eluent Generator Catridges Product Manual 2012: 9.]

Pt Anode Vent
(HsO—> 2H* + %0, + 287)"
| K+ Nat+ or Lit
Electrolyte
Reservoir
K+ Cation-Exchange

et —+[ll>KOH + H;

CR-ATC

Eluent (or Nav, Lit) Connector
o Generation
ump Chamber . P Hz
KOH

Degas
Module

Pt Cathode
(2H;0 + 2~ —* 20H-+ Hg)

Kuva 2. Kaliumhydroksidieluentin valmistusprosessi. [Thermo Scientific Eluent Generator
Cartridges Product Manual 2012: 9].

Kaliumhydroksidieluentin valmistukseen kaytetty ionivaihdettu vesi pumpataan EGC-
kammion lapi. Eluentin valmistuskammion anodin ja katodin valilla on tasavirta, jonka
vaikutuksesta veden elektrolyysi tapahtuu. Anodilla tapahtuu veden hapettuminen ja
katodilla vesi pelkistyy alla olevien reaktioyhtaldiden mukaisesti. (Kuva 2.) [Thermo
Scientific Eluent Generator Catridges Product Manual 2012: 9-10.]

H,O - 2 H" + Y2 O,T + 2e (anodi)
2 H,O +2e - 20H + H,t (katodi)

Anodilla  muodostuneet vetyionit syrjayttdvat kaliumionit  elektrolyyttisailiossa.
Syrjaytyneet ionit reagoivat katodilla hydroksidi-ionien kanssa muodostaen ionikromato-

grafiassa eluenttina kaytettya kaliumhydroksidiliuosta. Eluentin konsentraatiota voidaan
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saadelld syotetyn virran ja eluenttiveden virtausnopeuden mukaan. [Thermo Scientific
Eluent Generator Catridges Product Manual 2012: 9-10.]

EG-moduulin yhteydessa oleva CR-ATC- eli trap-kolonni poistaa eluentista ja vedesta
kaikki anioniset ja kationiset epédpuhtaudet. Trap-kolonnin toimintaperiaate on esitetty
kuvassa 3. Trap-kolonni koostuu anioninvaihtopedista, jossa eluentti kulkee katodin
ohitse tullessaan ulos kolonnista. Anioninvaihtokalvo eristda anodin niin, ettei eluentti
paase kulkeutumaan anodille. Anioninvaihtokalvo hidastaa eluentin anionisia
epapuhtauksia ja vetdd niitda kohti anodia, jolloin epapuhtaudet kulkeutuvat
anionivaihtokalvon lapi. Katodilla muodostuvat hydroksidi-ionit uudistavat jatkuvasti
anioninvaihtopetid, kun taas anodilla syntyvét vetyionit reagoivat syntyneiden epa-
puhtauksien kanssa muodostaen happoa. Emaksinen eluenttiliuos tulee ulos trap-
kolonnista puhdistuneena anionisista epapuhtauksista. [Thermo Scientific Continuously
Regenerated Trap (CR-TC 500, Capillary) Column Product Manual 2012: 6.]

Anode ()

H,0 H,0 > 2H + %0, +2¢ H,0 + H,CO;
From CO:: o 2l1+ H:(‘O-‘} fl+ + OH_ 4 I170 To Degas

SoRprs and Waste
Regen Effuent

Anion Exchange Membrane

= =
K*OH- + CO.2 OH G
K*CO0:2- 3 i i K'OH
. G nion Exchange Kesmn ., +
K'OH e K'OH
From To Degas
EG Cartridge ZH 20 = 20. ZOH + H2 and Iny. Valve

Cathode (-)

Kuva 3. Trap-kolonnin toimintaperiaate. Trap-kolonni poistaa eluentista ja vedesta anioniset ja
kationiset epapuhtaudet. [Thermo Scientific Continuously Regenerated Trap (CR-TC
500, Capillary) Column Product Manual 2012: 6].

CR-ATC-kolonnista eluentti jatkaa matkaansa kaasunpoistajalle (RFIC Eluent
Degasser). Kaasunpoistaja poistaa elektrolyyttikaasun eluointiliuoksesta. Taméan jalkeen
eluentti kulkeutuu esi- ja erotuskolonniin. [Thermo Scientific Dionex ICS-5000 lon

Chromatography System Operator's Manual 2011: 43.]
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3.2.2 Automaattinen naytteensyottd

Tutkittavat naytteet syotetaan Thermo Scientific Dionex ICS-5000 -ionikromatografia-
laitteistoon automaattisella AS-AP-naytteensyottgjalla. Naytteen-syottdjassa on l[Ampo-
tilansaato, jolla naytteiden lampdtila voidaan pitdd 4—60 °C:ssa. AS-AP-naytteensyottaja
siséltda ohjelmoitavan linjanvaihtoventtiilin. Tama mahdollistaa naytteensy6ton yhdella

naytteensyottajalla molemmille kanaville.

AS-AP -naytteensyotttajassa on kolme 40-paikkaista naytetarjotinta 2 ml:n pulloille ja
kolme 8-paikkaista tarjotinta 10 ml:n pulloille. Talléin naytepullopaikkoja on yhteensa
144. Naytteensyottajassa on lisaksi mahdollisuus reagenssien lisaykseen, laimennuk-
seen ja sekoitukseen, kuten standardiliuosten valmistukseen kantaliuoksista. Tama

toiminto oli epdkunnossa MetropoliLab Oy:n laitteessa.

3.2.3 Injektioventtiili

DC-moduulin alaosassa on 6-porttinen Rheodyne Titan HP™ -injektioventtiili, johon
automaattiselta naytteensydéttgjaltd nayte ohjautuu. Injektioventtiililla on kaksi asentoa:
1) Load ja 2) Inject (kuva 4). [Thermo Scientific Dionex ICS-5000 lon Chromatography
System Operator’s Manual 2011: 67].

LOAD POSITION INJECT POSITION
Sample In 53210;::9 Sample In ngno[:;e
“ - L To " - L To
< Column f < _lCqumn
vyﬂs j Cc ‘{v N J c
To & To &
Waste L P Waste L A
From Pump From Pump
= : == Sample = Eluent

Kuva 4. 6-portaisen Rheodyne Titan HP -injektioventtiilin toimintaperiaate. [Thermo Scientific
Dionex ICS-5000 lon Chromatography System Operator’s Manual 2011: 67].
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Load-asennossa nayte virtaa naytelooppiin, jossa sitéd pidetdén injektointiin saakka.
Ylimaarainen nayte virtaa jateastiaan. Pumpulta eluentti virtaa venttiilin 1&pi kolonniin
ohittaen nayteloopin. Inject-asennossa injektioventtiili pydrahtaa niin, ettd eluentti
paasee virtaamaan ndayteloopin lapi kolonniin Kkuljettaen naytteen analysoitavaksi.
[Thermo Scientific Dionex ICS-5000 lon Chromatography System Operator's Manual
2011: 67.]

3.2.4 Kolonnit

Esikolonnin tehtavdnd on estdd naytteen epapuhtauksien paasy erotuskolonniin.
Esikolonnit ovat halvempia kuin erotuskolonnit, joten niiden vaihtaminen on jarkevampaa
ja edullisempaa kuin uusien erotuskolonnien vaihtaminen. Esikolonnin kayttdé pidentaa

erotuskolonnin kayttoikaa.

Tasséa tyossa kaytossa oli Thermo Scientific Dionex lonPac™ AG27 Capillary Guard
Column 0,4x50 mm -esikolonni (P/N 088442). Esikolonni valitaan kaytettavan
erotuskolonnin mukaan. Erotuskolonnina ty6ssa oli Thermo Scientific Dionex lonPac
AS27 Capillary Column 0,4x250 mm -kolonni (P/N 088441). Nama kolonnit yhdessa on
suunniteltu epdorgaanisten anionien, kuten fluoridin, kloriitin, bromaatin, kloridin, nitriitin,
kloraatin, bromidin, nitraatin, sulfaatin ja fosfaatin maarittdmiseen. Se on kuitenkin
optimoitu erityisesti bromaatin analysointiin. (Kuva 5.) [Thermo Scientific Dionex lonPac
AS27 Column Product Manual 2014: 7.]
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Figure 1 Dionex lonPac AS27 Column (0.4x250 mm) With and Without Guard Column

Dionex lonPacAG27,
6—) DionexlonPacAS27,0.4 mm

Column: See Chromatogram
1 5 8 9 Eluent: 20mM KOH
4 6} &7 i EluentSource:  Dionex EGC-KOH
3 \ (Capillary) Cartridge
2 / Flow Rate: 10 pL/min
| Inj. Volume: 04 pL
’ Temperature: 30°C
Detection: Suppressed Conductivity,
g DionexACES 300
Suppressor,
07 AutoSuppression,
us Dionex lonPacAS27,0.4 mm recycle mode
1 5 8 9 Peaks: mg/L
4 6/ 7 1. Fluoride 08
3 2. Chlorite 25
2 3. Bromate 5.0
4. Chloride 12
5. Nitrite 38
6. Chlorate 6.3
7. Bromide 6.3
8. Nitrate 6.3
9. Sulfate 75
I [ |
0 10 20 30

Minutes

Kuva 5. Esikolonnin Thermo Scientific Dionex lonPac AG27 ja kolonnin Thermo Scientific
Dionex lonPac AS27 valmistajan antamat esimerkkikromatogrammit. [Thermo Scientific
Dionex lonPac AS27 Column Product Manual 2014: 19].

Eluenttina Thermo Scientific Dionex lonPac AS27 Capillary Column 0,4x250 mm -
kolonnin kanssa voidaan kayttaa erilaisia hydroksideja. Epaorgaanisia anioneita voidaan
helposti erotella erilaisista naytematriiseista, kuten juomavedestd, pohjavedesta,
jatevedestd, prosessivesista ja pesuliuoksista. Eluentin pH voi olla vélilla 0-14, ja eluentti
VoI sisdltaa orgaanista liuotinta 0—100 prosenttia. Suurin sallittu paine Thermo Scientific
Dionex lonPac AS27 Capillary Column 0,4x250 mm -kolonnilla on 3 000 psi. Valmistaja
ei kerro kolonnien stationdarifaasitietoja. [Thermo Scientific Dionex lonPac AS27
Column Product Manual 2014: 7.]

3.2.5 Suppressori ja johtokykydetektori

lonikromatografiassa detektorina kaytetaan yleisimmin johtokykydetektoria. Kaytetyt
eluentit sisaltavat ioneja, joiden johtokyky nostaa taustan johtokykyd ja vaikuttaa
analysoitavien ionien erottumiseen taustasta. Analysoitavat ionit erottuvat paremmin
taustasta. Siksi ionikromatografialaittessa, jossa detektorina on johtokykydetektori,
kaytetaan suppressoria. Se sijaitsee analyysikolonnin ja detektorin valissa. Suppressorin
tehtavana on vahentaa taustan johtokykya ja vahvistaa analyytin johtokykya. [Gjerde &
Fritz 1987: 96.]
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Thermo Scientific Dionex ACES™ 300 -suppressori muuntaa johtokykyiset
hydroksidipohjaiset eluentit puhtaaksi vedeksi, jolloin niiden johtokyky laskee. Samalla
suppressori muuntaa analyytteja johtokykyisempaan muotoon, jolloin niiden herkkyys
johtokykydetektorilla kasvaa. Thermo Scientific Dionex ACES 300 -suppressori kayttaa
kolmen kammion tekniikkaa maksimoidakseen suppressiokapasiteettia ja
vahentaakseen taustakohinaa. Eluenttikammio koostuu ioninvaihtokapillaarista, joka on
upotettu kationinvaihtohartsikerrokseen. (Kuva 6.) [Thermo Scientific Dionex CES 300
Product Manual 2014: 7.]

Conductivity
Eluent In Eluent Out Detector
(KOH, KCl) (H,0, HCI)
Cation .
Regen Out Exchange
(KOH) Capillary

]

i
Cat | \CationExchange
ation Resin
Exchange |
Membrane L

Kuva 6. Thermo Scientific Dionex ACES 300 -suppressori. [Thermo Scientific Dionex CES 300
Product Manual 2014: 7].

Thermo Scientific Dionex ACES 300 -suppressorissa on kaksi elektrodikammiota, jotka
on erotettu eluenttikammiosta ioninvaihtokalvolla. Kun deionisoitu nestevirta on kulkenut
eluointikammion ioninvaihtokerroksen lapi, kulkee se katodi- ja anodikammioiden |&pi.
Kun nestevirta on kulkenut ensimmaisen elektrodikammion lapi, muodostuu OH"- ja
H:O*-ioneita. Nama ionit siirtyvat eluenttikammion sahkdkentan I1&pi yllapitaen
ioninvaihtokerrosta. [Thermo Scientific Dionex Eluent Suppressros for lon
Chromatography 2013: 12.]

Thermo Scientific Dionex ACES 300 -suppressori poistaa natrium- tai kaliumhydroksi-
ionit ja muut kationit eluentista ja korvaa ne hydroniumioneilla (HzO"), jotka muodostuvat
veden elektrolyysin uudelleen generoinnissa. Nama& HsO*-ionit reagoivat eluentin

hydroksidi-ionien (OH") tai karbonaatti-ionien (COz*) kanssa tuottaen vetta (H:0) tai
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hiilihappoa (H>CO3). Sekd vedella etta hiilihapolla on erittdin alhainen johtokyky
verrattuna eluentin johtokykyyn. Analyytti-ionit reagoivat korkean johtokyvyn omaavien
HsO*-ionien kanssa, jolloin analyytti-ionien johtokyky paranee. (Kuva 7.) [Thermo

Scientific Dionex Eluent Suppressros for lon Chromatography 2013: 2.]

Eluent Generator

Sample
F.CI~, 502"

-

Anion
Column

[ KF, KCI,
— K,S0, in KOH

Anion
Suppressor

K+ Waste
[

—_—

Y e Regenerant

Fa
Detector
v

Kuva 7. Anionisuppressorin toimintaperiaate. [Muokattu l[ahteestd Thermo Scientific Dionex
Eluent Suppressros for lon Chromatography 2013: 2].

Suppressorista eluentti ja analyytit johdetaan johtokykydetektorille. Eluentti virtaa johto-
kykykennon lapi, joka mittaa analyytti-ionien s&hkonjohtokyvyn [Thermo Scientific
Dionex ICS-5000 lon Chromatography System Operator's Manual 2011: 69.]
Chromeleon-ohjelma piirtdd kromatogrammin, jossa seurataan johtokyvyn muutosta
ajan funktiona. lonit havaitaan kromatogrammin piikkeina.
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4 Menetelméan kehitys ja validointi

4.1 Menetelman kehitys

lonikromatografisen menetelméan kehitys ja validointi tehtiin MetropoliLab Oy:n Thermo
Scientific Dionex ICS-5000 -laitteelle. Laitteella maaritetddn anioneja erilaisista
vesinaytteista ja laktoosia elintarvikkeista. Tyon tarkoituksena ja tavoitteena oli kehittaa
jo aiemmin luotua fluoridin, kloridin ja sulfaatin Thermo Scientific Dionex ICS-5000 -
ionikromatografin maaritysohjelma nopeammaksi. Lahtétilanteessa ajo-ohjelman pituus

oli 48 minuuttia (Kuva 8).

A O @
o O O

o

0 10 20 30 40 50 60
Aika, min

Eluentin
konsentraatio, mM
S

Kuva 8. Anionien maarittamiseen kaytettava vanha ohjelma. Ajoaika 48 minuuttia.

Menetelm&a kehitettiin kokeilemalla erilaisia gradienttisia ja isokraattisia ajo-ohjelmia.
Ohjelmia testattiin maarittAmalla standardiliuoksia erilaisilla erotusohjelmilla. Ohjelmista
valittiin yksi validointiin. Validoinnissa kéaytetty ohjelma on esitetty kuvassa 9.

B O
o O

o

0 2 4 6 8 10 12 14 16
Aika,min

Eluentin
konsentraatio, mM
N
o

Kuva 9. Validoitu ajo-ohjelma. Ajoaika 14,8 minuuttia.
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Ajo-ohjelmaa saatiin lyhennettyd 48 minuutista 14,8 minuuttin lyhentamalla
tasaantumisaikaa ohjelman lopussa ja muuttamalla gradienttia. Taulukossa 1 on esitetty

anionien retentioajat uudella ja vanhalla ohjelmalla.

Taulukko 1.  Fluoridin, kloridin ja sulfaatin retentioajat seka ohjelman pituus uudella ja vanhalla
menetelmalla.
FLUORIDI KLORIDI SULFAATTI OHJELMAN
PITUUS
VANHA 10,88 min 17,83 min 31,03 min 48 min
Uusi 6,37 min 7,85 min 9,05 min 14,8 min

4.2 Menetelman validointi

Validoinnilla tarkoitetaan menettelya, jolla osoitetaan analyysimenetelméan soveltuvuus
ja toimivuus aiottuun kayttotarkoitukseen. Vertailumateriaalien avulla tarkastetaan
menetelmdn kyky tuottaa oikeita tuloksia ja toistomittausten avulla menetelméan

toistettavuus. [Jaarinen & Niiranen 2005: 11, 30].

Ennen validointia tehdaan validointisuunnitelma. Siinda kerrotaan validoinnin tavoite,
kohde, aikataulu, validoinnin parametrit ja hyvaksymiskriteerit. Validoinnista pidetaan
paivakirjaa, johon kaikki vaiheet ja tulokset merkitddn. Lopuksi validoinnista kirjoitetaan

validointiraportti.

Validoitavat parametrit valittiin ja validointi tehtiin MetropoliLab Oy:n menetelmaohjeita
noudattaen. Mittausepavarmuuden arviointi tehtiin MetropoliLab Oy:n omalla Excel-
pohjaisella tydkalulla. Tutkittaviksi naytematriiseiksi valittiin jarvi-, joki- ja vesijohtovesi
seka jatevesi ja erilaisia vesiliuoksia. Naytteind kaytettiin asiakkailta tulleita naytteita,

jotka oli aiemmin analysoitu muilla menetelmilla.
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4.3 Kaytetyt reagenssit, naytteiden esikasittely ja ajoliuos

Tyossa kaytettiin Merckin valmistamia 1 000 mg/l fluoridia, kloridia tai sulfaattia sisaltavia
kantaliuoksia standardien ja kontrollien valmistamiseen sek& lisdysnaytteisiin.
Taulukossa 2 on esitetty kaytettyjen liuosten tuotenumerot, eranumerot ja
voimassaolopaivamaarat. Kontrollit ja standardiliuokset tehtiin eri pulloista, vaikka ne

olivatkin samaa er&é. Lisaysnaytteet valmistettiin standardien kanssa samoista pulloista.

Taulukko 2.  Standardi- ja kontrollikantaliuosten tuotetiedot.

ANALYYTTI | TUOTENUMERO | ERANUMERO VOIMASSAOLOPAIVAMAARA | PUHTAUS-
(LoT) (Exp.) LUOKKA

FLUORIDI 1.19814.0500 | HC87304014 30.9.2021 HPLC-
LAATU

KLORIDI 1.19897.0500 | HC74545197 30.11.2020 HPLC-
LAATU

SULFAATTI 1.19813.0500 | HC73214413 30.6.2020 HPLC-
LAATU

Standardit ja kontrollit laimennettin EasyPure-veteen. Laimennusteknisistd syista
kontrollissa 4 on fluoridia 10 mg/l. Tama on kuitenkin mittausalueen ulkopuolella, joten

sitd ei pideta virallisena kontrollina fluoridille.
Naytteet esikasiteltin suodattamalla 0,45 um:n membraanisuodattimen I&pi. Fluoridin
lisdysnaytteisiin lisattin 5 ml:n nadytteeseen 3 mg/l fluoridia ja kloridin ja sulfaatin

lisaysnaytteisiin lisattiin 5 ml:n ndytteeseen 5 mg/l kutakin analyyttia.

Ajoliuoksena kaytettiin laitevalmistajan omaa kaliumhydroksidiliuosta. Laite laimensi

gradienttiajoon tarvittavat pitoisuudet automaattisesti.

4.4 Standardiliuosten ja kontrollien valmistus

Kaikilla analyyteilla tehtiin kuuden pisteen kalibrointikayra. Fluoridilla oli nelj& kontrolli-

pistetta. Kloridilla ja sulfaatilla oli viisi kontrollipistetta. (Taulukko 3.)

metropolia.fi WM etropolia



18

Taulukko 3.  Standardien ja kontrollien pitoisuudet.
FLUORIDI KLORIDI SULFAATTI

STD 1 0,01875 mg/l 0,09875 mg/l 0,09875 mg/l
STD 2 0,1875 mg/I 0,9875 mg/l 0,9875 mg/l
STD 3 0,75 mg/l 3,75 mg/l 3,75 mg/I
STD 4 1,5 mg/l 7,5 mgl/l 7,5 mg/l
STD 5 3 mg/l 15 mg/l 15 mgl/l
STD 6 6 mg/l 30 mg/l 30 mg/l
CTRL 1 1 mg/l 2 mgl/l 2 mg/l
CTR 2 2 mgl/l 4 mgll 4 mgll
CTRL 3 5 mg/l 10 mg/l 10 mg/l
CTRL 4 (10 mg/l) 20 mg/I 20 mg/l
CTRL 5 6 mg/l 30 mg/l 30 mg/l

Kalibrointikayrien standardiliuokset valmistettiin kuvassa 10 olevan kaavion mukaisesti.

Kaikille analyyteille tehtiin yhteiset standardiliuokset.
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Kloridi Sulfaatti

Fluoridi
kantalivos kantalivos kantalivos
1000 mg/l 1000 mg/! 1000 mg/l
oo o | Fluoridi 6 mg/l
Peruslives = | \orici 30 ma/)
STD & Sulfaztti 30 mg/l
Z00 ml
s~ Fluoridi 3 mgj
STDE Kloridi 15 mg/
Sulfaztti 15 mg/l
¢ Fluoridi 1,5 mg/1
STD 4 Kloridi 7,5 mg/l
Sulfaatti 7,5 mg/
¢ Fluoridi 0,75 mg/
5TD3 Kloridi 3,75 mg/|
Sulfaatti 3,75 mg/|
o~ Flueridi 0,1375 mg/|
5TD 2 Kloridi 90,9375 mz/|
Sulfaatti 0,937% mg/l
s~ Flueridi 0,01875 mg/l
5TD1 Klaridi 0,09375 mg/l

Sulfaztti 0,09375 mg/l

Kuva 10. Standardiliuosten valmistus.

Kontrolliliuokset valmistettiin kuvassa 11 olevan kaavion mukaisesti. Kaikille analyyteille
tehtiin yhteiset kontrolliliuokset. Kontrolliliuos 5 valmistettin kuten kuvassa 10 on

valmistettu standardiliuos 6.
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Flugridi Kloridi Sulfaatti

kantalivos k=ntalivos kantalivos
1000 mg/ 1000 mgl 1000 mg/l
le\- 10 T ‘y
) Fluoridi 10 mg/1
P I
EMEIOE ] aridi 20 mejl

500 mil = CTRL Sulfaatti 20 mg/l
4

1N

‘ CTRL1 | | CTRL2 ‘ ‘ CTRL 3 |
Fluoridi 1 mg/| Fluoridi 2 mg/1 Fluoridi 5 mg/I
Kloridi 2 mg/ Kloridi 4 mg/i Kloridi 10 mg/1
Zulfaatti 2 mg/l Sulfzatti 4 mg/l Sulfaatt 10 mg/l

Kuva 11. Kontrolliliuosten valmistus.

4.5 Validointi

Validoinnissa tutkittiin seuraavat parametrit:

1. lineaarisuus
toteamis- ja maaritysraja
3. tarkkuus:
o oikeellisuus
e tasmallisyys: toistettavuus ja uusittavuus
mittausepavarmuus

herkkyys.

45.1 Lineaarisuus

Lineaarisuuden arvioinnilla selvitetddn mittausalueen pitoisuusalue, jolla kalibrointisuora
tayttdd lineaarisuuden ehdot. Ensisijaisesti pyritddn kayttdmaan pienimman nelio-

summan suoraa kalibrointikdyrén sovittamisessa. Mikali ensimmaisen asteen yhtalo ei
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sovellu tutkittavalle menetelmaélle, voidaan kayttdd myds muita funktioita kalibrointi-
kayrana: toisen asteen yhtalé ja korkeamman asteen yhtéld. Lineaarisuutta tutkitaan
samalla tavalla, jos vaste on korvattu logaritmi- tai nelidjuuriarvolla. [Makinen ym. 1996:
17, 29.]

Lineaarinen alue kuvaa sita mittausaluetta, jolla analyytin vaste kayttaytyy lineaarisesti
suhteessa sen konsentraatioon. Lineaarinen alue méaaritetddn mittaamalla vahintdan
viisi standardi- tai standardinlisdysnaytettd, joissa kaikissa on eri pitoisuus tutkittavaa
analyyttia. Luotettavuutta voidaan parantaa mittaamalla naytteistd useita toistoja.
Tuloksista piirretdan kalibrointisuora, joissa mittalaitteen antama vaste piirretaan
pitoisuuden funktiona. Kuvaajasta ndhdaén, kaartuuko kayra. [Evira 1997: 5.]

Lineaarisen kalibroinnin pitoisuuden ja vasteen valista riippuvuutta kuvataan regressio-
suoralla y = a + bx. Muuttuja a on y-akselin leikkauspiste ja b on regressiosuoran
kulmakerroin. Kulmakerroin kuvaa myds menetelman herkkyytta eli kykyad havaita
analyytin pitoisuuden muutosta. [Makinen ym. 1996: 17, 28.]

Lineaarisuuden tutkimiseen voidaan kayttdd mittaustuloksista saatavia residuaaleja.

Residuaalit lasketaan kaavalla 1:

E=Y — (1)
€ on residuaali
y; on mitattu y-arvo

v; on regressiokayralta laskettu y-arvo. [Makinen ym. 1996:
18.]

Residuaaleista piirretddn kuvaaja pitoisuuden funktiona. Kuvaajaa tarkastelemalla
voidaan todeta lineaarisen mallin sopivuus. Lineaarisen suoran residuaalit jakautuvat
vuorotellen nollan molemmin puolin. Mik&li residuaaleista muodostuu selked kayra,
tutkittavaa pitoisuusaluetta voidaan pienent&é tai suoran sovitukseen voidaan kayttaa
korkeamman asteen yhtaléa. Jos ensimmaisen asteen yhtalo ei sovi aineistoon, voidaan
kokeilla toisen asteen yhtaloa y = a + bx + cx?. Toisen asteen yhtalon soveltuvuutta
tutkitaan laskemalla residuaalit kaavan 1 mukaisesti ja piirtamalla niistd kuvaaja.
[Mé&kinen ym. 1996: 18, 22.]
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Toisen asteen yhtalon kuvaaja on paraabeli, jolla yhtd y-arvoa voi vastata kaksi
pitoisuusarvoa eli x-arvoa. Kaytettavalla mittausalueella ei saa olla maksimia eika
minimia. Maarittamalla derivaatan nollakohta etsitddn minimi- ja maksimikohta. [Makinen
ym. 1996: 22—-23.] Makisen ym. [1996: 22—-23] mukaan derivaatan madritelméasta y' = b

+ 2¢Xq Saadaan Xq:n laskemiseen yhtalo:

-b

Xa =57 2

Kun xd ei ole mittausalueen sisapuolella, alueella ei ole minimia eik& maksimia. Suoraa
voidaan taten kayttaa kalibrointiin. Mittausalue ei voi jatkua kovin lahelle tata arvoa.
[Mé&kinen ym. 1996: 22—-23.]

Chromeleon 7.2 -ohjelma antaa anionien kalibrointikayrat. Fluoridin, kloridin ja sulfaatin

selitysasteet, kalibrointikayrat ja -kuvaajat on esitetty taulukossa 4.
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Chromeleon 7.2 -ohjelman maarittamien kalibrointikayrien yhtalot.

KALIBROINTIKAYRA
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Fluoridin, kloridin ja sulfaatin residuaaleista piirrettiin kuvaajat pitoisuuden funktiona.
Kuvassa 12 olevasta fluoridin residuaalikuvaajasta ndhdaan, ettd kuvaajan pisteet
jakautuvat tasaisesti nollatason molemmin puolin. Tasta tehtiin johtopaatos, etta toisen
asteen yhtalé sopii hyvin fluoridin kalibrointikayraksi. Liséaksi Chromeleon 7.2 -ohjelmalla
kokeiltiin kaikkia ohjelman mahdollistamia vaihtoehtoja kalibrointikdyran malliksi.

Todettiin, etta toisen asteen yhtal® sopii hyvin kalibrointikayraksi.

0,0250
0,0200
0,0150
0,0100
0,0050
0,0000
-0,0050
-0,0100
-0,0150
-0,0200
-0,0250
-0,0300

Residuaali

Pitoisuus mg/I

Kuva 12. Fluoridin residuaalikuvaaja.

Fluoridin kalibrointikayran yhtalon y = 0,007x2 + 0,514x — 0,006 derivaatta on y' =

0,014x + 0,514. Kaavalla 2 lasketaan xq:n arvo:

—b —0,514

e A VY
Xa = 50 T 2x0,007

Nain saatu arvo on fluoridin kalibrointikayran yhtaléna olevan toisen asteen yhtalon

minimikohta. Nain ollen mittausalueelle ei osu minimia tai maksimia.

Jos kalibrointisuora on lineaarinen, residuaalit jakautuvat vuorotellen nollatason
molemmin puolin [Makinen ym. 1996: 18]. Kloridin residuaalikuvaajan pisteet jakautuvat
nollatason molemmin puolin, eikd selvaa kayrda ole nahtavissa. Tasta voidaan todeta

lineaarisen mallin soveltuvan hyvin kloridin kalibrointikéyréksi. (Kuva 13.) Lisaksi
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Chromeleon 7.2 -ohjelmalla kokeiltiin kaikkia ohjelman mahdollistamia vaihtoehtoja
kalibrointikayran malliksi. Todettiin, ettd ensimmaéisen asteen yhtald sopii hyvin

kalibrointikayraksi.

0,06
0,04

0,02

-0,02

-0,04

Residuaali

-0,06
-0,08
-0,1

-0,12 o
Pitoisuus mg/I

Kuva 13. Kloridin residuaalikuvaaja.

Sulfaatin residuaalikuvaajan pisteet jakautuvat nollatason molemmin puolin, eika selvda
kayraa ole nahtavissa. Tasta paastaan johtopaatokseen, etta lineaarinen malli soveltuu
sulfaatin kalibrointikayréksi. (Kuva 14.) Lisdksi Chromeleon 7.2 -ohjelmalla kokeiltiin
kaikkia ohjelman mahdollistamia vaihtoehtoja kalibrointikdyran malliksi. Todettiin, etta

ensimmaisen asteen yhtalo sopii hyvin kalibrointikayraksi.
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0,1

0,05

0,09375

Residuaali

-0,05

-0,1

-0,15

Pitoisuus mg/I

Kuva 14. Sulfaatin residuaalikuvaaja.

45.2 Toteamis- ja madritysraja

Toteamisraja (LOD, Limit of Detection) on pitoisuus, jolla voidaan todeta, onko
naytteessa maaritettava yhdistetta. Arvo eroaa nollanéytteestd merkittdvasti. Maaritys-
raja (LOQ, Limit of Quantitation) on pitoisuus, joka voidaan maarittda hyvaksyttavalla
tarkkuudella ja tasmallisyydella. Voidaan sanoa, ettd ndytteessa oleva pitoisuus eroaa
nollasta merkitsevasti tietylla tilastollisella todennakoisyydellda. Toteamis- ja maaritys-
rajoja arvioidaan yleensa 95 prosentin todennékoisyydella. [M&akinen ym. 1996: 29.]

Makisen ym. [1996: 30] ja MetropoliLab Oy:n Kemiallisten testauksien validointi —
Menettelyohje M04 mukaan toteamisraja saadaan laskemalla kaavalla 3 ja maaritysraja

kaavalla 4:

LOD = + 3s ()
LOQ = & + 65 (4)

Kromatografisissa menetelmissd on mahdollista kayttaa myos taustan signaali-kohina-
suhdetta toteamis- ja maaritysrajojen maarittdmiseen. [Makinen ym. 1996: 30.] Tassa
tyossa toteamis- ja maaritysrajat maaritettiin tutkimalla taustan hajonta nollanaytteen
toistomittauksilla ja laskemalla tulosten keskiarvo ja keskihajonta. Toteamis- ja maaritys-

rajat laskettiin kaavoilla 3 ja 4.
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Fluoridin maaritysrajavaatimus 0,02 mg/l ei tayty. Toisaalta nykyisen laitteen, Dionex
DX-120, maaritysrajavaatimus on 0,1 mg/l ja tama vaatimus tayttyy. Fluoridin maaritys-
rajassa ei voida paasta pienempaan pitoisuuteen, koska LOQ maaritetaan kaavalla 4
eika kayteta nykyisin yleisemmin kaytettavaa kaavaa LOQ = 10s. Kloridin ja sulfaatin

maaritysrajavaatimukset tayttyvat. (Taulukko 5.)

Taulukko 5. Toteamis- ja maadritysrajat fluoridille, kloridille ja sulfaatille. Tulokset mg/l.

FLUORIDI KLORIDI SULFAATTI
KESKIARVO 0,10 mg/I 0,29 mg/l 0,29 mg/l
KESKIHAJONTA 0,0004 mg/| 0,004 mg/l 0,002 mg/l
TOTEAMISRAJA LOD 0,10 mg/l 0,30 mg/l 0,295 mg/l
MAARITYSRAJA LOQ 0,10 mg/l 0,31 mg/l 0,30 mg/l
MAARITYSRAJA- 0,02 mg/l (VANHA 0,5 mg/l 0,5 mg/l
VAATIMUS MENETELMA 0,10
mg/l)

4.5.3 Oikeellisuus

Analyysimenetelman tarkkuus tarkoittaa, etta menetelmalla pyritdan saamaan todellisia
pitoisuuksia naytteista. Tuloksia voidaan verrata myds muiden laboratorioiden tuloksiin.
Systemaattinen virhe ja satunnaisvirhe vaikuttavat tarkkuuteen. Tarkkuudella tarkoite-

taankin systemaattisen virheen ja satunnaisvirheen summaa. [Makinen ym. 1996: 33.]

Virheellinen kalibrointi ja nollandytteen arviointi, kyvyttomyys maarittda kaikkia analyytin
muotoja, maaritysolosuhteet ja naytteen muuttuminen analysoinnin aina vaikuttavat
systemaattiseen virheeseen. Menetelman tarkkuus on tulosten keskiarvon yhtapitavyys

todellisen arvon kanssa. [Makinen ym. 1996: 33.]

Oikeellisuus voidaan maarittaa, kun naytteen todellinen pitoisuus tiedetdan esimerkiksi
varmennetulla vertailumateriaalilla, vertailemalla tuloksia toisella menetelmall& saatuihin
tuloksiin tai osallistumalla vertailukokeisiin. [Elintarvikevirasto EVIRA 1997: 3; Makinen
ym. 1996: 33.] Talloin arvioimiseen kaytetaan t-testid. [Makinen ym. 1996: 33—34.] Mikali
edella mainittuja ei ole kaytettavissa, voidaan systemaattisen virheen arviointi tehda
saantokokeilla standardin lisdyksien avulla. Standardin lisdysmenettelyn tarkoituksena
on osoittaa, onko naytteesséa yhdisteitd, jotka voisivat hairitd maaritystd. Naytteeseen

lisatdan tunnettu maard maéaaritettdvaa yhdistettd. Lisdysnayte ja alkuperdinen nayte
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analysoidaan. Saantoprosentin tavoitevali on 100 + 5 %. [Elintarvikevirasto EVIRA 1997:

3; Makinen ym. 1996: 34.] Saantoprosentti lasketaan Méakisen ym. [1996: 34] kaavalla:

R =>=x100% (5)

R on saantoprosentti
C on lisatyn standardiliuoksen tunnettu pitoisuus
U on naytteen alkuperéinen mitattu pitoisuus

S on lisayksen sisaltdvan naytteen mitattu pitoisuus.

Keskiarvon keskivirhetta kaytetaan systemaattisen virheen arvioinnissa ja se lasketaan
Makisen ym. [1996: 34] mukaan seuraavalla kaavalla:

Sk =7 (6)

sk on keskiarvon keskivirhe
s on keskihajonta

m on mitattujen sarjojen maara.

Todellisen saannon arvon sijoittumisen arvioinnissa kaytetaan 2-suuntaista t-testia ja 95
prosentin todennakdisyytta. Talloin kymmenelle naytteelle ja standardin lisaysnaytteelle
vapausasteella 9 saadaan kaavaksi:

X + (1,833xsR) (7)
X on tulosten keskiarvo

sr 0on keskiarvon keskivirhe

1,833 on t-jakauman arvo. [Makinen ym. 1996: 34.]

Menetelméssa ei ole systemaattista virhettd, jos kaavalla 7 laskettu saanto ei ole
merkitsevasti tavoitevalin ulkopuolella. [Makinen ym. 1996: 34.]
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Systemaattisen virheen arviointi saantokokeilla
Fluoridin todellinen saannon arvo sijoittuu 95 prosentin todenndkoisyydella valille
98,7+1,2 % (t-jakauma, 2-suuntainen, 18 vapausastetta) eli valille 97,5-99,9 %. Todettu
saanto ei ole merkitsevasti tavoitevalin 95-105 % ulkopuolella, eli menetelméssa ei ole

systemaattista virhettéa. (Taulukko 6.)

Taulukko 6.  Fluoridin saantoprosentit.

FLUORIDI, FLUORIDIN FLUORIDIN SAANTO-%,
LISAYS 3 MG/L RINNAKKAISNAYTTEIDEN | RINNAKKAISTEN FLUORIDI

KESKIARVO (mg/l) LISAYSNAYTTEIDEN

KESKIARVO (mg/l)

8732-1 0,0521 2,9665 97,1 %
8733-1 0,1464 3,0975 98,4 %
8722-1 0,1270 2,9291 93,4 %
8723-1 0,1010 3,0938 99,8 %
8721-1 0,0359 3,0036 98,9 %
8734-1 0,1880 3,0951 96,9 %
8731-1 0,0369 2,9033 95,5 %
8730-1 0,0466 2,9542 96,9 %
8707-1 0,0403 2,9821 98,1 %
5047-2 0,0623 3,0134 98,4 %
5046-2 0,0632 3,0471 99,5 %
5047-1 0,0541 3,0242 99,0 %
8968-1 0,0897 3,0353 98,2 %
8736-1 0,1330 3,0325 96,7 %
5046-1 0,0761 3,0225 98,2 %
8967-1 0,0923 3,2201 104,3 %
9348-1 0,2289 3,1655 97,9 %
9348-2 0,5808 3,7979 107,2 %
9348-3 0,5520 3,5958 101,5 %
KESKIARVO 98,7 %
KESKIHAJONTA 0,03 %
KESKIARVON 0,70 %
KESKIVIRHE
TULOS (KAAVA 7) 98,7+1,2%

Kloridin todellinen saannon arvo sijoittuu 95 prosentin todennékoisyydella valille
99,2+4,1 % (tjakauma, 2-suuntainen, 10 vapausastetta) eli valille 95,1-103,3 %.
Todettu saanto ei ole merkitsevasti tavoitevadlin 95-105 % ulkopuolella, eli

menetelmassa ei ole systemaattista virhettd. (Taulukko 7.)
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Taulukko 7.  Kloridin saantoprosentit.

KLORIDI, KLORIDIN KLORIDIN SAANTO-%,
LISAYS 5 MG/L RINNAKKAISNAYTTEIDEN | RINNAKKAISTEN KLORIDI

KESKI-ARVO (mg/l) LISAYSNAYTTEIDEN

KESKIARVO (mg/l)

8732-1 6,3057 11,3341 100,6 %
8722-1 6,4401 11,1434 94,1 %
8734-1 3,7808 8,5543 95,5 %
8731-1 1,2631 6,3161 101,1%
8730-1 16,1014 20,3443 84,9 %
8707-1 7,8737 12,7235 97,0 %
5047-2 2,0620 7,1869 102,5%
5046-2 2,1865 7,4356 105,0%
5047-1 2,1752 7,2684 101,9%
8968-1 7,3394 12,0463 94,1 %
8967-1 6,3175 12,0295 114,2%
KESKIARVO 99,2 %
KESKIHAJONTA 0,075 %
KESKIARVON 2,25%
KESKIVIRHE
TULOS (KAAVA 7) 99,2+4,1%

Sulfaatin todellinen saannon arvo sijoittuu 95 prosentin todennékoisyydella valille 100+6
% (t-jakauma, 2-suuntainen, 7 vapausastetta) eli valille 94-106 %. Todettu saanto ei ole
merkitsevasti tavoitevalin 95—-105 % ulkopuolella, eli menetelmassa ei ole systemaattista
virhettd. (Taulukko 8.)
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Taulukko 8.  Sulfaatin saantoprosentit.

SULFAATTL: SULFAATIN SULFAATIN SAANTO-%,
LISAYS 5 MG/L RINNAKKAISNAYTTEIDEN | RINNAKKAISTEN SULFAATTI

KESKIARVO (mg/l) LISAYSNAYTTEIDEN

KESKIARVO (mg/l)

8723-1 13,9671 19,1664 104,0 %
8734-1 11,5207 16,1816 93,2%
8731-1 4,1468 9,0706 98,5 %
5047-2 13,2169 18,5942 107,5%
5046-2 5,7040 10,6475 98,9 %
8968-1 12,8857 17,3111 88,5%
5046-1 5,9760 10,6196 92,9 %
8967-1 12,5224 18,3619 116,8 %
KESKIARVO 100 %
KESKIHAJONTA 0,092 %
KESKIARVON 32%
KESKIVIRHE
TULOS (KAAVA 7) 100+6%

Tulosten oikeellisuus ja vertailukelpoisuus

Tulosten oikeellisuutta ja vertailukelpoisuutta tutkittiin vertailemalla Thermo Scientific
Dionex ICS-5000 -ionikromatografilla analysoitujen naytteiden tuloksia Dionex DX-120 -

ionikromatografilla maaritettyjen naytteiden tuloksiin. Vertailu tehtiin t-testill.

Thermo Scientific Dionex ICS-5000 -ionikromatografilla méaaritettyjen fluoridinaytteiden
tulokset eivat 95 prosentin luottamustasolla eroa parittaisen kahden otoksen t-testin
perusteella tilastollisesti merkitsevasti Dionex DX-120 -ionikromatografilla analysoiduista
tuloksista: t(38) = 0,182, p = 0,857, 2-suuntainen. (Taulukko 9.)
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Taulukko 9.  Fluoridin t-testin tulokset.

Parittainen kahden otoksen t-testi keskiarvoille

Fluoridi

ICS-5000 Vertailutulos
Keskiarvo 0,744278632 0,778494872
Varianssi 1,622577727 4,573895624
Havainnot 39 39
Pearsonin korrelaatio 0,884434025
Arvioitu keskiarvojen ero 0
va 38
t Tunnusluvut -0,182052092
P(T<=t) yksisuuntainen 0,428254777
t-kriittinen yksisuuntainen 1,68595446

P(T<=t) kaksisuuntainen
t-kriittinen kaksisuuntainen

0,856509555
2,024394164

32

Thermo Scientific Dionex ICS-5000 -ionikromatografilla méaaritettyjen kloridinaytteiden

tulokset eivat 95 prosentin luottamustasolla eroa parittaisen kahden otoksen t-testin
perusteella tilastollisesti merkitsevasti Dionex DX-120 -ionikromatografilla analysoiduista
tuloksista: t(38) = 1,726, p = 0,093, 2-suuntainen. (Taulukko 10.)

Taulukko 10. Kloridin t-testin tulokset.

Parittainen kahden otoksen t-testi keskiarvoille

Kloridi

ICS-5000 Vertailutulos
Keskiarvo 1,16041453 1,310412821
Varianssi 6,469575799 9,322683778
Havainnot 39 39
Pearsonin korrelaatio 0,997760019
Arvioitu keskiarvojen ero 0
va 38

t Tunnusluvut

P(T<=t) yksisuuntainen
t-kriittinen yksisuuntainen
P(T<=t) kaksisuuntainen
t-kriittinen kaksisuuntainen

-1,725674964
0,046265212
1,68595446
0,092530423
2,024394164
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Thermo Scientific Dionex ICS-5000 -ionikromatografilla maaéritettyjen sulfaattinytteiden
tulokset eivat 95 prosentin luottamustasolla eroa parittaisen kahden otoksen t-testin
perusteella tilastollisesti merkitsevasti Dionex DX-120 -ionikromatografilla analysoiduista
tuloksista: t(38) = 1,585, p = 0,121, 2-suuntainen. (Taulukko 11.)

Taulukko 11. Sulfaatin t-testin tulokset.

Parittainen kahden otoksen t-testi keskiarvoille

Sulfaatti

ICS-5000 Vertailutulos
Keskiarvo 9,208206838 9,575782051
Varianssi 161,3096229 194,4461412
Havainnot 39 39
Pearsonin korrelaatio 0,99844594
Arvioitu keskiarvojen ero 0
va 38
t Tunnusluvut -1,585160604
P(T<=t) yksisuuntainen 0,060608858
t-kriittinen yksisuuntainen 1,68595446
P(T<=t) kaksisuuntainen 0,121217717
t-kriittinen kaksisuuntainen 2,024394164

45.4 Tasmallisyys

Tulosten yhtapitavyyttd kutsutaan tasmallisyydeksi. Se saadaan maaritettyd, kun
maarityksia toistetaan useita kertoja. Tasmallisyytta arvioidaan keskihajonnan avulla.
Tasmallisyydella tarkoitetaan yleensa toistettavuutta ja uusittavuutta. Toistettavuudella
tarkoitetaan rinnakkaismaarityksiin  liittyvd& hajontaa, kun maéaritykset tehdaan
toistettavissa olosuhteissa lyhyella aikavalilla. Uusittavuus tutkitaan samalla tavalla kuin
toistettavuus, mutta tekijana voi olla joko sama tai eri henkild ja naytteet tutkitaan eri
aikoina. [Makinen ym. 1996: 40.]

Toistettavuus on riippuvainen pitoisuudesta. Siksi toistettavuusmaarityksia tehdaan
useissa pitoisuuksissa. Kaytettavien naytteiden tulee olla homogeenisia. Testauksessa

voidaan Mékisen ym. [1996: 41] mukaan kayttdd useanlaisia naytteita:
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. luonnonvesinaytteita
o standardiliuoksia
. nollanaytteita

. tunnetun pitoisuuden lisaysnaytteita.

Tassa opinnaytetydssa toistettavuutta ja uusittavuutta arvioitin tekemalla naytteista
rinnakkaismaarityksia kolmena paivana. Rinnakkaismaarityksista laskettiin keskiarvo,
keskihajonta, suhteellinen keskihajonta ja varianssi. Toistettavuus ja uusittavuus on

suhteellinen keskihajonta muutettuna prosenteiksi.

Yleensa uusittavuus on suurempi kuin toistettavuus. Tassa validoinnissa nama ovat
kuitenkin toisin pain, koska validoitava laite antoi toistettavampia tuloksia validoinnin
loppua kohden. Syyn& tdhan oli mitd ilmeisimmin laitteen v&h&inen kayttd ennen

validointia. Kayton my6ta laite toimi paremmin.

Fluoridin paivan sisainen toistettavuus vaihteli valilla 1,5-3,7 prosenttia. Uusittavuus oli
0,7 prosenttia. Mittaukset tehtiin kontrolli 1:ll& eli pitoisuudella 1 mg/l. Ensimmaisena
paivana tehtiin nelja rinnakkaismaaritystd. Toisena ja kolmantena paivana rinnakkais-
maarityksia tehtiin kolme. (Taulukko 12.)

Taulukko 12. Fluoridin toistettavuus ja uusittavuus.

TOISTETTAVUUS, FLUORIDI PAIVA1 | PAIVA2 | PAIVA 3
KESKIARVO, mg/l 1,00 0,99 0,99
KESKIHAJONTA, mg/I 0,04 0,02 0,03
SUHTEELLINEN KESKIHAJONTA, mg/I | 0,037 0,015 0,032
VARIANSSI, mg/I 0,001 0,0002 0,010
PAIVAN SISAINEN TOISTETTAVUUS, % 3,7 15 3,2

UUSITTAVUUS, FLUORIDI

KESKIARVO, mg/| 0,99
KESKIHAJONTA, mg/l 0,01
SUHTEELLINEN KESKIHAJONTA, mg/l | 0,007
VARIANSSI, mg/l 0,00004
PAIVIEN VALINEN UUSITTAVUUS, % 0,7
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Kloridin paivan siséinen toistettavuus vaihteli valilla 0,2-1,9 prosenttia. Uusittavuus oli
1,1 prosenttia. Mittaukset tehtiin kontrolli 4:11& eli pitoisuudella 20 mg/l. Kaikkina paivina

tehtiin kolme rinnakkaismaaritysta. (Taulukko 13.)

Taulukko 13. Kloridin toistettavuus ja uusittavuus.

TOISTETTAVUUS, KLORIDI PAIVA 1 | PAIVA2 | PAIVA 3
KESKIARVO, mg/I 20,34 19,94 20,26
KESKIHAJONTA, mg/I 0,24 0,04 0,38
SUHTEELLINEN KESKIHAJONTA, mg/l | 0,012 0,002 0,019
VARIANSSI, mg/I 0,058 0,002 0,144
PAIVAN SISAINEN TOISTETTAVUUS, % 1,2 0,2 1,9

UUSITTAVUUS, KLORIDI

KESKIARVO, mg/l 20,18
KESKIHAJONTA, mg/I 0,21
SUHTEELLINEN KESKIHAJONTA, mg/l | 0,011
VARIANSSI, mg/l 0,044
PAIVIEN VALINEN UUSITTAVUUS, % 1,1

Sulfaatin paivan sisainen toistettavuus vaihteli valilla 0,3-1,8 prosenttia. Uusittavuus ol
1,2 prosenttia. Mittaukset tehtiin kontrolli 4:11& eli pitoisuudella 20 mg/l. Kaikkina paivina
tehtiin kolme rinnakkaisméaaritysta. (Taulukko 14.)

Taulukko 14. Sulfaatin toistettavuus ja uusittavuus.

TOISTETTAVUUS, SULFAATTI PAIVA 1 | PAIVA 2 | PAIVA 3
KESKIARVO, mg/l 20,63 20,18 20,60
KESKIHAJONTA, mg/I 0,36 0,06 0,30
SUHTEELLINEN KESKIHAJONTA, mg/l | 0,017 0,003 0,015
VARIANSSI, mg/l 13 0,36 9
PAIVAN SISAINEN TOISTETTAVUUS, % 1,8 0,30 1,5

UUSITTAVUUS, SULFAATTI

KESKIARVO, mg/| 20,47
KESKIHAJONTA, mg/I 0,25
SUHTEELLINEN KESKIHAJONTA, mg/l | 0,012
VARIANSSI, mg/I| 6
PAIVIEN VALINEN UUSITTAVUUS, % 1,2
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455 Mittausepavarmuus

Mittausepavarmuus on testaustulokseen liittyva arvio, jolla ilmoitetaan rajat, joiden
sisélla todellinen arvo on valitulla todennékoisyydella eli kuinka luotettava mittaus on.
Menetelmén mittausepavarmuus riippuu analysoitavasta matriisista ja pitoisuustasosta.
[Makinen ym. 1996: 53]

Kvantitatiivisten tulosten yhteydessa ilmoitetaan mittausepavarmuus. Se on tarkeaa,
silla sita tarvitaan arvioitaessa tulosten luotettavuutta, verrattaessa tuloksia keskenaan,
tehtaessa johtopaatoksia tuloksista ja arvioitaessa tieteellista ty6ta. Kaikki mittaukseen
vaikuttavat epavarmuustekijat on otettava huomioon arvioitaessa mittausepavarmuutta.
[Makinen ym. 1996: 53]

Mittausepavarmuutta arvioitin MetropoliLab Oy:n omalla Excel-pohjaisella tytkalulla.
Tyokalu perustuu Nordtestin oppaaseen TR537. Tydkalulla laskettavat suureet ovat

taulukossa 15.

Taulukko 15. Mittausepavarmuuden mittaamisessa kaytettyjen suureiden lyhenteiden selitteet.

Harha bias (%)
Suhteellinen keskihajonta RSD %
Laboratorion siséinen uusittavuus, R
Satunnaisvirhe u(Rw)
Harha (RMS = Root-Mean-Square) U(RMSpias)
Saantokokeilla arvioitu epavarmuus u(Cref)
Menetelméan harha, Systemaattinen virhe u(bias)
Yhdistetty mittausepavarmuus eli u
kokonaisepavarmuus ¢
Laajennettu mittausepavarmuus (95 %:n U
luottamustaso)
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Mittaustuloksen harha lasketaan kaavalla 8:

bias (%) = L2 5 100 (8)

Xref
Suhteellinen keskihajonta lasketaan kaavalla 9:
RSD % = >+ 100 (9)
Laboratorion sisaisen uusittavuuden satunnaisvirhe lasketaan kaavalla 10:

u(R,,) = +/s3, + s? (10)

Mittaustuloksen harha lasketaan kaavalla 11:

Y bias?

U(RMSpiqs) = == (11)
Saantokokeilla arvioitu epavarmuus lasketaan kaavalla 12:
= 3R
u(Cref) =7 (12)
Menetelman harha eli systemaattinen virhe lasketaan kaavalla 13:
u(bias) = \/RMSgias + u(Cref)? (13)

Menetelméan yhdistetty mittausepavarmuus eli kokonaisepavarmuus lasketaan kaavalla
14:

ue = Ju(Ry)? + (u(bias))? (14)

Menetelman laajennettu mittausepavarmuus 95 %:n todennakoisyydellda lasketaan

kaavalla 15:

U=2xu, (15)
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Mittausepavarmuuden maarittdminen tehtiin kontrolliliuosten rinnakkaismaarityksina.
Taulukoissa 16, 17 ja 18 on kerrottu kohdassa lukumaara (n), kuinka monta analysointia

kullekin kontrollitasolle on tehty.

Fluoridin laajennettu mittausepavarmuus 95 prosentin luottamustasolla on valilla 5-10
prosenttia, eli fluoridin mittausepavarmuus on 10 prosenttia. Validointisuunnitelmassa
fluoridin mittausepa-varmuusvaatimus on 15 prosenttia. Fluoridin méaaritysmenetelma

tayttad mittausepa-varmuusvaatimuksen kaikissa kontrollipisteissa. (Taulukko 16.)

Taulukko 16. Fluoridin mittausepéavarmuus usealle mittaustasolle.

FLUORIDIN MITTAUSEPAVARMUUS

CTRL 1 CTRL 2 CTRL 3
KESKIARVO, mg/l 0,99 2,03 5,00
KESKIHAJONTA, mg/I 0,04 0,08 0,3
LUKUMAARA 18 17 16
VAPAUSASTE 17 16 15
LUOTTAMUSTASO 0,95 0,95 0,95
KESKIVIRHE, mg/I 0,01 0,02 0,08
VAIHTELUVALI R, mg/I 0,13 0,26 1,36
STUDENT T 2,11 2,12 2,13
LUOTTAMUSVALI, mg/| 0,02 0,04 0,16
BIAS, % 1,4 1,3 0,1
RSD, % 3,9 3,7 59
U(Rw), % 0,05 0,11 0,42
U(RMSgis), % 3,5 25 4,7
U(CREF), % 0,9 0,9 15
U(BIAS), % 3,6 2,6 4,9
Uc, % 3,6 2,6 5
U, % 7 5 10

Kloridin laajennettu mittausepavarmuus 95 prosentin luottamustasolla vaihtelee valilla
4-8 prosenttia, eli kloridin mittausepavarmuus on 8 prosenttia. Validointisuunnitelmassa
kloridin mittausepa-varmuusvaatimus on 10 prosenttia. Kloridin maaritysmenetelma

tayttaad vaatimuksen kaikissa kontrollipisteissa. (Taulukko 17.)
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KLORIDIN MITTAUSEPAVARMUUS (MULTI)

CTRL 1 CTRL 2 CTRL 3 CTRL 4 CTRL 5
KESKIARVO, mg/I 1,96 3,91 10,03 19,96 29,92
KESKIHAJONTA, mg/I 0,07 0,11 0,22 0,79 1,07
LUKUMAARA 13 6 6 12 6
VAPAUSASTE 12 5 5 11 5
LUOTTAMUSTASO 0,95 0,95 0,95 0,95 0,95
KESKIVIRHE, mg/I 0,02 0,03 0,06 0,22 0,3
VAIHTELUVALI R, mg/| 0,25 0,29 0,59 2,95 3,02
STUDENT T 2,18 2,57 2,57 2,2 2,57
LUOTTAMUSVALI, mg/l 0,04 0,11 0,23 0,5 1,12
BIAS (%) 1,9 2,4 0,3 0,2 0,3
RSD % 3,5 2,8 2,2 4 3,6
U(Rw) % 0,1 0,15 0,31 1,1 15
U(RMSgias) % 3,1 3,3 2 3,4 3,3
U(CREF) % 1 1,1 0,9 1,1 1,5
U(BIAS) % 3,2 3,5 2,2 3,6 3,6
Uc % 3,2 3,5 2,2 3,7 3,9
U % 6 7 4 8 8

Sulfaatin laajennettu mittausepavarmuus 95 prosentin luottamustasolla on valilla 4-11

prosenttia, eli sulfaatin mittausepdvarmuus on 11 prosenttia. Validointisuunnitelmassa
sulfaatin mittausepa-varmuusvaatimus on 10 prosenttia. Tama tayttyy keskimaaraisesti
sulfaatin osalta, vaikka yhdessad mittauspisteessa tama mittausepavarmuusvaatimus
ylittyykin. Tamankin mittauspisteen mittausepavarmuutta saataisiin pienennettya
naytemaaraa lisaamalla, jolloin mittausepdvarmuus jaisi 10 prosentin alapuolelle.
(Taulukko 18.)
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Taulukko 18. Sulfaatin mittausepavarmuus usealle mittaustasolle.

SULFAATIN MITTAUSEPAVARMUUS (MULTI)

CTRL 1 CTRL 2 CTRL 3 CTRL 4 CTRL 5
KESKIARVO, mg/I 1,86 3,85 10 20,1 29,9
KESKIHAJONTA (S) , mg/l 0,05 0,14 0,2 0,77 0,96
LUKUMAARA (N) 11 6 6 12 6
VAPAUSASTE 10 5 5 11 5
LUOTTAMUSTASO, mg/I 0,95 0,95 0,95 0,95 0,95
KESKIVIRHE, mg/I 0,02 0,04 0,06 0,21 0,27
VAIHTELUVALI R, mg/| 0,21 0,4 0,59 2,66 2,55
STUDENT T 2,23 2,57 2,57 2,2 2,57
LUOTTAMUSVALI, mg/l 0,04 0,14 0,21 0,49 1
BIAS (%) 7 3,7 0,2 0,6 0,4
RSD % 29 3,6 2 3,8 3,2
U(Rw) % 0,08 0,19 0,28 1,1 14
U(RMSgas) % 53 4,9 1,9 3,3 29
U(CREF) % 0,9 1,5 0,8 1,1 1,3
U(BIAS) % 54 51 2 3,5 3,2
Uc % 54 5,1 2 3,7 3,5
U % 11 10 4 7 7

45.6 Herkkyys

Analyysimenetelmdn herkkyys on kyky havaita pienet muutokset pitoisuudessa.
Menetelm& on herkka, kun pitoisuuden pieni muutos aiheuttaa suuren muutoksen

vasteessa. [Makinen ym. 1996: 28.]

Herkkyys on kalibrointikéyrén derivaatta. Lineaarisessa kalibroinnissa herkkyys on vakio
koko pitoisuusalueella. [Elintarvikevirasto EVIRA 1997: 7.] Herkkyys on suoran kulma-
kerroin [Elintarvikevirasto EVIRA 1997: 7; Makinen ym. 1996: 28].

Korkeamman asteen yhtaloilla herkkyys on erilainen kalibrointikéyr&n eri pisteissa.
Talléin  herkkyys on kalibrointikdyran pitoisuusalueen keskipisteen derivaatta.
[Elintarvikevirasto EVIRA 1997: 7; Makinen ym. 1996: 28.] Toisen asteen yhtaldlle y =
a + bx + cx? saadaan Elintarvikevirasto EVIRA:n [1997: 8] ja Makisen ym. [1996: 28]

mukaan:
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Herkkyys = b + 2cx (16)

b ja ¢ ovat kalibrointikdyran ensimmaisen ja toisen asteen
termien kertoimet

X on pitoisuusalueen keskipiste.

Fluoridin kalibrointikayran y = 0,007x? + 0,514x — 0,006 derivaatta on y’' = 0,014% +
0,514. Alin kalibrointipiste fluoridilla on 0,01875 mg/l ja ylin kalibrointipiste 6 mg/l. Naille

saadaan keskiarvo x = 3 ja herkkyydeksi saadaan:

1
mg/l’

Herkkyys = 0,014 * 3+ 0,514 = 0,556
Kloridilla ja sulfaatilla kalibrointikéyrat ovat lineaarisia suoria, jolloin niiden herkkyys on
sama kuin suoran kulmakerroin. Kloridin kalibrointikayran yhtalésta y = 0,35x — 0,055
nahdaan, ettd kulmakerroin ja samalla kloridin maaritysmenetelman herkkyys on 0,35

1

ol Vastaavasti sulfaatin kalibrointikdyrén yhtélostd y = 0,258 + 0,008 saadaan kulma-

1

kertoimeksi ja sulfaatin maaritysmenetelman herkkyydeksi 0,258 —t

4.6 Johtopaatokset

Validointitulosten perusteella nopeutettu menetelma voidaan ottaa kayttéon fluoridille,
kloridille ja sulfaatille. Fluoridin maéaritysalueena voidaan kayttdd 0,1-6 mg/l. Validoinnin
tavoitteena oli saada fluoridin méaaritysrajaksi 0,02 mg/l. TAma tavoite ei kuitenkaan
tayttynyt. Toisaalta aikaisemmin kaytossa olleella Dionex DX-120 -ionikromatografilla
maaritysraja oli 0,1 mg/l. Talléin maaritysraja pysyy samana Thermo Scientific Dionex
ICS-5000 -ionikromatografilla kuin Dionex DX-120 -ionikromatografilla.

Kloridille ja sulfaatille tavoitteena oli, ettd maaritysalueena voidaan kayttaa 0,5-30 mg/l.

Tama tavoite tayttyi ja aluetta voidaan kayttaa kloridin ja sulfaatin analysoinnissa.
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5 Pohdinta

Opinnaytetydn kokeellisen osuuden tiukasta aikataulusta huolimatta menetelman
kehitys ja validointi onnistuivat hyvin. Analyysimenetelm&é saatiin kehitettya asetettujen
tavoitteiden mukaisesti: tavoitteena oli saada sulfaatin retentioaika alle 10 minuutin;
tydssa saavutettiin sulfaatille n. 9 minuutin retentioaika. Validoinnin tavoitteet tayttyivat
ja tulokset olivat todella hyvia. MetropoliLab Oy:ssa oltiin tyytyvaisia tychon ja tuloksiin.

Fluoridin kalibrointikayraan olisi voinut lis&téd vahintaan yhden pisteen lisda alimman ja
toiseksi alimman pisteen véliin. Talloin toisen asteen yhtalon kaartuminen olisi nakynyt
paremmin ja pienille pitoisuuksille olisi saatu lisda tarkkuutta seka menetelma olisi
saatettu voida ottaa kayttéon myos valille 0,02-0,1 mg/l. My6s nollanaytteita tulisi testata
lisaa maaritysrajan laskemiseksi. Toisaalta, jos tyydytdan maaritysrajaan 0,1 mg/l, voisi
kalibrointikdyran alimmaksi pisteeksi vaihtaa 0,1 mg/l. Talldin myds kalibrointikayra

muuttuisi ja pystyttaisiin mahdollisesti kayttdmaan lineaarista kalibrointikayraa.

Tulosten luotettavuus

Validointiajojen jalkeen p&aéatettiin vield testata, kuinka hyvin menetelma toimii, jos
naytteessa olisi fluoridin, kloridin ja sulfaatin lisdksi myds bromidia, fosfaattia, nitraattia,
asetaattia ja tiosulfaattia. Jo validoinnin aikana huomattiin, etté fluoridipiikin vieressé on
toinen piikki. Talla testilla saatiin varmistettua, ettd yhdiste on asetaatti ja sen retentioaika
on lahella fluoridin retentioaikaa. Piikit erottuvat kuitenkin toisistaan, mutta siitd
huolimatta integrointivaihe on kriittinen erityisesti pienissa pitoisuuksissa ja virheen
mahdollisuus on olemassa. Integrointivaihe vaatiikin tekijalta erityistd huolellisuutta ja
ammattitaitoa. MyOs formiaatti ja propionaatti saattavat hairita pienten fluoridi-
pitoisuuksien analysointia [Pfaff 1993: 5]. Jos fluoridia on naytteessa yli 1,5 mgll,
hairitsevat analyytit eivat yleensa vaikuta tulokseen merkittavasti [Hautman 1997: 7].
Mikali epéaillaén, ettd muut analyytit hairitsevat maaritettdvad analyyttia, naytteeseen
voidaan lisata sopiva maara standardiliuosta ja analysoida nayte uudelleen [Pfaff 1993:
14].

Sulfaattipiikin yhteydessa oli nahtavissd “olkapad” jo validointiajoissa. Aiemmin
mainitulla testilla saatiin selville, ettd tdma "olkapaa” on bromidin aiheuttama piikki. Sen

retentioaika on lahes sama kuin sulfaatin. Sulfaatti- ja bromidipiikkien integrointi saattaa
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olla haasteellista, ja virheen mahdollisuus on suuri. Sulfaatin todellisten saanto-
prosenttien suurempi vaihteluvali kuin kloridilla tai fluoridilla saattaakin olla seurausta
siitd, ettd bromidi hairitsee sulfaatin analysointia. Toisaalta sulfaatin saantoprosentteja
maaritettdessa naytteiksi valikoitui naytteitd, joilla sulfaattipitoisuus oli mittausalueen
ulkopuolella. Aikaa naytteiden laimentamiselle ja uusintaméaaritykselle ei ollut, joten
nama naytteet jatettiin pois saantoprosenttilaskuista. Naytteiden pieni maara lisasi
keskiarvon keskivirhettd. Lisaksi naytteiden vahaisen maaran seurauksena laskuissa
jouduttiin kayttamaan t-jakaumassa suurta kerrointa. Nama yhdessd nostivat myos

saantoprosentin raja-arvoja.

Ehdotus menetelman kehittamiseksi tulevaisuudessa

Validoinnissa kaytetty Thermo Scientific Dionex lonPac AS27 Capillary Column 0,4x250
mm -kolonni on optimoitu bromaatin maarittdmiseen vesinaytteista. Fluoridin, kloridin ja
sulfaatin analysoimiseen I6ytyy parempiakin kolonneja. [Thermo Scientific Dionex
lonPac IC column selection guide — Find the best IC column for your application.]
Esimerkiksi Thermo Scientific Dionex lonPac AS18-Fast IC 0,4x150 mm -kolonneilla
paastaan valmistajan antamien tietojen mukaan fluoridilla ja kloridilla alle 2 minuutin ja
sulfaatillakin alle 3 minuutin retentioaikoihin, kun eluentin virtausnopeutena on 20 pl/min
[Thermo Scientific Dionex lonPac AS18-Fast IC Columns]. (Kuva 15.)
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Fast Separation of Common Inorganic Anions
Using an lonPac AS18-Fast Capiliary Column
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Kuva 15. Valmistajan tiedot Thermo Scientific Dionex lonPac AS18-Fast IC 0,4x150 mm -
kolonnista. [Thermo Scientific Dionex lonPac AS18-Fast IC Columns].

Kuvan 15 esimerkissa on kaytetty samaa suppressoria, ACES 300, ja samaa eluenttia,
KOH, kuin MetropoliLab Oy:n Thermo Scientific Dionex ICS-5000 -ionikromatografissa
on kaytéssa. Kolonni on 100 mm lyhyempi kuin kaytéssa ollut Thermo Scientific Dionex
lonPac AS27 Capillary Column 0,4x250 mm -kolonni. Lisaksi kolonnia voidaan kayttaa
suuremmassa paineessa, jolloin eluentin virtausnopeutta voidaan nostaa. Nama tekijat
lyhentavat retentioaikoja huomattavasti. Valmistaja ei anna tietoja kolonnien stationaari-
faaseista. Oletuksena on, ettd Thermo Scientific Dionex lonPac AS18-Fast IC 0,4x150
mm -kolonnin station&arifaasi on optimoitu fluoridin, kloridin ja sulfaatin sek& muiden

yleisesti maaritettavien anionien nopeaan analysointiin.
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