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CFA-ANALYSAATTORIN VALIDOINTI

Opinnaytetyon tarkoituksena oli validoida CFA-analysaattori eli virtausanalysaattori. Toimek-
siantajana toimi Lounais-Suomen vesi- ja ymparistotutkimus Oy.

TyOssa tarkasteltiin automaattisen CFA-analyysilaiteen soveltuvuutta luonnon-, murto-, talous-,
prosessi-, ja pohjaveden kokonaisfosforin ja kokonaistypen pitoisuuden maarityksessa. Paa-
maarana validoinnissa oli analyysilaitteen tulosten luotettavuuden osoittaminen ja kayttéonotto.

Analyysilaitteen validoinnissa kalibroitiin laite, maaritettiin mittausalue ja laskettiin halytys- ja
toimintarajat kontrolli- ja nollanaytteille. Laitteistolle laskettiin satunnaisvirheen ja systemaattisen
virheen avulla mittausepavarmuudet. Lisaksi vertailtin kayttdonotettavan analyysilaitteen ja la-
boratoriossa kaytdssa olleiden laitteiden analyysituloksia.

Kokonaisfosforimaarityksessa naytteet kestavoidaan rikkihapolla ja hapetetaan autoklaavissa
ennen analysointia. Analysaattorissa automaattinen annostelija syottdaa naytteen jatkuvasti
virtaavaan kantajavirtaan, jossa naytteet on erotettu toisistaan ilmakuplilla. Ortofosfaatti muo-
dostaa molybdaatin ja kolmiarvoisen antimonin kanssa antimoni-12-fosforimolybdeenihappoa
rikkihappopitoisessa liuoksessa. Reaktioyksikdssa kulkiessa askorbiinihappo pelkistaa naytteen
siniseksi kolloidiseksi kompleksiyhdisteeksi. Lapivirtauskyvetissa (50 mm) liuoksen absorbanssi
mitataan 880 nm aallonpituudella.

Kokonaistyppimaarityksessa naytteet hapetetaan alkaalisissa olosuhteissa autoklaavissa ennen
naytteiden analysointia. Naytteisiin lisatty peroksidisulfaatti hapettaa epdorgaaniset ja or-
gaaniset typpiyhdisteet nitraatiksi. Nayte kulkeutuu automaattisesti annostelijan kautta jatkuvasti
virtaavaan kantajavirtaan, jossa nayteet on erotettu toisistaan ilmakuplilla. Nitraatti pelkistyy nit-
riitiksi 90-100-prosenttisesti pylvaassa, joka on taytetty kuparilla paallystetyilla kadmiumrakeilla.
Happamassa liuoksessa nitriitti reagoi sulfaniiliamidin kanssa muodostaen diatsoyhdisteen ja
reagoi edelleen aromaattisen amiinin (N-(1-naftyyli)-etyleenidiamiini) kanssa muodostaen atso-
variaineen. Variaineen absorbanssi mitataan lapivirtauskyvetissa (50 mm) aallonpituudella 520
nm.

Validoinnissa analysoidut tulokset jaivat laboratorion maarittdman sallitun 10 % mittausepavar-

muuden alapuolelle ja ovat toistettavia seka luotettavia. Menetelma otettiin kayttéon hyvaksy-
tyn akkreditoinnin jalkeen.
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VALIDATION OF CONTINUOUS FLOW ANALYZER

The aim of this thesis was to validate a continuous flow analyzer (CFA) for Lounais-Suomen
vesi-ja ymparistokeskus Oy.

The suitability of an automated CFA to determine the total phosphorus and nitrogen content in
natural, brackish, domestic, process, and groundwater was investigated. The purpose of the va-
lidation was to demonstrate and validate the results of the analytical instrument.

In this validation of the analyzer, the instrument was calibrated, the measuring range
determined and the alert and operating limits calculated for control and blank samples. Measu-
rement uncertainties were calculated for the equipment by means of random error and systema-
tic error. A comparison of the analytical results between the analytical equipment to be deployed
and the already existing equipment used in the laboratory was performed.

In the total phosphorus assay, samples are conditioned with sulfuric acid and autoclaved before
analysis. In the analyzer, the sample is transported by an automatic dispenser to a continuously
flowing carrier stream, where the samples are separated by air bubbles. The orthophosphate
together with molybdate and antimony forms antimony-12-phosphorus molybdenic in sulfuric
acid solution. When passing through the reaction unit, ascorbic acid reduces the sample to a
blue colloidal complex compound. In a flow cuvette (60 mm), the absorbance of the solution is
measured at 880 nm.

In the total nitrogen assay, the samples are oxidized under alkaline conditions in an autoclave
prior to analyzing the samples. The peroxide sulfate added to the samples oxidizes the
inorganic and organic nitrogen compounds to nitrate. The sample is continuously mixed with
buffer solution, where the samples are separated by air bubbles. Nitrate is reduced to 90-100 %
nitrite in a column filled with copper-coated cadmium granules. In the acidic solution, the nitrite
reacts with the sulfanilamide to form a diazo compound and further reacts with the aromatic
amine (N- (1-naphthyl) -ethylenediamine) to form the azo dye. The absorbance of the dye is
measured spectrophotometrically in a flow cuvette (50 mm) at 520 nm.

The results analyzed in the validation were below the laboratory-determined 10 % measurement

uncertainty and are reproducible and reliable. The method was commissioned after an appro-
ved accreditation.
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validation, analyzer, total nitrogen, total phosphorus, CFA, FIA
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KAYTETYT LYHENTEET

AHR

ATR

CFA

FIA

N_mh

P_mh 0-200 ug/l
P_mh 0-1000 pg/I
YHR

YTR

Alin halytysraja

Alin toimintaraja

Continuous Flow Analyzer, virtausanalysaattori
Flow Injection Analyzer, jatkuvavirtausanalysaattori
Kokonaistyppi

Puhdasvesifosfori

Jatevesifosfori

Ylin halytysraja

Ylin toimintaraja



1 JOHDANTO

Opinnaytetydn toimeksiantajana oli Lounais-Suomen vesi- ja ymparistdétutkimus Oy,
joka toimii alueen ymparistontutkimusyrityksena. Yhtién omistaa Lounais-Suomen ve-
siensuojeluyhdistys ry. Yhdistys on tehnyt vesiensuojeluty6ta jo vuodesta 1966 ja on
siitd lahtien tarjonnut myos vesien asiantuntija- ja tutkimuspalveluja toiminta-alueellaan.
Vuonna 2000 yhdistyksen liiketoiminta yhtiditettiin ja Lounais-Suomen vesi- ja ymparis-
totutkimus Oy perustettiin jatkamaan ansioitunutta tutkimusty6ta. Laboratorio on Fl-
NAS-akkreditoitu testauslaboratorio T101. [1]

Opinnaytetydn tarkoituksena oli validoida automaattinen CFA-analysaattori ja testata
sen soveltuvuutta kokonaistypen ja kokonaisfosforin maarittamiseen. Analysoitavat
naytteet ovat luonnonvesi, pohjavedet, talousvesi ja prosessivedet. Puhdistetusta jate-

vedestad analysoitiin ainoastaan kokonaisfosfori ja liukoinen fosfori.

Validoinnilla varmistetaan uuden laitteiston suorituskyvyn vastaavan nykyisin kaytdssa
olevia laitteistoja ja menetelmia. Validoinnissa arvioidaan uuden menetelman mittaus-
epavarmuudet ja verrataan niitd nykyisella laitteella kaytdssa oleviin mittausepavar-

muuksiin. Tulosten perusteella paatetaan uuden laitteen kayttdonotosta.

TURUN AMK:N OPINNAYTETYO | Jonna Kerénen
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2 KOKONAISFOSFORI

Kokonaisfosfori kattaa veden kaikki erilaiset fosforiyhdisteet, kuten fosfaatit. Fosforia
I6ytyy luonnossa epaorgaanisena fosfaattina ja se onkin yksi maapallon yleisimpia al-
kuaineita. Vesistoihin se paatyy fosforipitoisista kivilajeista rapautuneena. Fosfaatteja
kaytetdan esimerkiksi hammastahnoissa, pesuaineissa, lannoitteissa ja posliinin val-
mistuksessa. Fosforikuormitus on lisdantynyt vesistdissa kaivostoiminnan ja peltojen
lannoituksen takia. Ylimaarainen fosfori sedimentoituu pohjalle ja hapettomissa olosuh-
teissa fosfori vapautuu takaisin vesistddn. Fosforin lisdantyessa jarvissa kasvien ja

levien kasvu kiihtyy ja tdma johtaa rehevditymiseen. [2]

Jarvistd mitataan veden fosforin kokonaismaaraa, koska se on erittdin tarkea jarven
rehevyystason arvioinnissa. Fosforipitoisuus jarvessa jakautuu vertikaalisesti. Pintave-
dessa voi olla alempi pitoisuustaso kuin pohjavedessa, koska sedimentoituva aines vie
fosforia alusveteen. Fosforipitoisuuden lisdantyminen voi nakya vedessa samentumi-
sena ja hapenkulutuksen voimistumisena. Talldin myds veden pH voi kohota voimak-

kaan emaksiseksi. [3]

Fosforipitoisuutta maaritetdan pienella pitoisuusalueella meri-, jarvi-, lampi-, joki- ja
kaivovesista ja isommalla pitoisuusalueella jatevesista, jotka ovat paasaantdisesti ta-
lousjatevesia, teollisuusjatevesia ja yhdyskuntajatevesia. Talousjatevedella tarkoitetaan
asuntojen ja laitosten jatevesia, jotka ovat peraisin kotitalouksien toimista tai ihmisten
aineenvaihdunnasta. Teollisuusvedet kasittavat teollisuustuotannon tai elinkeinon har-
joittamiseen kaytettya kiinteiston jatevetta, joka ei ole kuitenkaan talousvetta tai hule-
vettd. Yhdyskuntavesi on talousveden tai talous- ja teollisuusjateveden tai huleveden

seosta. Luonnonvesien fosforipitoisuus ilmoitetaan muodossa ug P/l [4]

2.1 Fosforipitoisuuden maaritys

Kokonaisfosforipitoisuus voidaan maarittda suodattamattomasta naytteesta tai suodok-
sesta, joka on saatu suodattamalla nayte maaritellyn suodattimen 1api. Naytteet kesta-
voidaan 4 mol/l rikkihappoliuoksella. Fosforiyhdisteiden muuntaminen ortofosfaatiksi
tapahtuu happaman peroksidisulfaatin avulla autoklaavissa. Tallin naytteet saadaan

reaktiiviseen muotoon kokonaisfosforin maarittdmiseksi. Hapetetut naytteet kaadetaan

TURUN AMK:N OPINNAYTETYO | Jonna Kerénen
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10 ml nayteputkiin ja sentrifugoidaan ennen analysointia. Laite kalibroidaan ennen ana-
lysointia ja kaytettavia kalibrointiliuoksia valmistetaan isompi maara kerralla ja ne saily-

tetdan kylmassa.

Fosforipitoisuus voidaan maarittaa eri spektrofotometrisilla menetelmilld, joihin kuuluu
muun muassa FIA, CFA ja Online CFA.

CFA-tekniikassa automaattinen annostelija syottaa hapetetun naytteen jatkuvasti vir-
taavaan kantajavirtaan, jossa naytteet on erotettu toisistaan ilmakuplilla. Ortofosfaatti
muodostaa molybdaatin ja kolmiarvoisen antimonin kanssa antimoni-12-fosforimolyb-
deenihappoa rikkihappopitoisessa liuoksessa. Reaktioyksikdssa kulkiessa askorbiini-
happo pelkistaa naytteen siniseksi kolloidiseksi kompleksiyhdisteeksi. Lapivirtauskyve-

tissa (50 mm) liuoksen absorbanssi mitataan 880 nm aallonpituudella. [5]

Mahdollinen hairiétekija fosforipitoisuutta mitattaessa on silikaatti, joka muodostaa sa-
manvarisid molybdaattikompleksiyhdisteitd kuin fosfori. Jos silikaattia on alle 5 mg/l, se

ei hairitse maaritysta. [5]

FLOW DIAGRAM

waste

i A S A S S ,
| 25500952/5303 ' Lr ?:w ?8"0 50 mm
) ' iiter 880 nm

i Y :

40°C

L(+)Ascorbic acid solution 0.32

i
Ammonium heptamolybdate sol 0.32 ‘: |9242 S8

5202
0.23

+—» waste
AR
Sample 100 || | 45252

Air

,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,

0.80

Kuva 1 Kokonaisfosforimittauksen virtauskaavio
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3 KOKONAISTYPPI

Kokonaistyppeen sisaltyy typen eri esiintymismuodot, orgaaninen typpi ja epaorgaani-
sen muodot. Typpi kuuluu luonnon jatkuvaan kiertokulkuun, jossa kasvit kayttavat sita
ravinteena, joko suoraan ilmasta tai liukoisessa muodossa. [6] Luonnonvesista seura-
taan veden sisaltdman typen kokonaismaaraa. Vesistéihin muodostuu typped muun
muassa valuma-, sade- ja jatevesien seka maatalouden, turvetuotannon, teollisuuden,
massa- ja paperiteollisuuden laskeumien mukana. Vedesta voidaan erikseen maarittaa
nitraatin, nitriitin ja ammoniumin pitoisuudet. Luonnonvesien typpipitoisuus ilmoitetaan

muodossa pg N/I. [7]

Typpea maaritetaan vesista rehevoitymisen selvittdmiseksi. Ravinteet vesistoissa ai-
heuttavat veden sameutumista, rehevditymistd ja happikatoa. Kesaisin kasvukauden
alkuvaiheessa typpipitoisuudet laskevat kasvien kuluttaessa typpivarastoja. Talvella

kun kulutusta ei tapahdu pitoisuudet nousevat. [3]

3.1 Typpipitoisuuden maaritys

Kokonaistypen pitoisuuden maarityksessa naytteiden hapetus tapahtuu alkaalisissa
olosuhteissa autoklaavissa, jossa naytteisiin lisatty peroksidisulfaatti hapettaa epaor-
gaaniset ja orgaaniset typpiyhdisteet nitraatiksi. Automaattinen annostelija syottaa
naytteet jatkuvasti virtaavaan kantajavirtaan, jossa naytteet on erotettu toisistaan ilma-
kuplilla. Nitraatti pelkistyy nitriitiksi 90-100-prosenttisesti pylvaassa, joka on taytetty ku-
parilla paallystetyilla kadmiumrakeilla. Happamassa liuoksessa nitriitti reagoi sulfaniilia-
midin kanssa muodostaen diatsoyhdisteen ja reagoi edelleen aromaattisen amiinin (N-
(1-naftyyli)-etyleenidiamiini) kanssa muodostaen atsovariaineen. Variaineen absor-

banssi mitataan lapivirtauskyvetissa (50 mm) aallonpituudella 520 nm. [5]

Mahdollinen hairidtekija kokonaistypenpitoisuuden maarittdmisessa on kloori. Klooria
saattaa muodostua merivesien hapetuksessa ja se voi heikentaa pelkistyspylvaan te-
hoa. Normaalisti hairitsevaa klooria ei ole kokonaistyppea maarittdessa luonnonvesista

ja yhdyskuntajatevesista. [5]

TURUN AMK:N OPINNAYTETYO | Jonna Kerénen
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Kokonaistypenpitoisuutta voidaan maarittda eri tekniikoilla, joihin kuuluu esimerkiksi
FIA-analysaattori. FIA:ssa hapetettu nayte syotetdan automaattisesti jatkuvasti virtaa-
vaan puskuriliuokseen injektioventtiilin avulla. Naytteen nitraatti pelkistetdan kadmiumil-
la nitriitiksi, jonka jalkeen se reagoi 4-aminobentseenisulfoniamidin ja N-(1-naftyyli)-
1,2-diaminoetaanidihydrokloridin kanssa, jolloin liuoksen vari muuttuu vaaleanpu-

naiseksi. Fotometrinen mittaus tehdaan 540 nm aallonpituudella. [8]

FLOW DIAGRAM

waste
mi/min T
,,,,,,,,,,,,,,, ey sy Sid sl S gung Flow cell 50 mm
% : Filter 540 nm
Color reagent 042 %5246 9220
Air 15248 9220 :
oz ' ok 5357 + 25300030 !
» waste '
[ I o).
: 5210 90041003 :
5293
Air
Buffer solution 1.40 H 19245 ,-3,339\
Sample 0.16 i
1.40
» waste
Sampler |

'i'l,,, »* valve with 5150 silicon tube

1 = open during analysis, closed during start up / shut down
2 = closed during analysis, open during start up / shut down

Kuva 2 Kokonaistyppimittauksen virtauskaavio
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4 LAITTEISTO

Validoitu laitteisto on automaattinen CFA-analysaattori Skalar SAN++, johon kuuluu
myo6s kemiallinen yksikkd (3000), naytteenvaihtaja (1074), ohjelmisto FlowAccess®V3
(3.3.3.1). Validoinnissa tarkastettiin laitteiston toimivuus haluttuun kayttétarkoitukseen
ja sen soveltuvuutta korvata kaytdssa ollut FIA Lachat-laitteisto, sekd CFA online-hap-

etuslaitteisto. Alla olevissa kuvissa laitteisto.

Automaattisella CFA-analysaattorilla maaritetdan kokonaisfosfori- ja kokonaistyppipi-

toisuutta luonnon-, murto-, talous-, prosessi- ja pohjavedesta.

Kuva 3 Kemiallinen yksikk® (3000)
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Kuva 4 Naytteenvaihtaja (1074)
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Kuva 5 Interface SA 8505 (sovitin)
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4 1 Laitevertailu

Laitevertailussa kaytetyt vertailuanalyysilaitteet ovat kaytdéssa akkreditoiduissa mene-
telmissa. Kokonaistypen osalta laitevertailu tehtiin kaytéssa olleella Skalar CFA online-
analysaattorilla ja uudella Skalar CFA-analysaattorilla. Analyysilaitteiden eroavaisuudet
ovat nayteneulojen maarassa, naytteiden virtauskanavissa ja hapetuksessa. Lisaksi
Skalar Online CFA-analysaattorissa oli naytelaimennin. Analysaattorissa oli myds vain

yksi nayteneula, kun taas uudessa Skalar CFA-analysaattorissa on kaksi nayteneulaa.

Kokonaisfosforin osalta laitevertailu tehtiin kaytdssa olleella FIA Lachat-analysaattorilla
ja uudella Skalar CFA-analysaattorilla. FIA Lachat-analyysilaitteessa oli yksi nayteneu-
la ja silla ajettiin vain fosforindytteitd. Uudessa Skalar CFA-analysaattorissa on kaksi
nayteneulaa ja naytekanavaa, joissa typpea ja fosforia voidaan analysoida samanai-

kaisesti.

4.1.1 Kokonaistyppinaytteiden onlinehapetus CFA:lla

Online-hapetusanalysaattorilla naytteet voidaan esikasitella ennen analysointia laimen-
tamalla manuaalisesti tai laitteessa olevalla laimentimella (predilution). Nayte voidaan
laimentaa myds analysoinnin jalkeen (postdilution), jos pitoisuus ylittda suurimman
kalibrointistandardin pitoisuuden. Analysoinnissa kaytettavat kalibrointiliuokset valmis-
tetaan analysointipaivana joko manuaalisesti tai laitteen avulla. Esikasitellyt naytteet
analysoidaan 10 ml nayteputkista. Naytteen hapetus tapahtuu automaattisesti laitteen
sisdosissa. Kokonaistyppimaarityksessad epadorgaaniset ja orgaaniset typpiyhdisteet
muutetaan nitraatiksi alkalisella peroksidisulfaattiliuoksella UV-hajotuksessa 110

°C:ssa.
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4.1.2 Kokonaisfosforindytteiden manuaalihapetus FIA-mittausta varten

Manuaalihapetuksessa naytteet pipetoidaan 25 ml hapetuspulloihin ja laimennetaan
tarvittaessa laimennustaulukon ohjeiden mukaisesti. Kokonaisfosforinaytteet ja liukoi-
set kokonaisfosforinaytteet kestavoidaan lisdamalla 4 mol/l rikkihnappoa 250 ul. Naytteet
hapetetaan autoklaavissa 30 minuutin ajan 200 kPa paineessa 120 °C:ssa. Hapetetut
naytteet kaadetaan 10 ml nayteputkiin ja sentrifugoidaan ennen analysointia. Laite ka-
libroidaan ennen analysointia ja kaytettavia kalibrointiliuoksia valmistetaan isompi maa-

ra kerralla ja ne sailytetdan kylméassa.

FIA-tekniikassa (Flow injection analysis) hapetettu ndyte annostellaan automaattisesti

jatkuvasti virtaavaan kantajavirtaan. [9]

TURUN AMK:N OPINNAYTETYO | Jonna Kerénen



18

5 VALIDOINTI

Validoinnissa arvioidaan menetelman ja laitteen soveltavuutta kayttétarkoitukseen seka
asetetaan vaatimukset menetelmalle kayttétarkoituksen mukaan. Tulosten tulee olla
loogisesti oikeita ja niiden tulee tayttaa lain ja sdaddsten vaatimukset. Validoinnin laa-
juus maaraytyy kayttotarkoituksen ja analyysimenetelman mukaan. Ennen validoinnin
aloittamista tulee laatia validointisuunnitelma, jossa kerrotaan validoitava menetelma
tai laite. Validointisuunnitelma dokumentoidaan ja hyvaksytdan ennen tyén aloittamista.
[10]

Verifioinnissa todennetaan, ettd analysaattorilla saadut tulokset ovat vertailukelpoisia
aiemmalla laitevarustuksella saatuihin tuloksiin ja lisaksi sitd koskevat lakisdateiset
vaatimukset on saavutettu. [11] Verifiointi suoritetaan kayttédnoton yhteydessa, jos
validointi on suoritettu valmistajan toimesta, tai aiemmin validoituun menetelmaan teh-

daan muutoksia. Verifiointi on suppeampi kuin validointi. [10]

Validoinnin tarkoituksena on tarkastella uuden automaattisen CFA-analysaattorin so-
veltuvuutta kokonaisfosforin- ja liukoisen kokonaisfosforinpitoisuuden maarittdmiseen
luonnon-, talous-, prosessi-, pohja- ja jatevedesta seka kokonaistypenpitoisuuden maa-
rittdmiseen luonnon-, talous-, prosessi- ja pohjavedesta seka puhdistetusta jatevedesta
manuaalisesti hapetetuista naytteista. Validoinnilla varmistetaan uuden laitteiston suori-
tuskyvyn vastaavan nykyisin kaytdssa olevia laitteistoja ja menetelmid. Validoinnissa
arvioidaan uuden menetelman mittausepavarmuudet ja verrataan niitd nykyisella lait-
teella kaytdssa oleviin mittausepavarmuuksiin. Tulosten perusteella paatetdan uuden

laitteen kayttéonotosta. [12]

Laboratorio kayttaa sisdisessa laadunohjauksessa X- ja R-laadunvalvontakortteja. Val-
vontakorttien avulla tilastoidaan satunnaisvaihteluiden ominaisuuksia. X-kortista voi-
daan havaita kontrolli- ja nollandytteiden jakautuminen todellisen arvon ympaérille. R-
kortilla seurataan rinnakkaismaaritystulosten poikkeavuutta toisistaan sekd menetel-
malla saatujen tulosten toistettavuutta. [13] X-kortin laatimiseen kaytettiin kontrolli- ja
nollanaytteiden mittaustuloksia ja R-kortin laatimiseen rinnakkaistuloksia. Lisaksi kor-
teihin merkittiin valvontarajat. X-kortin tulokset ovat hyvaksyttavia, jos mittaustulokset

eivat ylité laboratorion asettamaa 10 %:n mittausepavarmuutta tai teoreettista arvoa.
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Lounais-Suomen vesi-ja ymparistotutkimuskeskus Oy:n laboratorio on akkreditoitu tes-
tauslaboratorio. Laboratoriossa on kaytéssa SFS-EN ISO/IEC 17025: 2005-standardi:
Testaus- ja kalibrointilaboratorioiden patevyytta koskevat yleiset vaatimukset. Se maa-
rittelee validoinnin menettelyksi, jonka avulla tutkimalla ja puolueettomalla naytolla

varmistetaan, ettd menetelma tayttaa kayttétarkoituksen asettamat vaatimukset. [14]

5.1 Toteamis- ja maaritysraja

Toteamisrajalla tarkoitetaan alhaisinta pitoisuutta, joka eroaa nollandytteen arvosta
merkittdvasti ja voidaan luotettavasti todeta analysaattorin mittaamasta naytteesta. [15]
Toteamisrajan selvittamiseksi tutkittiin taustan hajontaa analysoimalla nollanaytteita.
[10]

Maaritysrajalla tarkoitetaan alhaisinta pitoisuutta, jolla kvantitatiivinen mittaus on mah-
dollista hyvaksyttavalla tarkkuudella ja tasmallisyydellda. Maaritysrajan todentamiseen
kaytetaan sopivaa standardia tai naytetta. [10] Maaritysrajan maarittdmiseen kaytettiin
nollanaytteiden keskihajontaa. Laskennallisesti maaritysraja laskettiin nollanaytteiden

kokonaiskeskihajonnasta. [16]

Toteamis- ja maaritysrajan arvioinnissa kaytettiin nollanaytteita, jotka oli analysoitu

useassa sarjassa kesa- ja lokakuun valisena aikana.

Kaava 1 Keskiarvon kaava

S Yia Xi
n

X; , jossa

X; = keskiarvo
n= naytteiden lukumaara

x= naytetulos
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Kaava 2 Keskihajonnan kaava

. —%)2
s= | {‘_1(2_’?) , jossa

s= keskihajonta

x; = naytetulos

n= naytteiden lukumaara

Kaava 3 Toteamisraja

3-s,jossa

s= keskihajonta

Kaava 4 Maaritysraja

9-s,jossa

s= keskihajonta

S on nollanaytetuloksista laskettu keskihajonta. [12]
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5.2 Mittausalue ja kaytettava kalibrointimenettely

Mittausalue on pitoisuusalue tai suureen vaihtelualue, jota voidaan kayttaa soveltuvalla
tarkkuudella. [10] Kalibrointialue valitaan maaritettavien naytteiden oletetun pitoisuus-
alueen mukaan. Kalibrointiin on hyva valita minimissaan 5 eripitoista tasaisesti jakautu-

vaa kalibrointipitoisuutta. [9]

Mittausalueiden maarittdmiseen kaytettiin lineaarista kalibrointisuoraa. Kalibrointistan-
dardien valmistuksessa kaytettiin sertifioituja kaupallisia kantaliuoksia. Lineaarisuuden
tarkistusta varten kaytettiin standardiliuoksia, jotka valmistettiin menetelmaohjeen mu-
kaisesti. Puhdasvesifosforin lineaarisuuden tarkasteluun kaytettiin seitsemaa eripitoista
standardiliuosta (0-200 ug/l). Jatevesifosforin tarkasteluun kaytettiin yhdeksaa eripitois-
ta standardiliuosta (0-1000 ug/l), myds kokonaistypen tarkasteluun kaytettiin yhdeksaa
eri standardia (0-2000 pg/l). Kalibroinnin tarkastamiseen kaytettiin kalibrointistandardia

S9, joka oli valmistettu kalibrointiliuosten kanssa samanaikaisesti. [17]

5.3 Kontrolli- ja nollanaytteiden halytys- ja toimintarajat

Tarkkuutta ja systemaattista virhetta seurataan laboratoriossa sisaisen laadunhallinnan
yllapitdmiseksi kontrolli- ja nollanaytteiden avulla. Laboratoriolla on itse valmistetut
kontrollinaytteet ja niiden analysointi tapahtuu naytteiden joukossa tarkkuuden seuraa-
miseksi. Kontrollindytteiden pitoisuus tunnetaan. [10] Lisaksi laboratorio osallistuu

saannollisesti vertailukokeisiin.

Kontrolli- ja nollanaytteita lisataan analysoitaviin ajoihin riittdva maara, joka riippuu ana-
lysoitavien naytteiden maarasta ja sarjan pituudesta. Eripitoisten kontrollindytteiden

avulla pystytaan myds tarkistamaan kalibroinnin onnistuminen.

Validointiajoissa kaytettyjen kontrolli- ja nollanaytteistd saatujen tulosten avulla lasket-
tiin halytys- ja toimintarajat. Kaikille pitoisuustasoille laskettiin keskiarvo (x) ja koko-
naiskeskihajonta (s), seka lisaksi valvontarajat. [18] Halytysraja tarkoittaa ala- tai ylara-
jaa, joka ei poikkea huomattavasti normaalikontrollituloksesta. Toimintaraja tarkoittaa

ala- ja ylarajaa, jossa tulos poikkeaa kontrollituloksesta huomattavasti.
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Kaava 5 Alin ja ylin toimintaraja

Xx+3:s ,jossa
x =keskiarvo

s= kokonaiskeskihajonta

Kaava 6 Alin ja ylin halytysraja

X+2-s ,jossa
x =keskiarvo

s= kokonaiskeskihajonta

5.4 Satunnaisvirhe

Satunnaisvirheen avulla voidaan todeta analyysin toistotarkkuus. Menetelman satun-
naisvirhe maaritetaan normaalisti tutkittaville naytetyypeille analysoimalla naytteita rin-
nakkaisina useassa eri sarjassa. Satunnaisvirheen laskennassa laskettiin rinnakkaistu-
losten erotus, keskiarvo ja suhteellinen keskihajonta seka suhteellisen erotuksen kes-
kiarvo ja tulosjoukon suhteellinen keskihajonta. [13] Laskennassa kaytetyt kaavat ovat

menettelyohjeiden mukaisia. [19]

Kaava 7 Rinnakkaistulosten erotus

Ip = |x1 — X, , jossa

X1 ja X2 = rinnakkaismaarityksen tulokset
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Kaava 8 Rinnakkaistulosten keskiarvo
5 — (X1+X2)

Xp =5, jossa

X1 ja X2 = rinnakkaismaarityksen tulokset

Kaava 9 Rinnakkaismaaritysten suhteellinen erotus

rb(%) = 100 -% , jossa

X1 ja X2 = rinnakkaismaarityksen tulokset

Kaava 10 Rinnakkaisnaytteiden suhteellisen erotuksen keskiarvo

b _ rb%
n

r(%) =

n= rinnakkaismaaritysten lukumaara

Kaava 11 Tulosjoukon suhteellinen keskihajonta

r%
CVy = , jossa
1,128

kaytetty kerroin 1,128 on kahden rinnakkaismaarityksen taulukkoarvo. Kerrointa kayte-
tdan, koska keskiarvoa kaytettiin suoraan valvonta- ja toimintarajojen laskemisessa

keskihajonnan sijasta. [13]
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5.5 Systemaattinen virhe

Systemaattinen virhe on mittausvirhe, joka pysyy mittausta toistettaessa vakiona tai voi
vaihdella ennustettavalla tavalla. [10] Systemaattista virhetta ei saisi esiintya, jos ana-
lyysitulosten halutaan olevan mahdollisimman tarkkoja ja todellisia. Systemaattista vir-
hettd saattaa esiintyd esimerkiksi virheellisesta kalibroinnista tai maaritysolosuhteista.
[18]

Systemaattisen virheen arviointiin kaytettiin pitoisuudeltaan tunnettuja kontrollinaytteita
ja vertailukoenaytteitd. Systemaattinen virhe lasketaan suhteellisena erotuksena

(RD%) tulosten keskiarvosta tai yksittaisesta tuloksesta.

Kaava 12 Suhteellinen ero

RD%=’%T-1oo%tai

xi—T

RD % = T

(100 %) , jossa

RD%= suhteellisen hajonnan keskiarvo

T= tunnettu pitoisuus

X = keskiarvo

xi= yksittainen tulos
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Systemaattisen virheen arviointia varten laskettiin myds suhteellisten erotusten kes-
kiarvo ja keskihajonta. T-testillda arvioitiin systemaattisen virheen merkittavyytta ver-
taamalla suhteellisten erotusten keskiarvoa oletettuun suhteelliseen keskivirheeseen
(0%).

Kaava 13 suhteellisten erotusten keskiarvo

RD% = @ , jossa

RD %= suhteellinen erotus

n= naytemaara

Kaava 14 suhteellisten erotusten keskihajonta

’Z(RD %-RD%)% .
SRD% = T , JOsSsa

RD %= suhteellinen erotus
RD %= suhteellisen erotuksen keskivirhe

n= naytemaara

Kaava 15 t-testiarvo

|RD%—RD%(oletus)|
t =
Srp %/VN

, jossa

RD %= oletettu suhteellinen erotus
RD %= suhteellisen erotuksen keskivirhe

n= naytemaara
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5.6 Mittausepavarmuus

Mittausepavarmuus kertoo menetelman ja tulosten luotettavuudesta seka oikeellisuu-
desta. Mittausepavarmuus on mittaustulosten vaihtelua ja se on maaritelty virherajojen
avulla. [10] Kaikkiin menetelmiin liittyy tiettya mittausepavarmuutta, joka voi johtua mo-
nesta eri tekijasta, kuten kalibroinnista, lineaarisuudesta tai mittalaitteesta aiheutuvasta

epavarmuudesta. [15]

Kokonaismittausepavarmuuksien arvioinnissa huomioitiin sekd systemaattinen virhe
ettad satunnaisvirhe. Systemaattinen virhe maaritettiin kontrollinaytteiden ja vertailunayt-
teiden avulla. Satunnaisvirheen osuus arvioitiin varsinaisten rinnakkaismaaritysten kes-

kihajonnan avulla.

Mittausepavarmuuden laskentaan kaytettiin satunnaisvirheen ja systemaattisen virheen

prosenttien summan nelidjuurta. [18]

Kaava 16 Kokonaismittausepavarmuus

Ue = \/ (Satunnnaisvirhe%)? + (systemaattinen virhe)?

5.7 Laite- ja menetelmavertailu

Uudella laitteella analysoituja tuloksia verrattiin vanhojen kaytéssa olleiden laitteiden
analysoimiin tuloksiin. Naytteistd maaritettiin validoitavat analyytit kahdella eri laitteella
ja menetelmalld. Saatuja analyysituloksia verrattiin toisiinsa t-testilla, 5 %:n merkitse-

vyystasolla. [12]

Tulospareina kaytettin 20 eri naytettd, jotka analysoitiin kahdella eri menetelmalla.

Analysoiduista tuloksista laskettiin tulosparien erotus, keskiarvo x ja varianssi s;2 . [18]

T-testin avulla voidaan tutkia ovatko tulokset yhta suuria tai eroavatko tulokset toisis-
taan tilastollisesti. Luotettavan tuloksen saaminen t-testillda maaraytyy tulosparien ero-
tusten jakautumisen mukaan. [18] T-testitulos on luotettava, jos varianssit ovat saman-

laisia.
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Kaava 17 Tulosparien erotus

X1 — X5 , jOSSa
x,= vanhan laitteen rinnakkaistulos

X, = uuden laitteen rinnakkaistulos

Kaava 18 Tulosparien erotusten keskiarvo

a=&,jossa
n

di= erotus

n= tulosparien lukumaara

Kaava 19 Tulosparien varianssi

i— )2
spp = 24D ooon
n-1

di= erotus

n= tulosparien lukumaara

s;2 = varianssi

Kaava 20 t-testi

p=Xm jossa
Sd

X = keskiarvo

n= tulosparien lukumaara
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Kaava 21 t-testin teoreettinen arvo

to,05(n-1)
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6 VALIDOINNIN SUORITUS

Opinnaytetytssa validointiin sisaltyi kalibrointi, kalibrointiliuosten valmistus, kontrollien
valmistus, reagenssien valmistus, validoinnin koeajot ja tulosten kasitteleminen seka
menetelmavertailu. Ennen validointia tutustuttiin lainsdadanndn vaatimuksiin ja tarkas-

tettiin laitteen toimintaa seka valittiin parhaalta tuntuva toimintatapa.

Validoinnissa kaytetyt nolla-, kontrolli- ja rinnakkaisnaytteet on koostettu rutiininomai-
sesti ajetuista ajoista pidemmalta aikavalilta. Valitut tulokset sijoittuvat kesakuusta loka-

kuuhun.

6.1 Kalibrointi

Kokonaistypen kalibrointistandardien valmistuksessa kaytettiin valmista kaupallista
kantaliuosta AccuTraceTM Reference Standard IC-NO3-N-10X-1, jonka pitoisuus on
1000 mg N/I. Kokonaisfosforin kalibrointistandardien valmistuksessa kaytettiin 100 mg
P/l pitoista valmista kaupallista kantaliuosta AccuTraceTM Reference Standard IC-
PO4-P-1X-1.

Taulukko 1 Kokonaisfosforin kalibrointistandardien pitoisuudet 0-200 ug/I

Standardi | Pitoisuus pg

P/l

S1 0

S2 5,0

S3 10

S4 25

S5 50

S6 100

S7 200
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Taulukko 2 Kokonaisfosforin kalibrointistandardien pitoisuudet 0-1000 pg/I

Standardi | Pitoisuus pg
P/l
S1 0
S2 5,0
S3 10
S4 25
S5 50
S6 100
S7 250
S8 500
S9 1000

Taulukko 3 Kokonaistypen kalibrointistandardien pitoisuudet 0-2000 ug/I

Standardi | Pitoisuus pg
P/l
S1 0
S2 25
S3 50
S4 100
S5 250
S6 500
S7 750
S8 1000
S9 2000

Kalibroinnin tarkastamiseen kaytettiin ajon aikana Drift-nimista liuosta. Puhdasvesifos-
forin kalibrointikdyran tarkistamiseen kaytettiin kalibrointistandardia S7, jonka pitoisuus
oli 200 pg/l ja jatevesifosforin tarkastamiseen S9, pitoisuus 1000 pg/l. Kokonaistypen
kalibrointikdyran tarkastamiseen kaytettiin kalibrointistandardia S9, jonka pitoisuus oli
2000 pg/l. Tama liuos valmistettiin kalibrointiliuosten kanssa samanaikaisesti. Drift-liuos

sailyy 3 £ 2 °C lampétilassa kuusi kuukautta. [17]
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6.2 Kontrollinaytteet

Kontrollinaytteet valmistettin 200 ml mittapulloihin pakastetuista valmiiksi tehdyista
kantaliuoksista. Pakastetut kantaliuoskontrollit sisalsivat taulukossa 4 olevia yhdisteita.
Kontrollinaytteet pyrittiin valmistamaan siten, ettd jokaisessa kontrollissa olisi hyva
maara molemmille maarityksille sopivia yhdisteita. [20] Alla olevissa taulukoissa 5-8 on

kaytetyt kontrollindytteet ja niiden oletetut pitoisuudet.

Taulukko 4 Kontrolliliuoksen sisaltamat reagenssit

Dinatriumadenosiini 5-monofosfaatti (C10H12NsNa>O-P)

Dinatriumvetyfosfaatti (Na,HPO,)

Natriumpyrofosfaattidekahydraatti (NasP207 - 10H.0)

Natriumtripolyfosfaatti (NasP3O1o)

Pyroksidaali 5-fosfaattimonohydraatti (CsH1oNOsP H20)

Di-isopropyylifosfiitti, 98% (((CH3).CHO).P(O)H)

Glysiini (CszNOz)

Natriumnitraatti (NaNO,)

Ammoniumkloridi (NH4ClI)

Natriumnitriitti (NaNO3)

Taulukko 5 TOT1

Kontrolli TOT1 Pitoisuus
Kokonaisfosfori 0-1000 uym 180 g P/
Kokonaisfosfori 0-200 um 180 ug P/I
Kokonaistyppi 1501 ug N/I

TURUN AMK:N OPINNAYTETYO | Jonna Kerénen



32

Taulukko 6 TOT2

Kontrolli TOT2 Pitoisuus
Kokonaisfosfori 0-200 um 90,1 ug P/
Kokonaistyppi 751 ug N/I

Taulukko 7 TOT3

Kontrolli TOT3 Pitoisuus
Kokonaisfosfori 0-200 um 18,0 ug P/
Kokonaistyppi 150 ug N/I
Taulukko 8 TOTJV

Kontrolli TOTJV Pitoisuus
Kokonaisfosfori 0-1000 ym 721 ug P/

6.3 Naytteiden kasittely

Kokonaisfosforipitoisuutta maaritettin  kolmenlaisista naytteista: suodattamattomat,
suodatetut ja sentrifugoidut naytteet. Fosforindytteet suodatettiin vakuumisuodatuslait-
teistolla, jossa kaytettiin polykarbonaattisuodattimia (Whatman 0.4 um Nuclepore) me-
nettelyohjeen mukaisesti. Sentrifugoidut fosforinaytteet sentrifugoitiin 15 minuuttia kier-

rosnopeudella 3000 rpm. [17]
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Naytteet esikasiteltiin pipetoimalla 25 ml naytetta tai laimennosta 50 ml hapetuspulloi-
hin. Fosforinaytteet kestavaéitiin lisdamalla hapetuspulloihin 0,25 ml 4 molaarista rikki-
happoa ja 5 ml hapetusliuoksena kaytettya peroksidisulfaattiliuosta. Kokonaistyppinayt-
teita ei kestavoity vaan niihin lisattiin hapetusvaiheessa 2,5 ml kaliumperoksidisulfaatti-
liuosta. Naytteitda autoklavoitiin 30 minuuttia 120 °C [ampdtilassa. Taman jalkeen liuos-
ten annettiin jadhtya huoneenlampdtilaan. Hapetetut naytteet kaadettin 10 ml kerta-
kayttoisiin koeputkiin ja sentrifugoitiin ennen maaritystd 15 minuuttia kierrosnopeudella
3000 rpm.

6.4 Tydturvallisuus

Turvalliseen tydskentelyyn kuuluvat huolellinen tydhdn perehtyminen, tyén suunnittelu,

tietoisuus kemikaalien ominaisuuksista seka jatteiden kasittely. [21]

Tassa tydssa on useita reagensseja, joiden turvalliseen kasittelyyn pitda kiinnittaa
huomiota. Pylvaiden valmistuksessa kaytettava Cd-rae, joka saattaa aiheuttaa syopaa,
heikentad hedelmallisyytta ja vaurioittaa sikiota. Laitteen osien puhdistuksessa kayte-
taan 10 %:sta kromirikkihapporeagenssia, joka sisaltda vakevaa rikkihappoa ja ka-
liumdikromaattia. Kaliumdikromaatti on erittdin myrkyllista ja aiheuttaa sydpasairauden
vaaraa ja saattaa aiheuttaa periytyvida perimavaurioita. Rikkihappo on voimakkaasti

syovyttavaa ja sita kaytetddn monien liuoksien valmistuksessa.

Fosforin maarityksessa kaytettava asetoni on helposti syttyvaa ja se voi arsyttaa silmia.
Toistuva altistuminen aiheuttaa ihon kuivumista tai halkeilua. Asetonin hoyryt voivat
aiheuttaa uneliaisuutta ja huimausta. Typen naytteiden hapetuksessa kaytettava nat-
riumhydroksidi on voimakas emas, joka syodvyttaa ihoa, silmia ja limakalvoja. Polyn
hengittdminen on vaarallista. Typen mittauksessa kaytettava reagenssi sisaltaa 25 %
ammoniakkiliuosta, joka on voimakkaasti syovyttavaa ja arsyttavaa hengitettyna. Li-
saksi typen maarityksessad kaytettdva suolahappoliuos on sydvyttavaa ja ihoa arsytta-
vaa. Happohoyryt myds arsyttdvat ja samaan reagenssiin lisattava (N-(1-naftyyli)-
etyleenidiamiiniliuos on myrkyllista hengitettyna, nautittuna tai ollessaan kosketuksessa

ihoon.

Reagensseja kasitelladn vetokaapissa suojalasit pddssa ja suojakasineet kadessa.
Jotkin reagenssit ovat hengitykselle vaarallisia, joten on kaytettava hengitysmaskia ja

kohdeilmapoistoa. [5]
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7 TULOKSET

7.1 Toteamis- ja maaritysrajat

Validoinnissa kaytetyt nolla-, kontrolli- ja rinnakkaisnaytteet koostettiin rutiininomaisesti
ajetuista ajoista pidemmalta aikavalilta. Valitut tulokset sijoittuvat kesakuusta lokakuu-
hun. Vertailuarvoja valittin 30 kappaletta ja niiden perusteella laskettiin toteamis- ja
maaritysrajat, joiden laskemisessa kaytettiin keskihajontaa. Esitetyt tulokset ovat nou-

datetun mittausepavarmuuden rajoissa.

Taulukko 9 Toteamis- ja maaritysraja P_mh 0-200 ug/I

Keskiarvo 0,01 pg/l
Keskihajonta s 0,29 pg/l
Laskettu toteamisraja 3s 0,863 Mg/l
Laskettu maaritysraja 9s 2,588 pa/l

Laskettujen tulosten perusteella maaritysrajaksi todettiin 3 pg/l.

Taulukko 10 Toteamis- ja maaritysraja P_mh 0-1000 pg/I

Keskiarvo 1,71 pg/l
Keskihajonta s 0,45 Mg/l
Laskettu toteamisraja 3s 1,353 Mg/l
Laskettu maaritysraja 9s 4,060 pg/l

Laskettujen tulosten perusteella maaritysrajaksi todettiin 5 pg/l.
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Taulukko 11 Toteamis- ja maaritysraja N_mh

Keskiarvo 0,64 Mg/l
Keskihajonta s 2,95 Mg/l
Laskettu toteamisraja 3s 8,847 Mg/l
Laskettu maaritysraja 9s 26,542 Mg/l

Laskettujen tulosten perusteella maaritysrajaksi todettiin 30 ug/I.

7.2 Kalibrointi ja mittausalue

Kalibrointialueen maarittelya varten kaytettiin standardiliuoksia, jotka valmistettiin me-
netelmaohjeen mukaisesti. Puhdasvesifosforin kalibrointiin kaytettiin seitsemaa stan-
dardiliuosta, joiden pitoisuudet olivat 0-200 pg/l. Jatevesifosforin kalibrointiin kaytettiin
yhdeksaa kalibrointistandardi liuosta 0-1000 pg/l. Kokonaistypen tarkasteluun kaytettiin
yhdeksaa eri standardia 0-2000 ug/l pitoisuusvalilla. Oheisissa kuvaajissa (kuvaajat 6-
8) on esitetty mittausten kalibrointikuvaajat. Tavoitearvo suoran korrelaatiokertoimelle
oli 0,999. Kokonaisfosforien kalibrointikuvaajat ovat lineaarisia. Kokonaistypen kalib-

rointikuvaajassa ilmenee kaartumista ja eika se ole taysin lineaarinen.

Kalibrointistandardi kuvaaja P_mh 0-200 pg/I

0,3000
y = 0,0013x + 0,0027
2=
0.2500 R?=0,9998
0,2000
0,1500
0,1000

y = 3E-07x? + 0,0013x + 0,0036
Rz=1
0,0500

0,0000
0 50 100 150 200 250

Kuva 6 Kalibrointikuvaaja P_mh 0-200 ug/I
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Kalibrointistandardi P_mh 0-1000 ug/I
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Kuva 7 Kalibrointikuvaaja P_mh 0-1000 ug/I

Kalibrointistandardi N_mh
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Kuva 8 Kalibrointikuvaaja N_mh
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7.3 Kontrolli- ja nollanaytteiden halytys- ja toimintarajat

Jokaisessa analyysiajossa oli kaytdéssa kolme eri pitoisuuden omaavaa kontrollinaytetta
ja nollandyte. Valmistustapa oli aina naille samanlainen. Halytys- ja toimintarajat on
laskettu excel-taulukon avulla, kayttden analysoituja kontrollindytteiden tuloksia, joista
oli laskettu keskiarvo ja keskihajonta. Halytysrajat on maaritetty sisaisen laadunhallin-
nan tarkastelemiseen. Halytys- ja toimintarajojen kaavat on esitetty kappaleesta 5.3.
Taulukossa olevat lyhenteet AHR ja ATR tarkoittavat alempia halytys- ja toimintarajoja,

YHR ja YTR tarkoittavat ylempia halytys- ja toimintarajoja.

Mittausepavarmuudet maaritettiin keskiarvojen ja keskihajonnan perusteella. Keskiha-
jonnoissa on lisaksi suhteellisen pienet toimenpiderajat. Sisaisille laadunvalvontatulok-
sille oli maaritetyt toimintarajat. Valvontarajojen x-kortit ovat liitteissa 1-6, joissa on esi-

tetty graafisessa muodossa kontrolli- ja nollanaytteiden yksittaiset analyysitulokset.

Taulukko 12 Kontrolli- ja nollanaytteiden rajat P_mh 0-200 pg/I

X-KORTTI NOLLA TOT1 TOT2 TOT3
VERTAILUARVO pg/l 0,00 180 90 18
HAVAINNOT kpl 30 30 31 30
KESKIARVO: ug/l 0,0 177 89 18
SYST. VIRHE ug/l 0,0 3 0,83 0,14
SAANTO % 98 99 101
KESKIHAJONTA g/l 029 65 2,3 0,7
KESKIHAJONTA % 362 258 382
YTR ug/! 0,9 196 96,1 20,2
YHR ug/l 0,6 190 938 195
AHR ug/! 0,6 164 845 16,8
ATR ug/l  -0,9 157 822 16,1
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Taulukko 13 Kontrolli- ja nollanaytteiden rajat P_mh 0-1000 ug/l

X-KORTTI NOLLA TOTJV TOT1 TOT2
VERTAILUARVO g/l 0,00 721 180 90
HAVAINNOT kpl 29 29 30 28
KESKIARVO: pg/l 1,7 725 182 90
SYST. VIRHE pg/l 1,7 4 1,71 0,00
SAANTO % 101 101 100
KESKIHAJONTA pg/l 0,45 16,5 54 2,6
KESKIHAJONTA % 2,29 3,01 2,86
YTR pg/l 3,06 774 198 97,7
YHR pg/l 2,61 758 193 95,1
AHR pg/l 0,81 692 171 84,8
ATR pg/l 0,36 675 165 82,3
Taulukko 14 Kontrolli- ja nollanaytteiden rajat N_mh

X-KORTTI NOLLA TOT1 TOT2 TOT3
VERTAILUARVO pg/l 0,00 1500 750 150
HAVAINNOT kpl 28 28 28 28
KESKIARVO: pg/l 0,6 1449 750 152
SYST. VIRHE pg/l 0,6 -51 -0,05 1,57
SAANTO % 97 100 101
KESKIHAJONTA pg/l 2,95 36,6 15,2 6,4
KESKIHAJONTA % 2,44 2,03 4,30
YTR pg/l 9,5 1559 796 171
YHR pg/l 6,5 1523 780 164
AHR pg/l -5,3 1376 720 139
ATR pg/l -8,2 1340 704 132
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7.4 Satunnaisvirhe

Satunnaisvirheen arviointiin kaytettiin rinnakkaistuloksia kesa-lokakuussa analysoiduis-
ta naytteista. Satunnaisvirhe todettiin tulosten keskihajonnasta. Hylattyja naytteita ei ol-
lut. Pienia pitoisuuksia oli yndeksan kappaletta kaikissa analyyseissa. Rinnakkaistulos-
ten laskennalliset toimintarajat on esitetty alla olevissa taulukoissa. Uudella laitteella to-
detut maaritysrajat vastaavat tdman hetkisia laboratorion maarittamia epavarmuusrajo-
ja. Ensisijaisesti laboratorio noudattaa Suomen ymparistokeskuksen (SYKE) asettamia
maaritysrajoja. Liitteissa 7-8 esitetaan laskennassa kaytettyjen rinnakkaistulosten yksit-

taiset eroavaisuusprosentit.

Taulukko 15 Satunnaisvirheen tulokset P_mh 0-200 ug/I

Tulokset rinnakkaismaarityksista

Tulosparien [km kpl 39
Keskimaarainen ero % 0,98
Keskihajonta % 0,87
Keskihaj pien. pit Mg/l 0,2955
Toimintaraja % 16
Abs. raja pg/l +3,0

Puhdasvesifosforinaytteitd analysoitiin 39 kappaletta. Toimintaraja on +6 %, kun fosfo-
ripitoisuus on yli 50 pg/l. Absoluuttinen toimintaraja 3-50 pg/l:n pitoisuusalueella on
13,0 pgl/l.

SYKE:n suositukset kokonaisfosforin luonnonvesille ovat toimintaraja +15 %, kun fosfo-
ripitoisuus on yli 10 pg/l. Absoluuttinen toimintaraja 3-10 pg/l:n pitoisuusalueella on
11,5 pg/l. [22]

Laboratorion tdman hetkiset epavarmuuden toimintaraja on £15 %, kun pitoisuus on yli

33,33 pg/l. Absoluuttinen toimintaraja 5-33,33 ug/l:n pitoisuusalueella on £3,0 pg/l. [23]
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Taulukko 16 Satunnaisvirheen tulokset P_mh 0-1000 ug/l

Tulokset rinnakkaismaarityksista

Tulosparien [km kpl 32
Keskimaarainen ero % 2,80
Keskihajonta % 2,50
Keskihaj pien. pit Mg/l 0,9000
Toimintaraja % 10
Abs. raja pg/l 15,0

Jatevesifosforinaytteita analysoitiin 32 kappaletta. Toimintaraja on £10 %, kun fosforipi-
toisuus on yli 50 pg/l. Absoluuttinen toimintaraja 5-50 pg/l:n pitoisuusalueella on +5,0

pg/l.

SYKE:n asettamat suositukset toimintarajaksi kokonaisfosforin maarittamiselle luon-
nonvesista on 15 %, kun pitoisuus on yli 20 ug/l. Absoluuttinen toimintaraja +3 pg/I,

kun pitoisuus alue on 10-20 ug/l. [22]

Laboratorion nykyinen epavarmuuden toimintaraja on £15 %, kun pitoisuus on yli 33,33

pg/l. Absoluuttinen toimintaraja 5-33,33 ug/l:n pitoisuusalueella on 5,0 ug/l. [23]

Taulukko 17 Satunnaisvirheen tulokset N_mh

Tulokset rinnakkaismaarityksista

Tulosparien [km kpl 33
Keskimaarainen ero % 1,92
Keskihajonta % 1,70
Keskihaj pien. pit Mg/l 2,9019
Toimintaraja % +10
Abs. raja Mg/l 10,0

Kokonaistyppinaytteitd analysoitiin 33 kappaletta. Toimintaraja on £10 %, kun pitoisuus

on yli 100 ug/l. Absoluuttinen toimintaraja 30-100 pg/l:n pitoisuusalueella on £10,0 ug/Il.
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SYKE:n asettamat suositukset toimintarajaksi kokonaistypen maarittamiselle luonnon-
vesistd on 15 % kun pitoisuus on yli 70 pg/l. Absoluuttinen toimintaraja £10 pg/l, kun

pitoisuus alue on 50-70 ug/l. [22]

Laboratorion nykyisen epavarmuuden toimintaraja on +15 %, kun pitoisuus on yli 67

Mg/l. Absoluuttinen toimintaraja 50-67 ug/l:n pitoisuusalueella on £10,0 ug/l. [23]

7.5 Systemaattinen virhe ja uusittavuus

Suomen ymparistokeskus (SYKE) jarjestaa vertailumittauskierroksia ja sieltd saatiin
vertailunaytteet, joiden tulosten perusteella arvioitiin onko menetelmissa systemaattista
virhetta. Systemaattinen virhe laskettiin SYKE:n ilmoittamien tavoitearvojen ja validoi-
tavalla CFA-analysaattorilla saatujen tulosten suhteellisten erotusten (RD%) keskiarvo-
na. RD%:lle laskettiin keskivirhe seka keskihajonta. T-testilla verrattiin poikkeaako sys-

temaattinen virhe merkittavasti asetetusta oletusvirheesta (0%).

7.5.1 Kokonaisfosfori P_mh 0-200 ug/l

Kokonaisfosforimenetelmalla P_mh 0-200 pg/l analysoitiin kahden luonnonvesien ver-
tailukoekierroksen ja yhden jatevesien vertailukierroksen naytteet. Vertailukoe NW 02-
2019 (synteettinen nayte, rannikkovesinayte ja jokivesinayte), vertailukoe WW 14-2018
(synteettinen nayte, massa-ja paperiteollisuuden jatevesi ja viemarilaitosjatevesi) ja
vertailukoe NW 03-2018 (rannikkovesinayte).

Taulukko 18 Vertailukoe tulokset P_mh 0-200 pg/I

Vertailukoe  Nayte Omatulos  Vertailuarvo RD%
g/l g/l
NW 02-19 A1P Synteettinen 13,6 12,1 12,4
NW 02-19 B2P Rannikkovesi 37,0 35,2 5.1
NW 02-19 N3P Jokivesi 122 118 3,4
WW14-18 A1P Synteettinen 295 280 5,4
WW14-18 P2P Massa- ja paperi- 997 1000 -0,3
teollisuus
WW14-18 V3P Viemarilaitos 364 360 1,1
NWO03-18 B2N Rannikkovesi 33,1 31,1 6.4
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Taulukko 19 t-testi tulokset P_mh 0-200 ug/l

t-testi
Suhteellisten erotusten keskiarvo 4.8
Suhteellisten erotusten keskihajonta 4,1
Oletus ero% 0
Laskettu t-arvo 3,05
Kriittinen to,os (6) 2,45

T-testin tulosten perusteella kokonaisfosforimaarityksessa on systemaattista virhetta.

7.5.2 Kokonaisfosfori P_mh 0-1000 ug/l

Kokonaisfosforimenetelmalla P_mh 0-1000 pg/l analysoitiin yhden luonnonvesien ver-
tailukoekierroksen ja yhden jatevesien vertailukierroksen naytteet. Vertailukoe NW 02-
2019 (synteettinen nayte, rannikkovesinayte ja jokivesinayte) ja vertailukoe WW 14-
2018 (synteettinen nayte, massa- ja paperiteollisuuden jatevesi ja viemarilaitosjateve-

si).

Taulukko 20 Vertailukoe tulokset P_mh 0-1000 pg/I

Vertailukoe  Nayte Oma tulos pg/l Vertailuarvo g/l RD%
NW 02-19 A1P Synteettinen 10,5 12,1 -13,2
NW 02-19 B2P Rannikkovesi 35,5 35,2 0,9
NW 02-19 N3P Jokivesi 114 118 -3,4
WW14-18 A1P Synteettinen 289 280 3,2
WW14-18 P2P Massa- ja pape- 1014 1000 1,4
riteollisuus
WW14-18 V3P Viemarilaitos 360 360 0,0
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Taulukko 21 t-testi tulokset P_mh 0-1000 ug/l

t-testi
Suhteellisten erotusten keskiarvo -1,9
Suhteellisten erotusten keskihajonta 6,0
Oletus ero% 0
Laskettu t-arvo 0,76
Kriittinen to,os (5) 2,57

T-testin tulosten perusteella kokonaistyppimaarityksessa ei ole systemaattista virhetta.

7.5.3 Kokonaistyppi N_mh

Kokonaistyppimenetelmallda N_mh analysoitiin kahden luonnonvesien vertailukoekier-
roksen naytteet. Vertailukoe NW 03-2018 (synteettinen nayte, rannikkovesinayte ja jo-
kivesinayte) ja vertailukoe NW 02-2019 (synteettinen nayte, rannikkovesinayte ja joki-

vesinayte).

Taulukko 22 Vertailukoe tulokset N_mh

Vertailukoe  Nayte Oma tulos ug/l Vertailuarvo pgl/l RD%
NW 02-19 A1N Synteettinen 305 317 -3,8
NW 02-19 B2N 'Rannikkovesi 483 469 3,0
NW 02-19 N3N Jokivesi 625 612 2,1
NW03-18 A1N Synteettinen 310,56 304 2,2
NW03-18 B2N 'Rannikkovesi 440,41 423 4.1
NW03-18 N3N Jokivesi 1031,37 1042 -1,0

Taulukko 23 t-testi tulokset N_mh

t-testi
Suhteellisten erotusten keskiarvo 1,1
Suhteellisten erotusten keskihajonta 2,94
Oletus ero% 0
Laskettu t-arvo 0,91
Kriittinen to,os (5) 2,57

T-testin tulosten perusteella kokonaistyppimaarityksessa ei ole systemaattista virhetta.
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7.6 Mittausepavarmuus

Mittausepavarmuusarviossa otettiin huomioon seka satunnaisvirhe etta systemaattinen
virhe, vaikkei sita t-testin perusteella maarityksessa esiintynytkaan. Kokonaisfosfori-
maarityksen (P_mh 0-200 ug/l) mittausepavarmuusarviossa huomioitiin suhteellinen
ero vertailukoetuloksista. Kokonaisfosforimaarityksen (P_mh 0-1000 ug/l) ja kokonais-
typpimaarityksen osalta systemaattisen virheen osuus on huomioitu kontrollinaytetu-
loksista. Kokonaismittausepavarmuudet jaivat 10 % mittausepavarmuuden sisalle, mi-
ka asetettiin ennakkoon tavoitteeksi. Mittausepavarmuus laskettiin kaavan 12 perus-

teella.

Taulukko 24 Mittausepavarmuuden tulokset P_mh 0-200 pg/l

Mittausepavarmuuskomponentit Peruste

Keskihajonta 0,87 % Rinnakkaismittaustulokset
Systemaattinen virhe 4,78 % Vertailukokeet

Mittausepavarmuus 9,55 % Systemaattinevirhe + satunnaisvirhe

Taulukko 25 Mittausepavarmuuden tulokset P_mh 0-1000 pg/I

Mittausepavarmuuskomponentit Peruste

Keskihajonta 2,5% Rinnakkaismittaustulokset
Systemaattinen virhe 3,0 % Kontrollit

Mittausepavarmuus 5,96 % Systemaattinevirhe + satunnaisvirhe

Taulukko 26 Mittausepavarmuuden tulokset N_mh

Mittausepavarmuuskomponentit Peruste

Keskihajonta 1,70 % Rinnakkaismittaustulokset
Systemaattinen virhe 2,9 ug/l Kontrollit

Mittausepavarmuus 5,80 % Systemaattinevirhe + satunnaisvirhe
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7.7 Laitevertailu

Laitevertailussa analysoitiin typen rinnakkaisnaytteitd kayttoon otettavalla Skalar CFA-
analysaattorilla ja kaytdssa olleella Skalar online CFA-analysaattorilla. Fosforinaytteet
analysoitiin kayttéonotettavalla Skalar CFA-analysaattorilla sekd Lachat QuickChem
FIA8500-analysaattorilla. Menetelmavertailussa naytteitéd oli 20 kappaletta jokaisessa
analyysissa. Naytteet kasittivat useita matriiseja, joihin kuului luonnonvesinaytteita ja
jatevesinaytteita. T-testilla verrattiin saatuja tuloksia laskennallisesti toisiinsa. Kyseisten
tulosten tulee olla tosia, jotta menetelmien saadut tulokset ovat samoja. Kaikissa me-
netelmissa laskettujen t-testiarvojen perusteella menetelméat eivat eronneet toisistaan
merkitsevasti, joten tulokset ovat tosia. Lisaksi tulosten korrelaatiokerroin suoran ku-

vaajissa oli lahella tavoitearvoa yksi.

7.7.1 Skalar online CFA-analysaattori: kokonaistyppimaaritys

Laitevertailussa analysoitiin rinnakkaisnaytteitd kayttéon otettavalla Skalar CFA-
analysaattorilla ja kaytossa olleella Skalar online CFA-analysaattorilla. Laskettujen t-
testiarvojen perusteella menetelmat eivat eroa toisistaan merkitsevasti, joten tulos oli

tosi. Lisaksi korrelaatiokerroin suoran kuvaajassa oli Iahella tavoitearvoa yksi.

Taulukko 27 Kokonaistyppinaytteiden t-testi

Naytemaara 20 kpl
Keskiarvo d; -9,567
Sq2 1738,02
t-laskennallinen arvo 0,122
to,05(20) 2,093

t < tieor TOSI
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N 0-2000 pg/! y = 1,0053x
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Kuva 9 Kokonaistyppi naytteiden laitevertailu

7.7.2 Lachat QuickChem FIA8500: kokonaisfosforimaaritys

Laitevertailussa kaikki fosforindytteet analysoitiin kayttéonotettavalla Skalar CFA-
analysaattorilla seka vanhalla kaytdssa olleella Lachat QuickChem FIA8500- analy-
saattorilla. Menetelmissa laskettujen t-testiarvojen perusteella menetelmat eivat eroa
toisistaan merkitsevasti, joten tulokset olivat tosia. Lisaksi tulosten korrelaatiokerroin

suoran kuvaajissa oli Iahella tavoitearvoa yksi.

Taulukko 28 Kokonaisfosforinaytteiden t-testi 0-200 ug/I

Naytemaara 20 kpl
Keskiarvo d; -1,042
Sq2 19,64
t-laskennallinen arvo 0,774
to,05(20) 2,093
t < tieor TOSI
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P 0-200 pg/l y = 1,0183x
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Kuva 10 Kokonaisfosfori naytteiden laitevertailu 0-200 ug/I

Taulukko 29 Kokonaisfosforinaytteiden t-testi 0-1000 pg/!

Naytemaara 20 kpl
Keskiarvo d; -134,80
Sq2 345252,23
t-laskennallinen arvo 0,221
to,05(20) 2,093

t < tieor TOSI
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P 0-1000 ug/! y = 1,0526x
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Kuva 11 Kokonaisfosfori naytteiden laitevertailu 0-1000 pg/!
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8 YHTEENVETO

Opinnaytetyon tavoitteena oli validoida automaattinen CFA-analysaattori manuaalisesti
hapetettaville fosfori- ja typpinaytteille. Tulokset olivat luotettavia ja toistettavia, seka
maaritetyissa rajoissa. Uusi laite on soveltuva tehtavaansa ja sille on haettu onnistu-

neesti akkreditointia.

Kokonaistyppimaarityksessa mittausalueen korkeimmaksi pitoisuudeksi haluttiin 2000
Mg/l, mutta standardikalibrointikayrassa ilmenee kaartumista, joten paadyttiin pudotta-
maan mittausaluetta. Laskelmien perusteella lineaarinen kayra soveltuu kalibrointiin
paremmin kuin epalineaarinen sovitus. Kehitysideoita kokonaistypenmaaritykseen olisi
kayran nykyisen suurimman pitoisuuden (1500 pg/l) pudottaminen 1000 ug/l:aan tai li-
sata yksi kalibrointipiste suurimman ja toisiksi suurimman (1000 ug/l) pitoisuuden valiin,
joka olisi 1250 ug/l. Liséksi voisi testata vaikuttaako nayteletkun koon vaihtaminen pie-
nempaan tai kokeilla vahvempia reagensseja lineaarisemman kalibrointikdyran saavut-

tamiseksi.

Suurin eroavuus kaytossa olleeseen Lachat-analyysilaiteeseen on uuden Skalar CFA-
analysaattoriin kaksikanavaisuus, jossa typpea ja fosforia voidaan analysoida saman-
aikaisesti. Lachat:lla ajettiin vain fosforinaytteitd. Skalar Online CFA-analysaattorin ja
uuden Skalar CFA-analysaattorin eroavaisuus on naytteiden hapetuksessa. Uudella
laitteella hapetetaan manuaalisesti naytteet, kun taas kaytéssa olleella online-analy-
saattorissa laitteen sisdosissa tapahtuu automaattinen hapetus UV-hajotuksessa. Li-
saksi laitteistoissa on pienia eroavaisuuksia reagensseissa ja laitteiston virtauskana-

vissa.

Validoinnissa analysoidut tulokset ovat pidemmalta aikavaliltd mitattuja ja useassa eri
sarjassa. Tulokset jaivat sallitun 10 % mittausepavarmuuden alapuolelle, jokaisessa
laskennallisesti maaritetyssa keskiarvoeroprosentissa, keskihajonnoissa ja keskihajon-
tojen eroprosenteissa. Johtopaatdksena voidaan todeta opinnaytetydn tuloksien olevan

luotettavia. Opinnaytetydn tavoite saavutettiin ja laitteisto on otettu kayttéon.
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