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ritykseen. Validoinnin tavoitteena oli osoittaa menetelmén soveltuvuus laboratorioon.
Validoinnin yhteydessa otettiin kayttoon TitroLine 5000 -titraattori sek& Grant Aqua
Pro -lampdhaude. Opinnaytetydn kaytanndn osuus toteutettiin Aqva Finland Oy:n la-
boratoriossa talvella 2021-2022.

SFS 3036:n mukaisessa menetelmassa veden kemiallinen hapenkulutus méaaritetaan
hapettamalla nayte permanganaatilla. Validoitavalla menetelmalla korvattaisiin osit-
tain nykyinen laboratoriossa kaytdssa oleva dikromaattihapetusmenetelma. Tydssa
vertailtiin edella mainituilla menetelmilla saatuja tuloksia keskenéaén. Uudella mene-
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aarista yhteytta tarkasteltiin korrelaation avulla ja menetelmien valilla havaittiin vahva
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soveltuu kaytettavaksi Agva Finland Oy:n vesilaboratorioon kemiallisen hapenkulu-
tuksen maaritykseen kaivo- ja kunnallisvesista.

Avainsanat:; COD, humus, validointi



Abstract

Author: Annukka Pyra

Title: Commissioning of a New Method for the Determination of
Chemical Oxygen Demand in Water

Number of Pages: 31 pages + 3 appendices

Date: 11 April 2022

Degree: Bachelor of Engineering

Degree Programme: Biotechnology and Chemical Engineering

Professional Major: Chemical Process Engineering

Supervisors: Eija Koriseva, Senior Lecturer

Emma Turpeenniemi, Laboratory Manager

The purpose of this thesis was to validate the method for determining the chemical
oxygen demand of water according to the standard SFS 3036. The thesis was pro-
duced for Aqva Finland Oy. The aim of the validation was to demonstrate the suitabil-
ity of the method for the laboratory. During validation TitroLine 5000 Titrator and
Grant Aqua Pro Water Bath were introduced. The practical part of the thesis was
done in Agva Finland Oy’s laboratory in the winter of 2021-2022.

In the method according to SFS 3036, the chemical oxygen demand is determined by
oxidizing the sample with permanganate. The method to be validated would partially
replace the current dichromate oxidation method used in the laboratory. The results
obtained by the above-mentioned methods were compared. The results obtained
with the new method are not directly comparable with the current method because of
the different oxidation methods but the linear relationship between the methods was
investigated by correlation.

The parameters to be determined in the validation were the limit of quantification, re-
peatability and measurement uncertainty. Well waters and drinking waters were used
as sample matrix. It was not possible to use standardized reference materials.

Based on the validation performed and the results obtained it was found that the

method is suitable for use in Agva Finland Oy’s laboratory for the determination of
chemical oxygen demand of well waters and drinking waters.
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1 Johdanto

Vesien analysointi on yleistynyt ymparistovaatimusten lisdénnyttya ja laatuvaati-
muksien tarkennuttua. Veden laadun tutkiminen on tarkeada, koska kaytetyn ve-
den laatu vaikuttaa suoraan terveyteen. Kunnallisveden laatua seurataan jatku-
vasti, jotta se tayttdad lain maardamat kriteerit ja laatuvaatimukset, mutta myos
mokin tai omakotitalon kaivoveden laatu olisi hyva tutkia saanndéllisin valiajoin,
mikali kaivovetta kaytetddn talousvetena. Kayttéveden saanndllisella analysoimi-
sella varmistetaan saadosten mukainen vedenlaatu ja se, ettei veden kaytto ai-
heuta haittaa terveydelle. Agva Finland Oy:n laboratoriossa tehdaan kaivovesi-,
luonnonvesi- ja kunnallisvesianalyyseja. Analyyseihin sisaltyy mikrobiologisia ja
fysikaalis-kemiallisia maarityksia seka alkuaineanalyyseja ja aistinvaraista arvi-
ointia. Analyysipalveluiden lisaksi yritys tarjoaa tuotteita veden puhdistukseen ja
suodatukseen.

Agva Finland Oy on Helsingissa vuonna 2010 perustettu yritys, joka nykyaan pal-
velee asiakkaitaan ympari Suomen ja Baltian. Agva Finland Oy tarjoaa kattavan
valikoiman vesikalusteita seké tuotteita veden puhdistukseen ja kasittelyyn. [1.]

Agvan vesilaboratorio vastaa vesianalyysipalveluista ja on osana tuotekehitysta.

Taman opinnaytetyon tavoitteena oli uuden menetelméan validointi Aqva Finland
Oy:n laboratorioon vesinaytteiden kemiallisen hapenkulutuksen maaritykseen.
Veden kemiallisen hapenkulutuksen maarityksella saadaan viitteita veden tilasta,
humuspitoisuudesta ja sita kautta myds veden puhdistustarpeesta. Laboratori-
ossa humuspitoisuusmaarityksia tehdaan myoés seuranta-analyyseille, joista saa-
daan tarke&a tietoa yrityksen vedenpuhdistusyksikon tuotekehitykseen ja veden-

puhdistuslaitteiden toimivuuden seurantaan humussuodattimien osalta.

Uudella menetelmall& korvattaisiin osittain nykyiset fotometriset menetelmat. La-
boratorion on tarkoitus kehittya tulevaisuudessa akkreditoiduksi toimijaksi, jolloin
laboratorioon tarvitaan virallinen menetelmé veden kemiallisen hapenkulutuksen

maarittamiseksi. Menetelman kayttbonottoa varten laboratorioon hankittiin kaksi



uutta laitetta, joiden kayttéonotto oli osa opinnaytety6ta. Opinnaytetyon kaytan-

non osuus toteutettiin Aqva Finland Oy:n laboratoriossa talvella 2021-2022.



2 Humus

Humus on orgaanista, hajonnutta tai osittain hajonnutta ainesta vedessa. Luon-
nollinen orgaaninen aines vedessa nakyy veden varjaantymisena ruskeankel-
taiseksi. Mita suurempi humuspitoisuus on, sitd tummemmaksi vesi varjaantyy.
[2; 3.] Humusta esiintyy kaikkialla luonnonvesissa, soissa, maaperassa ja sedi-
mentissa, ja sen pitoisuus vaihtelee seké vuodenaikojen etta vuosien valilla [4,
S. 4; 6]. Suomessa vesist6t ovat hyvin humuspitoisia. Tama selittyy pohjoisella
sijainnilla ja maaperan tasaisuudella, joka mahdollistaa suotuisat oltavat orgaa-
nisen aineksen kertymiselle. Humusta muodostuu paljon suoalueilla, joita Suo-
messa on runsaasti. [2; 3.] Myos sadevesilla on vaikutusta humuksen maaraan,
koska niiden mukana humusta huuhtoutuu vesist6ihin. Tydmaat ja maanmuok-
kaus lisdadvat humushuuhtoutumia [3]. Humuksen maaraan vaikuttavat myos

maaperan happamuus sekd ympariston ioniset yhdisteet [4, s. 5].

Vedessa esiintyvan orgaanisen aineksen koostumukseen vaikuttavat merkitta-
vasti vesiston maantieteellinen sijainti ja ymparistdolosuhteet, mink& vuoksi hu-
musaineidenkin koostumuksessa on suuria eroja. Humusaineilla ei ole mitaan
tiettya rakennekaavaa, vaan ne koostuvat useista erityyppisista suurista ja mo-
nimutkaisista hiiliyhdisteista, jotka ovat peraisin kasvien ja eldintein hajoamis-
tuotteista. Humusaineet muodostavat paljon erityyppisia monimutkaisia yhdis-
teitd useiden satojen orgaanisten molekyylien kanssa. [3; 4, s. 5-6; 5.] Erot hu-
musaineiden rakenteessa ovat suurempia, kun vertaillaan eri vesildhteiden hu-
musaineita. Saman vesilahteen humusaineiden perusrakenne on usein hyvin
samanlainen alueesta rippumatta, ja niiden yhtalaisyydet ovat selvempia kuin
erot. [6, s. 436.]

Humuksesta suurin osa on hiiltd. Sen lisaksi se sisdltaa happea, vetya ja typ-
ped. Karkeasti arvioituna noin puolet humuksesta on hiiltd, 40 % happea, 4-5 %
vetya ja 1-2 % typped. Naiden lisdksi se saattaa sisdltad myds monia muita al-

kuaineita, kuten esimerkiksi rikkid, fosforia ja metalleja. [4, s. 4-6.]



Humus aiheuttaa laatuongelmia veteen vaikuttaen veden vériin, makuun ja ha-
juun. Suuret humuspitoisuudet vaikeuttavat veden puhdistusprosessia ja voivat
my0s aiheuttaa karsinogeenisid yhdisteita reagoidessaan esimerkiksi veden puh-
distuksessa kaytetyn kloorin kanssa. [7.]

2.1 Humuspitoisuuden maarittdminen

Humuspitoisuuden maaritys antaa viitteitd veden tilasta. Humuspitoisuuden
maarittAmiseen ei ole yhta tiettyd analyysimenetelméaé, vaan pitoisuuksia voi-
daan maarittdd monin eri menetelmin tilanteesta ja veden laadusta riippuen.
Humuspitoisuuden maarittdmiseksi on siis olemassa useita eri menetelmia. Me-
netelma valitaan analysoitavan veden laadun mukaan ja valintaan vaikuttaa

myos se, kuinka tarkkaan pitoisuus halutaan maarittaa.

Yksinkertaisimmillaan humuspitoisuutta voidaan maarittdd veden véariluvun pe-
rusteella, jolloin veden varia verrataan standardin variin. Veden véariluvun avulla
voidaan karkeasti maarittaa esimerkiksi jarven humuspitoisuutta. Tassa mene-
telméassa ei kuitenkaan oteta huomioon kaikkia muita veden vériin vaikuttavia
tekijoita, kuten esimerkiksi rauta- tai mangaanipitoisuutta, minka vuoksi analyy-

simenetelma ei ole tarkka. [4, s. 20; 8.]

Humuspitoisuus voidaan maarittaa myos esimerkiksi maarittamalla sen absor-
banssi UV-valon aallonpituusalueella UV-Vis-spektrofotometrilla. Absorbanssin
maarittdminen spektrofotometrilld on yksinkertainen, nopea ja helppo mene-
telma. Mittaukset tehdaan naytteista sellaisenaan. Vesi kaadetaan kyvettiin ja
mitataan naytteen absorbanssi. Taméa menetelma ei kuitenkaan sovi vahvasti
kellertaville vesille, koska esimerkiksi raudan aiheuttama keltaisuus voi hairita
mittausta ja aiheuttaa virhetta tuloksessa. Ei myodskééan ole olemassa yhta tiet-
tyd aallonpituutta, jolla olisi mahdollista méaarittaa kaikki veden sisaltaméat hu-

musaineet. [6, s. 440.]

Humuspitoisuutta voidaan maarittda veden hiilen maaraa mittaavilla menetel-

milla. TOC (Total Organic Carbon) mittaa orgaanisen hiilen kokonaisméaaraa, ja



silla saadaan maaritettya kaikki liuenneessa ja kiinteassa muodossa oleva or-
gaaninen hiili. TOC-maaritysta tehdessa nayte ei vaadi esikasittelya, vaan hiilen
maara voidaan maarittdd naytteesta sellaisenaan. DOC (Dissolved Organic
Carbon) mittaa liuenneen orgaanisen hiilen maaraa. DOC méaaritetaan 0,45
pm:n huokoskoon suodattimella suodatetusta naytteesta, jolloin kiinteat partik-
kelit jaavat suodattimeen ja saadaan méaaritettya ainoastaan veteen liuenneen
hiilen maara. Veden hiillen méaéarad maaritettaessa ei kuitenkaan pystyta erotta-
maan humusaineiden hiiltd muista hiiliyhdisteista. [6, s. 438-440.]

Humuspitoisuutta on mahdollista maarittaa myos veden biologisen tai kemialli-
sen hapenkulutuksen avulla. Biologinen hapenkulutus (BOD, Biological Oxygen
Demand) mittaa bakteerien kuluttaman happimé&éaran tietyn ajan kuluessa. Bak-
teerit kayttavat energianldhteenaan vedessa olevaa orgaanista ainetta, mika ku-
luttaa happea. BOD mittaa tata bakteerien kuluttamaa happimaaraa. Veden ke-
miallinen hapenkulutus (COD, Chemical Oxygen Demand) taas kuvaa sita ha-
pen maaraa, jonka naytteessa oleva orgaaninen aine kuluttaa analyysimenetel-
man mukaisissa olosuhteissa jonkin vahvan kemiallisen hapettimen lasné ol-
lessa. Usein hapettimena kaytetdan esimerkiksi kaliumpermanganaattia tai
dikromaattia. [3; 4, s. 20-23.]

Humuspitoisuuden tarkka maarittdminen on hyvin haasteellista, koska humusai-
neet esiintyvat eri muodoissa ja aineiden koostumus riippuu paljon paikasta ja
olosuhteista [4, s. 4]. Humusaineet on myds vaikea erottaa veden muusta or-

gaanisesta aineksesta.

2.2 CODcr-menetelma

Talla hetkella Agva Finland Oy:n laboratoriossa on kaytossa kemiallisen hapen-
kulutuksen méaarittdmiseen dikromaattihapetusmenetelma. Dikromaatti on
vahva hapetin. CODcr-luku kertoo kemiallisen hapenkulutuksen, joka on méaari-
tetty hapettamalla naytevesi dikromaatilla [9]. Menetelmassa naytevesi kaade-
taan nayteputkeen, jossa on vakevaa rikkihappoa, elohopeasulfaattia, hopeaka-

talysaattori ja kaliumdikromaattia (K2Cr207) ja kuumennetaan lampodhauteessa



kahden tunnin ajan [10]. Kaliumdikromaatti hapettaa orgaanisen aineen hiilidi-
oksidiksi ja vedeksi. Lopuksi nayteputket jaahdytetddn ja tulos mitataan spektro-

fotometrilla.

Nykyisen menetelman haittapuolia ovat menetelmén hitaus, ongelmajatteen
syntyminen ja lampoélaitteen pieni kapasiteetti. Nayteputkien valmistelu vie aikaa
ja kiehutus kestaa kaksi tuntia. Lisaksi lampdlaitteessa on rajallinen maara paik-
koja nayteputkille ja kapasiteetti on melko pieni. Maaritysta tehdessa kasitellaan
vaarallisia aineita ja ongelmajatetta syntyy melko paljon. Elohopea on erittain
myrkyllista ihmisille ja ekosysteemille, ja sen kaytté halutaan minimoida labora-

toriossa.

Yleisesti CODcr-menetelméé kaytetaan likaantuneille vesille ja jatevesille. Labo-
ratoriossa analysoidaan padasiassa kaivo- ja kunnallisvesia. Puhtaiden vesien
kemiallisen hapenkulutuksen maarittamiseen CODwmn-menetelma soveltuu pa-
remmin, koska ne eivat vaadi orgaanisen aineen hapettamiseksi yhta vahvaa

hapetinta kuin likavedet, joissa orgaanista ainesta on enemman.

2.3 CODwmn-menetelma

CODwn-menetelméssa veden kemiallinen hapenkulutus méaaritetdan hapetta-
malla nayte permanganaatilla. Menetelméaa kaytetaan mm. purkuvesistdjen ja
puhtaiden vesien orgaanisen aineksen maaran arviointiin. Menetelma soveltuu
kaytettavaksi Agva Finland Oy:n laboratorioon, koska laboratoriossa analysoi-
daan paaasiassa kaivovesia ja kunnallisvesia. Likaantuneiden vesien analysoin-

tiin on mahdollista edelleen kayttdd CODcr-menetelmaa.

CODwn-menetelmassa nayte happamoidaan rikkihapolla ja naytteeseen lisataan
tunnettu maara kaliumpermanganaattia. Hapettimena toimii permanganaatti-
ioni, joka tassé on kaliumpermanganaatin muodossa. Naytetta pidetaan kiehu-
vassa vedessa vesihauteessa 20 minuuttia. Hapettuvat aineet pelkistavat osan

permanganaatti-ionista Mn?*-ioniksi (kaava 1).



MnO; +8HY +5e~ - Mn?* +4H,0 (1)

Kuumennetut naytteet jaahdytetaan ja nayteputkiin lisatdan kaliumjodidiliuosta.
Variton jodidi hapettuu jodiksi, ja se havaitaan naytteen varin muuttumisena kel-
taiseksi. Jodidin lisdyksen jalkeen seos titrataan jodometrisesti. Jodometrinen
titraus perustuu hapetus-pelkistysreaktioon. Seos titrataan tiosulfaattiliuoksella,
jonka pitoisuus tunnetaan. Titraus perustuu jodin ja natriumtiosulfaatin valiseen

reaktioon (kaava 2), jossa tiosulfaatti-ioni hapettuu tetrationaatti-ioniksi.

I, + 25,02~ - 2~ + 5,03 ()

Titrauksen edetessé, mitd vahemman seoksessa on jodia (I2), sitd vaaleamman
keltaiseksi vari muuttuu. Titrauksen loppuvaiheessa seokseen lisataan tarkke-
lysta, joka reagoi jodin kanssa muodostaen voimakkaan sinisen varin. Taman
varimuutoksen avulla titrauksen paatepiste on helpommin havaittavissa. Tark-
kelys toimii siis indikaattorina. Titrauksen paatepiste saavutetaan, kun seos
muuttuu kirkkaaksi. Titrauksessa kuluneen tiosulfaatin maaran avulla voidaan
maarittaé l maara, koska tiosulfaatin konsentraatio tunnetaan. Maaritetyn I2
maaran avulla voidaan laskea pelkistymaton permanganaatin maara. Nain saa-

daan selville hapenkulutus, mika vastaa orgaanisen aineen maaraa naytteessa.

Veden kemiallinen hapenkulutus voidaan laskea standardin SFS 3036 mukaan

titraukseen kuluneen natriumtiosulfaattiliuoksen tilavuuden avulla seuraavasti:

CODypy = (V= V1) ¢1-800- f . 3)
CODwn on naytteen kemiallinen hapenkulutus (mg/l)
V1 on naytteen titraukseen kulunut natriumtiosulfaattiliuoksen tilavuus
(ml)
V2 on nollanaytteen titraukseen kulunut natriumtiosulfaattiluoksen tila-
vuus (ml)
C1 on natriumtiosulfaattiliuoksen konsentraatio (mol/l)
f on laimennuskerroin
kerroin 800 on puolet hapen (O) moolimassasta milligrammoiksi muutettuna ja-

16 1000

ettuna naytetilavuudella (7- o )



Tulos ilmoitetaan kahden merkitsevan numeron tarkkuudella milligrammoina lit-

raa kohden (mg/l) ja tulosilmoituksessa viitataan standardiin SFS 3036 [11].

Permanganaatti on heikompi hapetin kuin dikromaatti, joten CODwn-arvo on ta-
vallisesti huomattavasti pienempi kuin CODcr-arvo, eivatkd ndma ole suoraan

verrattavissa toisiinsa [12]. CODmn-menetelmaa ei voida kayttadd merivesille tai
muille sellaisille vesille, joiden Kkloridipitoisuus on yli 300 mg/I [11]. Likaantunei-

den vesien maaritykseen laboratoriossa kaytetaan CODcr-menetelmaa.



3 Titraattorin ja lampoOhauteen kayttoonotto
3.1 Titraattori

Laboratorioon valikoitui TitroLine 5000 automaattinen titraattori (kuva 1), joka on
varustettu tilavuudeltaan 50 ml:n annosteluyksikolla. Titraattorin nesteannoste-
lija on ISO 8655-6 vaatimusten mukainen. Titraattorissa on lisdksi magneet-
tisekoittaja ja pH-elektrodi. Titraattoriin on mahdollista liittaa nappaimisto, ja lait-

teessa on paikka USB-tikulle analyysitulosten tallentamista varten.

Kuva 1. TitroLine 5000 automaattinen titraattori

Titraattori soveltuu moniin eri kayttotarkoituksiin. Titraattoriin on asennettu val-
miiksi stardardimenetelmid, jotka on mahdollista ottaa suoraan kayttoon.
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Titraattoriin on my6s mahdollista luoda omia menetelmia. Automaattista
titrausta kaytettdessa on mahdollista valita titrausmenetelmaksi lineaarinen-, dy-
naaminen- tai paatepistetitraus. Titraattorissa on valmiita laskentakaavoja, joista
voidaan valita menetelmalle sopiva kaava, jolloin laite laskee tuloksen auto-
maattisesti. Aqva Finland Oy:n laboratoriossa titraattoria hyédynnetddn CODwn-
maarityksissa kayttden manuaalista titrausta ja maarityksille luotiin titraattoriin

oma menetelma.

Titraattorin kayttéonotto aloitettiin kasaamalla laite kayttoonotto-oppaan ohjei-
den mukaisesti. Kun kaikki osat oli liitetty paikoilleen ja vaadittavat alkuvalmiste-
lut oli tehty, laitteeseen kytkettiin virta ja suoritettiin alkuhuuhtelut seka pH-mitta-

rin kalibrointi. Kalibrointi suoritettiin kolmella puskuriliuoksella.

Titraattoria kaytettdessa on huomioitava, etta titraattorin moitteeton toiminta

edellyttaa saannollista ja asianmukaista testausta ja huoltoa. Jos titraattoria ei
kayteta yli kahteen viikkoon, annosteluyksikké on hyva tyhjentaa ja puhdistaa,
koska muuten venttiilin manta saattaa alkaa vuotaa, miké taas voi johtaa man-

tabyretin vaurioitumiseen. [16.]
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3.2 Lampdhaude

Lampdohaudetta tarvitaan laboratoriossa naytteiden kuumentamiseen ja kiehutta-
miseen. Laboratorioon valikoitui vedella lampeneva Grant Aqua Pro -lampo-
haude (kuva 2).

Kuva 2. Grant Aqua Pro -lampdhaude

Ennen kayttbonottoa lampohaude huuhdeltiin sisalta ionivaihdetulla vedella ja
tyhjennettiin kertaalleen. Taman jalkeen vetta lisattiin tarvittava maara nayttei-
den kuumentamiseen. Haluttu lampdtila asetettiin laitteen paadysta nuolinép-

paimilla.

LampdOhauteessa on suuri kapasiteetti, joten tarvittaessa naytteitda mahtuu ker-
rallaan laitteeseen useita kymmenia.
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4 Menetelman validointi

Validoinnilla on tarkoitus osoittaa menetelméan soveltuvuus kayttotarkoituk-
seensa. Validoinnilla testataan menetelman luotettavuutta, ja sen tarkoituksena
on taata tulosten oikeellisuus. Laboratoriot vastaavat itse analyysitulosten laa-
dusta, ja luotettavien tulosten saamiseksi tarvitaan validoituja analyysimenetel-
miéd. Validoinnilla parannetaan tulosten luotettavuutta, ja se on osoitus laadusta.
[17,s.1;18,s.6.]

Tassa tyossa validoinnin kohteena oli SFS 3036:n mukainen menetelma veden
kemiallisen hapenkulutuksen maéarittamiseksi kaivo- ja kunnallisvesista. Vali-
doinnilla oli tarkoitus osoittaa menetelman soveltuvuus veden kemiallisen ha-
penkulutuksen méaaritykseen Agva Finland Oy:n laboratoriossa. Validoinnin
avulla varmistettiin, ettd menetelmalla saadaan luotettavia tuloksia ja etta tulos-

ten mittausepavarmuus tunnetaan.

Validoinnin yhteydessa vertailtin CODwn- ja CODcr-menetelmia ja tutkittiin nii-
den valista lineaarista yhteytta korrelaation avulla. Menetelmalle laadittiin myos

tydohje laboratorioon.

4.1 Suunnitelma

Menetelman validointi aloitettiin validointisuunnitelman (lite 1) laatimisella ja
koejarjestelyjen suunnittelulla. Tata ennen oli perehdytty aihealueen kirjallisuu-
teen ja tutustuttu validoitavan menetelméan standardiin ja varmistettu, etta kaikki
tarvittavat valineet, laitteet ja kemikaalit I10ytyvat laboratoriosta. Validointisuunni-
telmaan maaritettiin naytematriisit, validoitavat parametrit ja arvioitiin validoinnin
laajuus. Suunnitelmaan merkittiin myos tyossa kaytettavat laitteet ja reagenssit

sekd maaritettiin vastuuhenkilot.

Validoinnissa kaytettiin naytematriiseina kaivovesia ja kunnallisvesia. Naytema-
teriaalia pyrittiin saamaan mahdollisimman laajalta pitoisuusalueelta. Standardi-

liuoksia ei ollut mahdollista hyodyntaa vertailumateriaalina, joten parametrit
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maaritettiin kayttden naytematriiseja ja nollanaytteitd. Koska kyseessé on stan-
dardimenetelma, voitiin olettaa, ettd menetelman hairidalttius ja spesifisyys on
jOo maaritetty. [18, s. 8.] M&aritysraja, toistettavuus ja mittausepavarmuus maari-

tettiin ja tuloksia verrattiin standardissa oleviin tuloksiin.

4.2 Kokeellinen osuus

Tyon kokeellinen osuus aloitettiin alkuvalmisteluilla. Vesihaude laitettiin [ampe-
nemaan, ja tarvittavat tyovalineet ja reagenssit haettiin tyopisteelle. Validointi-
mittauksissa kaytettiin vain kalibroituja laitteita ja pipetteja. Taulukkoon 1 on

merkitty tydssa kaytetyt reagenssit.

Taulukko 1. CODwmn-pitoisuuden maarityksessa kaytettavat reagenssit

LOT Exp
Kaliumpermanganaattiliuos, 0,02mol/l | HC02910321 30.9.2023
Kaliumjodidiliuos, 0,1 mol/l K20120J1 28.9.2022
Rikkihappo, 4 mol/l 203094020 1.10.2022
Natriumtiosulfaattiliuos, 0,01 mol/l 21C034101 25.1.2023
Tarkkelys 20J074109 9.9.2025

Reagenssiliuoksista tehtiin tarvittavat laimennukset ja tarkkelysliuos valmistettiin

standardin ohjeen mukaan. Laimennukset tehtiin kayttaen kaavaa

¢ Vi=c- Vs, (4)

jossa ¢ on konsentraatio ja V on tilavuus.

Uudet koeputket otettiin kayttdon ja ne keitettiin rikkinapolla happamaksi teh-
dyssa permanganaattiliuoksessa, jotta niista saatiin puhdistettua kaikki orgaani-
set epapuhtaudet. Sen jalkeen putket huuhdeltiin 25-prosenttisella suolahappo-

liuoksella ja lopuksi tislatulla vedella ja jatettiin kuivumaan.
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Puhdistettuihin putkiin pipetoitiin nollandyte ja tutkittavat naytteet. Nollanayt-
teend kaytettiin ionivaihdettua vetta, ja tutkittavina naytteina oli kaivo- ja kunnal-
lisvesia. Putkiin lisattiin rikkihappoa ja tunnettu maara kaliumpermanganaattia ja

suojattiin putkien suu (kuva 3).

Kuva 3. Putkiin pipetoitu naytteet ja kaliumpermanganaattiliuos

Putket siirrettiin telineessa vesihauteeseen ja pidettiin 20 minuuttia kiehuvassa
vedessa. Taman jalkeen putket siirrettiin kylmaan veteen ja jaahdytettiin huo-
neenlampdoiseksi. Kuumennuksen aikana naytteen sisaltdméa orgaaninen aine
hapettuu ja osa permanganaatti-ioneista pelkistyy Mn?*-ioneiksi. Permanganaa-

tin pelkistyminen Mn?*-ioneiksi on havaittavissa naytteissa varimuutoksena.
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Mn2*-jonit ovat varittémia ja permanganaatti-ioni taas voimakkaan violetti. Nolla-
naytteet tehtiin ionivaihdettuun veteen, joten vari pysyi niissa voimakkaan violet-
tina (kuva 4), koska orgaanisen aineen hapettumista ja permanganaatti-ionien

pelkistymista ei tapahtunut.

Kuva 4. Nayteputket kiehutuksen jalkeen (nollanaytteet vasemmassa reunassa)

Huoneenlampoiseksi jaahdytettyyn naytteeseen liséttiin kaliumjodidia. Variton
jodidi hapettuu jodiksi, ja se havaitaan naytteen varin muuttumisena keltaiseksi
(kuva 5). Jodidin lisayksen jalkeen aloitettiin titraus tiosulfaattiliuoksella. Titrauk-
sen loppuvaiheessa lisattiin tarkkelysta indikaattoriksi, jotta selkean varimuutok-
sen avulla titrauksen paatepisteen saisi tarkasti maaritettyd. Tarkkelys reagoi jo-
din kanssa muodostaen voimakkaan sinisen varin, jonka avulla ekvivalenttipiste

on helposti havaittavissa.
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Titrattaessa tiosulfaattiliuosta naytteeseen tiosulfaatti-ioni hapettuu tetratio-
naatti-ioniksi ja jodi pelkistyy takaisin jodidiksi, joka havaitaan varin muuttumi-
sena sinisesta kirkkaaksi. Kuluneen tiosulfaatin maaran avulla saatiin laskettua

naytteiden kemiallinen hapenkulutus.

Kuva 5. Havainnollistava kuva naytteen varimuutoksista CODwn-pitoisuuden
maarityksessa

Tyoturvallisuudesta huolehdittiin kayttamalla tarvittavia henkilésuojaimia ja syn-
tyneet jatteet havitettiin asianmukaisesti. Kaliumpermanganaattia ja rikkihappoa

kasiteltaessa tyoskenneltiin vetokaapissa.

4.3 Tilastolliset menetelmat

Validointi edellyttdd, ettd menetelman tietyt parametrit tunnetaan. Validoinnin
vaatimukset ja laajuus riippuvat paljon siitéd, mitd menetelméaa ollaan validoi-
massa. Laboratorion itse kehittdma menetelma vaatii laajemman validoinnin
kuin virallisen standardimenetelméan validointi. [17, s. 11.] Kun standardimene-
telma otetaan kayttoon sellaisenaan, voidaan olettaa, etta menetelman spesifi-
syys ja hairialttius on jo tarkoin méaaritetty standardisoinnin yhteydessa. On
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kuitenkin tarpeen maarittdd yleisimmat ominaisuudet, kuten esimerkiksi maari-
tysraja, toistettavuus ja mittausepavarmuus. Saatuja tuloksia on hyva viela ver-

rata standardin tuloksiin. [18, s. 8.]

4.3.1 Maaritysraja

Maarittamalla menetelman maaritysraja (LOQ limit of quantification) saadaan
selville pienin pitoisuus, joka menetelmalla voidaan maarittaa hyvaksyttavalla
tarkkuudella [17, s. 7].

CODwn-menetelmé&n maaritysraja maaritettiin tekemalla kahdeksan rinnakkais-
maaritysta naytevedelld, jonka pitoisuus oli hyvin pieni. Maaritykset tehtiin kai-
vovesinaytteelld. Rinnakkaismaarityksista laskettiin keskihajonta, jonka avulla

maaritettiin menetelman maaritysraja.

Taulukkoon 2 on laskettu CODwn pitoisuudet kayttéden kaavaa 3, jota kasitelty

tarkemmin luvussa 2.3.

Taulukko 2. Rinnakkaismaaritykset

CODwmn
Tiosulfaatin kulutus (ml) (mg/)
Nollanayte (V2) 2,10
Rinnakkaismaarityk-
set 1 2,01 0,72
2 2,04 0,48
3 2,04 0,48
4 2,06 0,32
5 2,03 0,56
6 2,05 0,40
7 2,03 0,56
8 2,00 0,80
Otoskeskihajonta (s) 0,159
Madritysraja (LOQ = 65s) 0,951
LoQ 1 mg/l
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Maaritysraja (LOQ) laskettiin kaavalla
LOQ = 6s, 5)

jossa s on otoskeskihajonta.

Otoskeskihajonta laskettiin kaavalla

/Z?L (x;—%)

jossa x on havaintojen keskiarvo ja n on havaintojen lukumaara.

4.3.2 Toistettavuus

Menetelman toistettavuudella (repeatability) arvioidaan sita tasmallisyytta, joka
saavutetaan, kun menetelméaa toistetaan samassa ymparistéssa, samoilla lait-

teilla, samoissa olosuhteissa ja saman tekijan toimesta [17, s. 4; 18, s. 40].

Tassa menetelman toistettavuutta arvoitiin tekemalla parittaisia rinnakkaismaa-
rityksia naytteista eri pitoisuusalueilla. Toistettavuuden arviointiin maarityksia
tehtiin useista eri naytesarjoista eri paivind. Testaus vain yhdella koesarjalla
saattaisi antaa lilan optimaalisen tuloksen. Toistettavuus maaritettiin rinnakkais-

maaritysten keskihajonnan avulla. Rinnakkaismaaritysten tulokset taulukossa 3.



Taulukko 3. Parittaiset rinnakkaisméaaritykset

Suhteellinen
Tulos1 |Tulos2 |Keskiarvo |Keskihajonta |keskihajonta %
Nayte-
tunniste | xi(mg/l) |x2(mg/l) | X (mg/l) |s(mg/l) Sri S

1 23 7,5 7,5 7,5 0,00 0,00| 0,00
2 19 5 5,4 5,2 0,28 5,44 | 29,59
3 25 6 5,9 5,95 0,07 1,19| 1,41
4 31 5,7 5,8 5,75 0,07 1,23 1,51
5 1378 1,9 2 1,95 0,07 3,63| 13,15
6 1383 1,2 1,2 1,2 0,00 0,00| 0,00
7 4 1,5 1,4 1,45 0,07 4,88| 23,78
8 56 3,4 3,4 3,4 0,00 0,00| 0,00
9 59 1,9 1,8 1,85 0,07 3,82| 14,61
10 39 1,7 1,9 1,8 0,14 7,86| 61,73
11 54 1,1 1,0 1,05 0,07 6,73 | 45,35
12 71 7,1 7,1 7,1 0,00 0,00| 0,00
13 58 2,1 1,9 2 0,14 7,07 | 50,00
14 62 2,4 2,2 2,3 0,14 6,15| 37,81
15 64 2,2 2,2 2,2 0,00 0,00 0,00
16 65 3 3 3 0,00 0,00| 0,00
17 78 8,6 8,5 8,55 0,07 0,83| 0,68
YHT. 48,82 |279,62

Satunnaisvirheen maarittamista varten keskihajonnat laskettiin yhdistettyna
kaavalla 7 [18, s. 49].

= st = [E27962 = 406 %

(7)
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Satunnaisvirheen luottamusvali 95 %:n todenné&kdisyydella laskettiin kaavalla 8
[18, s. 49].

ttoos S, = +2,12 - 4,06 % = +8,6 %

(8)
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Parittaisten rinnakkaismaaritysten suhteellinen keskihajonta on kuvattu pitoisuu-
den funktiona kuvassa 6. Kuvaajasta nahdaan pitoisuuden vaikutus keskihajon-

nan suuruuteen. Suhteellinen keskihajonta on suurempaa pienilla pitoisuuksilla.

Suhteellinen keskihajonta pitoisuuden
funktiona

9,00
8,00 ®

7,00 e ©®

6,00 °

5,00 °

4,00 [

3,00

2,00

1,00 oo -

0,00 @ ® { o { o
0 2 4 6 8 10

Suhteellinen keskihajonta (%)

Pitoisuus (mg/l)

Kuva 6. Suhteellinen keskihajonta pitoisuuden funktiona

4.3.3 Kokonaismittausepavarmuus

Mittausepavarmuus (measurement uncertainty) kuvaa tuloksen laadukkuutta.
Se kuvaa sité tulosaluetta, jonka sisélla oikea arvo on tietylla todennékdisyy-
della. Epavarmuuden arvioinnissa tulee ottaa huomioon kaikki ne tekijat, joilla

on vaikutusta mittaustulokseen. [19, s. 38.]

Kokonaismittausepavarmuutta maaritettdessa tuli ensin tunnistaa epavarmuutta
aiheuttavat tekijat. Jokainen mittaus sisaltaa useita eri epavarmuustekijoita ja
ne tulee huomioida mittausepévarmuutta laskettaessa. Kokonaismittausepa-
varmuutta laskettaessa huomioitiin sek&a satunnaiset etta systemaattiset virhe-

lahteet.
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Epavarmuuden maarittamiseen kaytettiin hyvaksi laitteiden ja pipettien kalib-
rointitodistuksia (liite 2), kemikaalien tuotetietoja, laitevalmistajan spesifikaatioita
ja toistokokeilla maaritettya menetelman satunnaisvirhettd. Epavarmuustekijat
on merkitty taulukkoon 4.

Kokonaismittausepavarmuuden lisaksi maaritettiin menetelman laajennettu epa-
varmuus 95 %:n luottamustasolla kertomalla kokonaismittausepavarmuus ker-

toimella 2.

Taulukko 4. Epavarmuustekijat

X *a u(x) u(x)/x u (%)

Menetelman satunnais-

virhe 1 0,0406 0,0406 4,06
Annosteluyksikko 1| 0,0015 0,000612 0,000612 0,0612
Kaliumpermanganaatti | 0,02 mol/l | 0,00006 0,0000346 0,001732 0,1732
Natriumtiosulfaatti 0,1 mol/I 0,0002 0,0001155 0,001155 0,1155
Pipetti K0O53-10931-A | 0,25 ml 0,0028 0,0011431 0,004572 0,4572
Pipetti K0O53-10764-A | 1,00 ml 0,0028 0,0011431 0,001143 0,1143
Pipetti K0O53-10762-A | 10,0 ml 0,0375 0,0153093 0,001531 0,1531

Kaliumpermanganaatin tuotespesifikaatioon oli merkitty tuotteen epavarmuu-

deksi £0,00006 mol/l. Arvo +a on annettu ilman luottamustasoa ja todellisen ar-
von sijaintia aariarvoissa voitiin pitaa todennékdisend, joten standardiepavar-
muus laskettiin kaavalla 9. [20, s. 26.] Natriumtiosulfaatin standardiepavarmuus
laskettiin samalla kaavalla.

a 0,00006

= >=== = 0,000035 mol/!

(9)

l

Kalibrointitodistukseen (liite 2) pipetin KO53-10762-A laajennetuksi epavarmuu-

deksi (U) oli merkitty 10 ml:n mittauksissa +0,075 ml, joten epavarmuudeksi

saatiin £0,0375 ml. Sisaiset mittaukset osoittivat, etta aariarvot eivat ole tyypilli-

sid, joten standardiepavarmuus pipetille laskettiin kaavalla 10. [20, s. 26.]
a 0,0375

TS T 0,01531ml

7 (10)
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Standardiepavarmuus laskettiin kaavalla 10 myds muille kaytossa olleille pipe-
teille seka titraattorin annosteluyksikolle.

Kaliumpermanganaatin tilavuuden epavarmuus laskettiin kaavalla 11 [21, s. 33].
oy = |V’ ()| o, (11)

02ml - 0,02’"7"’ - 0,0000346 ’"T"’

(o022

oy = |—C£2| ‘o, = |- = 0,000346 ml

Kaavan 3 tilavuuskomponenttien epavarmuudet méaaritettiin kayttaen laskettuja
standardiepadvarmuuksia seuraavasti:

U,y = \/0,0006122 +0,001142 + 0,001142 4+ 0,01532 4 0,0003462 = 0,0154 ml

Uy, = 1/0,0006122 + 0,001142 + 0,001142 + 0,01532 + 0,0003462 = 0,0154 ml

Uy, vy = +/0,01542 + 0,01542 = 0,0218 ml.

Maaritetyt epavarmuuskomponentit laskettiin yhdistettyna kaavalla 12.

i ) () e (5 e

Xi

2
U, _ (u(toistettavuus)>2 N ( Uw,-vy) >2 n u(CNa25203)
CODyy, 1 V2 = V1)

CNa25203

(0,0406)2 N (0,0218)2 N <0,000116>2
1 1 0,1

=0,0461 = 4,6 %
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Laajennettu epavarmuus 95 %:n luottamustasolla laskettiin kaavalla 13.

U=2-u =2 -46%=092% (13)

4.3.4 CODcr ja CODmn-menetelmien valinen riippuvuus

Menetelmien vertailuun valittiin 10 kaivovesinaytetta. Naytteita pyrittiin saamaan
mahdollisimman laajasti koko pitoisuusalueelta. Kustakin naytteestd maaritettiin
veden kemiallinen hapenkulutus molemmilla menetelmilla (CODwn ja CODcr), ja
saadut tulokset on kirjattu taulukkoon 5. Menetelmien lineaarista yhteytta tutkit-
tiin korrelaatiokertoimen avulla. Korrelaatiokerroin sai arvon 0,994 (taulukossa

5), joka kuvaa vahvaa positiivista korrelaatiota. Korrelaatio kuvaa kahden muut-

tujan valista lineaarista riippuvuutta ja se voi saada arvoja valilla -1...1.

Taulukko 5. Pitoisuuden maaritys eri menetelmilla

Naytetunniste | CODwmn (mg/l) COD¢ (mg/l)
52 11,1 27,5
66 1,64 6,5
44 1,20 5,5
71 7,12 16
58 2,00 7,5
62 2,28 8,4
78 8,56 20,9
66 1,44 6,5

521 11,6 28,1
1145 4,00 12,9
Korrelaatio 0,9942

Lineaarista riippuvuutta arvioitiin myos p-arvon avulla. Menetelmien valista riip-
puvuutta ja korrelaatiokertoimen merkitsevyytta arvioitu p-arvon avulla tarkem-

min luvussa 5.4.
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Menetelmien lineaarisuutta havainnollistava kuvaaja on kuvassa 7, josta nah-
daan menetelmien valinen selkea lineaarinen yhteys. Menetelmien valilla vahva

on positiivinen korrelaatio: kun CODcr-arvo kasvaa, myos CODwn-arvo kasvaa.

14
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Kuva 7. CODwn- ja CODcr-menetelmien valista lineaarista yhteyttd havainnol-
lista kuvaaja

Regressioanalyysilla (liite 3) sovitettiin suora, josta saatiin kulmakertoimen ar-
voksi 0,46 ja leikkauspisteeksi -1,45. Kun suora on muotoa y = ax + b, saadaan
suoran yhtaloksi: CODy,, = 0,47 - COD¢, — 1,45.

4.4 Tulosten arviointi
Maaritysraja

Maaritysraja laskettiin kahdeksan rinnakkaismé&aérityksen tuloksista. Rinnakkais-
maarityksiin kaytettiin kaivovetta, jolla oli pieni CODwn-pitoisuus. Maaritysrajaksi
saatiin laskettua 1 mg/l kaavalla 5. Jos haluttaisiin paasta pienempaan tulok-

seen, tulisi kayttaa titraattoria tai byrettia, jolla on viela parempi titraustarkkuus.
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Esimerkiksi titraattorin annosteluyksikdn vaihtaminen nykyisesta 50 ml:n yksi-
kosta pienempaan 20 ml:n yksikk66n parantaisi titraustarkkuutta 0,025 ml:sta

0,005 ml:aan, ja télla on jo huomattava vaikutus tarkkuuteen.

Menetelmén lineaarisuutta ei ollut mahdollista maarittaa standardisuoran avulla,
koska kaytettavissa ei ollut standardiliuoksia. Maarityksissa ei saatu myoskaan
tarpeeksi dataa suurilta pitoisuuksilta, jota olisi voitu kayttdd menetelmén line-
aarisen alueen arviointiin. Menetelméan standardissa SFS 3036 on maininta,
ettd pitoisuudeltaan yli 10 mg/l naytteet tulee laimentaa, joten tata arvoa voi-
daan pitaa mittausalueen ylarajana. Mittausalueen ylarajaa voidaan arvioida uu-
destaan, kun rutiinimittauksissa on saatu kerattya lisaa dataa myos suurilla pi-

toisuuksilla.

CODwn-menetelmé&n maaritysalueeksi asetettiin 1-10 mg/l. Naytteet, joiden pi-

toisuus on yli 10 mg/l, tulee laimentaa ja pitoisuus tulee maarittdd uudestaan.

Toistettavuus

Toistettavuuden arviointiin tehtiin 17 parittaista rinnakkaismaaritysta ja naytteita
pyrittiin saamaan mahdollisimman laajasti koko pitoisuusalueelta. Maarityksia
tehtiin kolmena eri paivana. Toistettavuus maaritettiin rinnakkaismaaritysten
keskihajonnan avulla (taulukko 3). Yhdistetyksi keskihajonnaksi saatiin lasket-
tua 4,06 % (kaava 7), jonka avulla voitiin maarittda satunnaisvirheen luottamus-

vali:

ttoos Sp = 12,12 -4,06% = 8,6 %.

SFS 3036 -standardiin on merkitty toistettavuus, joka on maaritetty laboratori-
oissa kahdesta eri vedestad vuonna 1978. Suhteelliseksi keskihajonnaksi oli
saatu 16 % ja 12 % vastaavien keskiarvojen ollessa 24 mg/l ja 42 mg/l. Stan-
dardiin merkityt keskihajonnat ovat siis suurempia kuin tdssé validoinnissa las-

ketut. Tassa validoinnissa ei ollut naytemateriaalia yhta suurilla pitoisuuksilla,
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joten keskihajontaa ei ollut mahdollista maarittdé suurilla pitoisuusalueilla. Stan-
dardissa ei ollut mainintaa, mika naytematriisi maarityksiin oli valittu tai kuinka
monta toistokoetta niilla oli tehty, ja nailla tekij6illa on vaikutusta tulokseen.
Standardiin merkityt tulokset on méaritetty vuonna 1978, joten voidaan olettaa,
ettd kuluneen 45 vuoden aikana myds mittalaitteiden tarkkuus on parantunut,

mika voi myos osaltaan vaikuttaa tulokseen.

Kokonaismittausepavarmuus

Kokonaismittausepavarmuuden laskemiseen kaytettiin laitteiden kalibrointitodis-
tuksiin merkittyja epavarmuuksia, laitevalmistajan spesifikaatioita sekd menetel-
man satunnaisvirhettéd. Kokonaismittausepavarmuus maaritettiin laskemalla yh-
teen nelididyt epavarmuuskomponentit ja summasta otettiin nelidjuuri. Koko-
naismittausepavarmuudeksi saatiin 4,61 % (kaava 12), jonka avulla laskettiin

laajennettu mittausepéavarmuus 95 %:n luottamustasolla:

U=2u.=2-46%=92%.

Menetelman kokonaismittausepavarmuudeksi saatiin siis 9,2 %. Tavoitteena oli
saada alle 20 %:n kokonaismittausepavarmuus ja tavoite taltd osin toteutui. Jos
tulokseksi olisi saatu yli 20 %:n kokonaismittausepavarmuus, olisi se vaatinut

epavarmuustekijoiden tarkempaa tarkastelua ja uusia mittauksia.

CODcr- ja CODwmn-menetelmien valinen riippuvuus

CODcr- ja CODwmn-menetelmien valista riippuvuutta tarkasteltiin korrelaation
avulla. Korrelaatiokerroin sai arvon 0,99 (taulukko 5). Korrelaatiokerroin voi
saada arvoja -1...1. Mitd enemman arvo poikkeaa nollasta, sitd voimakkaampi
riippuvuus muuttujien valilla on. Taman perusteella voidaan siis todeta, ettd me-

netelmien valilla on voimakas riippuvuus.
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Korrelaatiokertoimen merkitsevyytta tarkasteltin myos p-arvon avulla. P-arvo

sai arvon 4,68x107°.

Hypoteesit:

Ho: korrelaatiokerroin = 0
Hi: korrelaatiokerroin z 0

Johtopaatokset:

p-arvo=4,68x107° < 0,001=alfa,

joten Ho hylataan. Korrelaatiokerroin eroaa tilastollisesti merkitsevasti nollasta.

Voidaan siis todeta, etta korrelaatiokerroin on merkitseva.

Regressioanalyysin (liite 3) tulosteeseen on laskettu myods standardisoidut resi-
duaalit. Standardisoiduissa residuaaleissa ei ollut itseisarvoltaan yli 3:n residu-
aaleja, mika tarkoittaa, ettei ole syyta epadilla kokeessa tapahtuneen virhetta.
Havainnon 4 residuaali kuitenkin poikkeaa hieman muista. Havainnon 4 residu-
aali sai arvon 2,44 muiden havaintojen residuaalien sijoittuessa arvojen
-1,32...0,52 valille. Tama arvo havaitaan myds kuvassa 6 linjasta hieman poik-
keavana arvona. On mahdollista, ettd naytteen kasittelyssa on tapahtunut jokin
poikkeama jossain menetelmén vaiheessa, mika aiheuttaa muista arvoista hie-

man poikkeavan tuloksen.

4.5 Validoidun menetelman kayttoonotto laboratoriossa

Validoinnin jalkeen menetelmé& voidaan ottaa kayttdon Aqva Finland Oy:n labo-

ratoriossa. Menetelmalle on luotu ty6ohjeet laboratorioon.

Menetelmé ei sovellu vesille, joiden kloridipitoisuus on yli 300 mg/l. On my6s
huomioitava, etta epaorgaanisten aineiden, kuten kloridin, nitriitin, rikkivedyn,
rikkidioksidin ja kahdenarvoisen raudan, hapettumisella on vaikutusta tulok-

seen. [11]]
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Naytteiden esikasittelyssa ja sailytyksessa on huomioitava, etta naytteet tulee
sdilyttaa jaakaapissa 1-5 °C:n lampotilassa valolta suojattuna. Naytteet tulee
kestavoida, jos niita ei analysoida kahden vuorokauden kuluessa. Kestavoinnilla
hidastetaan naytteessa tapahtuvia kemiallisia ja biologisia muutoksia. Kestéa-

vOidyt naytteet tulee analysoida 7 vuorokauden kuluessa.

CODwn-menetelmalld saadut analyysitulokset ilmoitetaan kahden merkitsevan
numeron tarkkuudella milligrammoina litraa kohden (mg/l) ja tulosilmoituksessa
viitataan standardiin SFS 3036 [11].

Sosiaali- ja terveysministerion asetuksen pienten yksikoiden talousveden laatu-
vaatimuksista ja valvontatutkimuksista 401/2001 mukaisesti talousveden laatu-
suositus CODwmn enimmaispitoisuudeksi on 5 mg/l. Tama tieto tulee lisata labo-
ratorion testausselosteisiin menetelman lisdyksen yhteydessa.

Validointi ei ole kertaluonteinen toimenpide, ja maaritetyt parametrit eivat valtta-
matta pysy vakiona. Kun menetelméan kayttéonoton jalkeen mittausdataa on ke-
ratty laboratoriossa rutiinimittauksissa lisda, on parametrit hyva maarittaa tarvit-
taessa uudestaan. Parametrien vaihtelua on hyva seurata sisaisen laadunoh-
jauksen avulla. Esimerkiksi satunnaisvirheen vaihtelua on hyva seurata pidem-
malla aikavalilla méaaritettyjen rinnakkaistulosten avulla. Mittausepavarmuus on
my6s hyva arvioida uudelleen, kun aineistoa on enemman. Uudelleenvalidointi
tulee kyseeseen, jos menetelmaan tehddan muutoksia tai sen kayttoa laajenne-

taan uusille naytematriiseille.

Titraattorin annosteluyksikdn vaihtaminen nykyisesta 50 ml:n yksikdsta pienem-
paan 20 ml:n yksikkdon parantaisi titraustarkkuutta 0,025 ml:sta 0,005 ml:aan.

Talla tarkkuudella on jo huomattava merkitys pitoisuusarvoja maaritettdessa.
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5 Yhteenveto

Tyo6n tavoitteena oli validoinnin avulla osoittaa SFS 3036 -standardin mukaisen
menetelman soveltuvuus kaytettavaksi Aqva Finland Oy:n laboratoriossa. Suori-
tetun validoinnin ja saatujen tulosten perusteella voitiin todeta, ettd menetelma
soveltuu kaytettavaksi laboratorioon veden kemiallisen hapenkulutuksen méaarit-
tamiseen kaivo- ja kunnallisvesista. Menetelma patee testatuille ndytemat-

riiseille, pitoisuusalueille ja laitteille.

Validoitujen parametrien avulla saatiin alustava kasitys menetelmén suoritusky-
vysté ja toimivuudesta kayttotarkoitukseensa. Standardisoidun vertailumateriaa-
lin puuttuminen rajasi validoitavien parametrien maéraa suppeammaksi alusta-
vasta suunnitelmasta, koska kaikkia parametreja ei ollut mahdollista maarittaa
ilman varmennettua vertailumateriaalia. Validoinnissa maaritettiin parametrit,
jotka oli mahdollista maarittaa kayttaen naytematriiseja ja nollanaytteita. Maari-
tettyjen parametrien avulla voitiin todeta menetelman soveltuvuus kayttétarkoi-

tukseensa.

Maaritettyja parametreja on hyva tarkastella uudestaan, kun laboratoriossa on
keratty lisdad mittausdataa rutiinimittauksissa. Toistettavuuden uudelleenarvioin-
tiin on hyva kerata mittausdataa parittaisilla mittauksilla pidemmalla aikavalilla,
jotta tuloksia saataisiin mahdollisimman laajasti koko mittausalueelta satunnais-

virheen arviointiin.

Tulevaisuudessa validointia on mahdollista paivittdd tarpeen mukaan. Jos me-
netelmaa halutaan muuttaa tai laajentaa uusille naytematriiseille, se tulee vali-

doida uudestaan.
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Validointisuunnitelma

VALIDOINTISUUNNITELMA
CODwn-MAARITYKSIIN

8.1.2022
Kohde/Soveltamisala

Validoinnin kohteena on SFS 3036 mukainen menetelma veden kemiallisen hapenkulutuksen
maarittamiseksi kaivo- ja kunnallisvesista,

Laitteet

Validoinnin yhteydessd otetaan kdytidon TItroline 5000- titraattori ja Grant Agua Pro -
lampdhaude.

Niytteet

Kaive- ja kunnallisvesia
Standardisoitua vertailumateriaalia ei kdytissa.

Validoitavat parametrit

*  M3aritysraja
= Madritystd varten tehdddn rinnakkaismadrityksia (vdhintdan &8 maaritystd naytteests,
joilla pieni pitoisuus)
* Lineaarisuus
o Verrataan CODwun- ja CODe-menetelmaa. Masrityksst kummallakin menetelmalla
kymmenestd naytteests.
*  Toistettavuus
o Parittaisista maarityksista (~15 maaritystd) laajalta pitoisuusalueelta.
* Mittausepavarmuus
o M&dritetdsn satunnaisat ja systemaattiset virhest. Lasketaan yhteen nelididyt
epavarmuuskomponentit ja otetaan summasta neligjuuri.

Reagenssit

LOT 2xp
Kaliumpermanganaattiliues, 0,02mol/1 HCO02910321 | 30.9.2023
Kaliumjodidiliuos, 0,1 mel/] K2012011 28.9.2022
Rikkihappa, 4 meli] 201094020 1.10.2022
Natriumtiosulfasttilivos, 0,01 mol/l 21C034101 25.1.2023
Tarkkelys 200074109 9.9.2025




Laitteet ja vdlineet

Pipetit Volume (pl)
K053-10931-A 100-1000
E053-10764-A 200-1000
K053-10762-A 1000-10000
Laitteet
Analyysivaaka
Titraattori TitroLine 5000
Lampdhaude Grant Aqua Pro
- koeputket
- dekanterilasit
- koeputkiteline
Kokeet
Maanantai Tiistai Keskiviikko Torstai Perjantai
Nollandyte
(ionivaihdettu vesi) Mollanayte Naollandyte Mollanayte
Kaivovesi, jolla pieni
CODwan- Kaivowesi 5x2 Kaivowesi 6x2 Kaivovesi 6x2 | pitoisuus (10

menetelmalla

(parittaiset)
Kunnalliswesi 5x2

{parittaiset)

(parittaiset)

rinnakkaismadritysta)

CODg~
menetelmalla

Kaivowesi 5x1

Kaivowesi Sxl

Pidemmalld aikavalilld kerdtddn rutiinindytteiden mittaustuloksia parametrien wudelleenmaarittamiseksi.

Liite 1
2 (4)



Liite 1
3(4)

Laskukaavat

Tarvittavat reagenssiliuosten laimennuksat lasketaan kaavalla 1.
aq-WVi=c-WR (1)

CODwMn-pitoisuuksien laskemiseen kiytetidn kaavaa 2.
CODyn = (Vz— V1) e, -B00-f (2)

Maaritysrajan laskemiseen kaytetdan kaavaa 3.
LOQ = &g (3)

Parittaisten rinnakkaismaaritysten suhteellinen keskihajonta lasketaan kaavalla 4.
N )

Satunnaisvirheen 95 % :n lusttamusvali lasketaan kaavalla 5.

tipos & ()
Kokonaismittausepdvarmuus lasketaan kaavalla 6.

e :11'“12+"'zz+"'+“12 ('E']
Laajennettu mittausepdvarmuus 95 %:n luottamustasolla lasketaan kaavalla 7.

U=2 u (7)

Symboliluettelo

konsentraatio

tilavuus

laimennuskerroin
otoskeskihajonta

suhteellinen otoskeskihajonta
testisuure

epavarmuustekija
kokonaismittausepavarmuus
laajennetiu epavarmuus

CEE BB haE M
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Pipettien kalibrointitodistukset

Pipetin K0O53-10762-A kalibrointitodistus

ks s F?N AS

Therma Fisher Scientific Oy ACCREDITED CALIBRATION LABORATORY Finnizh Azcreditaticn Servics
Pipette Service Center FISTON OFERATED FIFETTES K053 (EN ISONEG 17025)
Reahtikatu 2, F1.80100

Finland

E-mait info pipettas@shermafisher com

CALIBRATION REPORT as delivered

K053-10782-A

Customer : ALV Finland Oy !

Device information

Deseriplion Finnpipetia F1 1-10ml Manufacter : Thermo Fisher Scientific

Cal number : 4541120H Earial numier : QH01 643

olume : A0 - 10000 i Tip used ; Finntip 40 mi

Humbse of channels © 1 Calibraion dale : 722082
Operaor : 1826

- Calibration conditions :

Erndronmental devici: Aramo 23905 Balanca fypa : Sartorius MCHINS

Ernironmental davice sne HOBMO297 Balance sanial number : 91007112

Waier Temperatwre (*Ck 213 Evaporalion frap in use ; Wi

Al temperatuee G i1 Z comection factor fulmg) - 10032

hir Presssune (hPa) 4547 ¥ comaction facior ([1)xK) 0,993

Measurement procedurs

The calibration [aboratery of Them Fisher Scisnliic Oy for piston oparated pipatias (RI53) has been accradied by FINAS [Finnish Accraditalion Sanvica)
according 1o EM ISCVIEC 17025, The calbwation is perommed usng the gravimelnic (es) mefiod acoonding fo Themo Fisher Scientific standang gperaling
procedure. The S0P follows the guidelings of the EN 150 86556 standand, The device & calbraled for dalvery |Ex) of the fes? liguid, The used lest igud g
distilecideionizad watar fuliling the 50 3556 Grade 3 requirements. The messivolumie comersion is done usng the comersion lable stabed in EN 150 8355
B (Anmex &), The obéained resull is converted 1o comespond the raferance femperzhre of 20 °C. Calculations e done using the fallowing the femada: Wl =
) ¥ £ {wkmg) o {{1K k). With variable valume devices the maximum wieme, 50 % of the maximum wolume and the minmum sclume of the range ar
10 % of ther maximum walume (the higher value is used) are lested. With Feed volume devices e nominal volume & (ested. Ten [10) measurements are
peslormed af aach lest volume.

Measuring conditions

The test davice is hedd at the caliwation laboratery Tor minimum af 2 hours lime t7 reach the temperature equilliium. The envinnmental conditions af the
laboratory are monitored and recorded during the calibralion procedure, An evaporation frap is used to reduce the efect of liguid evaporation from e
wesghing canfainers.

Measurement uncertainty

This slated uncarainty is the expanded uncertzinly chiained by multiplying the calculaled uncerainty with a coverage factor k = 2. This comesponds the
stalisfical conficence level of 95%. The unceraimiy budget is defined by compary 508 lolowing The gudeines ol ISCUTR 2ME1 ang fulfiling the
fequiremehls staled in the quide EA 4302, The uncerlainty budged cantaine & factor covering the operalor difference.

Traceability
The traceablity of the welumetls device calbrafion result is based on acoradiled balanca end environmenial device calbralion, which can be fracked i
naticnal and intemational standerds. The mass-volume conversion is dome accoeding o EN 150 BEE56 standard.

Device conformity status: PASSED

Laboratory responsible : e Moo 94 1. qeuL
[Signature and date} Elina Mazranan Diata

Reproduction of the complete report is allowed. Pars of the report may only be reproduced wah writhan
approval of the calibration labeestony page 1/2
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Unity | =b Services CALIBRATION REPORT as delivered
Part of Therma Fisher Sclantific KO53-10762-A
T AND IFICATI
The systematic amor (4] and the randam ermor (5] of the volumatric davice are compared ko EN 120 BE55 acoeptance specificatiors. The expanded
messurament uncarainty [U) is not tgen inlo consideration when assessing the states (PASSED or FAILED),
Tha expandad uncetanty values ane ocbtained using coverage factar k=2,
Volurne  Mean val. A EM ISO 8655 Slatus & EN 150 8855  Stafus u
{paly Al (£pl} [E3T1)] (ul) {uly _{l
Channel 1000 10010 10 &0 PASSED 5 0.0 PASSED 09
1 5000 5004.6 4.8 0,0 PABSED 16 0.0 PASSED 41,0
10000 100042 4.2 &0,0 PASSED 48 _300 PASSED 75,0
Charnel 1 1 1
Winlume {l) 1000 5000 000K
1 1000, S000,2 M01E5
2 10002 5003, 10008,7
3 1004.8 E006,0 100025
4 1000 4598.5 00112
5 ware 0.2 o B
fi 1001,1 006,35 10006.0
7 1004,1 50084 10000.2 —
B 9967 50085 A
] 125 50049 10017
0 10,3 50070 100033

Comments: Tio ol 2115480
Pipetie has been adhusie:

Device conformity status: PASSED

Repraduction af the complale repor it allowed. Parts of the regort may only be reproduced with writlen 2/
approval of the calibration laboratory page
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Unity'L=b Services

Part of Therrmo Fisher Scientific

Therma Fisher Scientific Oy ACCREDITED CALIBERATION LABORATORY

Pipette Service Center

PISTON OPERATED PIPETTES

Liite 2
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Finnish Accredilation Service
K053 (EM ISOIEC 17025)

Rahtikatu 2, F1-80100
Finland
E-mail: infe pipettes@themmafisher com

CALIBRATION REPORT as delivered

K053-10764-A

Customer : ACNA Finltand Qy |
Device information
Description - Profing 200 1000wl Manudactures ; Bichit
Cal numiber : BHMOOTD Serial numiber : 2002-AWK-T
Vilume 200 - 1000 Tip = Finntip 1000
Number of channels 1 Calivration date : g.220z2

Opsarator : 1825

-~ Calibration conditions :

Ervirenmental davioe: Almemo 2380-5 Balance type : Sarlorius MC2105
Ervirormental davice s HOGJ40297 Balance senal numbe : oIz
Waler Temperature ("Cr. 215 Evaporation trap in use - ‘25
Air temiperature ["C) ¢ 4 Z comaction factor (ulima) - 1,0032
Alr Pressure (hPa) : 94048 ¥ comeclion lacor ((1HIE] 0595
Measurement procedure

Thie calibeation laboratory of Therma Fisher Scientific Oy for piston operated pipsties (KD53) hes been accredied by FINAS (Finnish Accreditaiion Saervice)
according o EN ISOWEC 17025. The caliration is performed using the gravimelric test method sccording o Thermo Fisher Scientific standend operating
procedura. The S0P fllows the quidekines of the EN 150 86556 standard. The device is calibrabed for dalivery [Ex) of the test liquid. The used lest liguid is
dislibedidaicrized waber fulfiling the 150 3595 Grade 3 requiremants, The massfvolume conversion s done using the conversion table stated in EN 150 3855
& (Annex A). The cotained resul s comvered to comespond the: reference temperature of 20 *C. Calculations are done using the tollowing the Tormula: Wl =
mimg) % Z (ubimg) x ¥ {{ VKR Wilh variable wolume devices fhe masdmum volume, 50 % of the masmum volume gnd the minimum velume of the range or
10 % of the mazimum volume [the higher value |5 used) are Lested. With Fixed volume devices Lhe nominal volume i besled. Ten (10) measuwements ane
pertormed al each tes) volume,

Measuring conditions

Thie: tesst desice is hield al the calibration laboratory for minimum of 2 hours fime to reach tha temperztura equilibrium. The environmental conditions of the
- dboratory are monilored and recorded during the cafibration procedure. An evaporation trap is used %o reduce the effect of liguid evaporation Trom (he

weighing containess,

Measurement uncertainty

The staled uncarainty is the expanded uncerainty cotaingd by mulliplying the calculabed uncerlaindy with a coverage factor k = 2. This comespands Lhe
sidlistical conficance level of 85%. The uncerainty budgen is defined by company S0P following the gudelines of ISOTR 20461 and fulliing the
requiraments staled in the guice EA 402, The urcanainty budget cantains a factor covennyg the apesator difference,

Traceability
Tha tracaabilily of the wolumelic device calibration rasult s based on accredited balance and environmental device calibraion, which can be racked o
national and iremational standards. The mass-volume conversion is done according 1o EN 150 8555-6 standard

Device conformity status: PASSED

Laboratory responsible : (‘_,x,t_hﬁ ]IL’l-:. e F L latl
[Signature and date) Elina Maaranen Date

Raproduction of the complete repon is allowad. Parts of the repod may only be reproduced with writhan
spproval of the calibration laboratary page 1/2
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Unityl ab Services CALIBRATION REPORT as delivered
Fart of Tharmo Fishar Scientific KO53-10764-A
RESULT SUMMARY AND VERIFICATION
Thie syshematic &mor (&) and the random aror (3| of fhe volumedic device are compared to EN 50 BE55 acceplance specicaions. The expanded
rasuneenenl urcerainty (U} 1s not taken into consideration when ssessing the stabus (PASSED or FAILED)
The: expanded wncertainly values are atiained wsing coverage fachor k=2
Wilume  Mean vol, B EN 150 8685 Status & EM IS0 8655  Status u
{ul) {ul} {Hull () {uly {1y ) [ESTI}]
annel 200 188,1 0.8 20 PASSED 05 a0 FASSED 55
1 500 5015 15 80 PASSED K] 0 PASSED a6
1000 1000,5 05 &0 PASSED 14 3,0 PASSED 56
MEASUREMENT RESULTS
Chanred 1 1 1
Walume (ul} P 500 1
1 18049 5018 g
2 1892 503 10024
3 1585 0N 1000
4 1588 5014 10004
5 1985 S04 JLEER
[:} 19848 5020 0003
T 198.8 2 Bl .
i 1948 14 0001
4 199,1 LR 04
10 1995 5016 e
Comments: T bt 1523800 29924 WK-T 1902 ‘
Pipata has tean adjusiad

|I.'I_|wit:n conformity status: PASSED |

Repmduction of the complete repar i allowed. Parts of the report may only e reproduced with writien

approval of the calibratian laboratory. page 2/2
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Pipetin K0O53-10931-A kalibrointitodistus

Unity'| ol Senvicas

Pt af Thermo Fisher Scisntific

Thermo Fisher Scientific Oy ACCREDITED CALIBRATION LABORATORY Fisnish Accreditation Sarvico
Pipette Sarvice Center PISTON OFERATED PIPETTES K053 (EM ISONEC 1T025)
Rahtikatu 2, FI-80100

Finlkand

E-mail: mfo. pipetieai@ihamaliskes com

CALIBRATION REPORT as delivered

KO53-10931-4A

Customer : ACVA Finland Oy !

Device information

Decription | Firnpipatia F2 10{0-1000p1 Manulaciues ! Themma Fisher Scentifc

Tl nuenber 542750 Senial number ; MHZEE00

Woluma ; 100 - 1000 pl Tip sl Finntip Fiex 1000

heambser o chennals - 1 Cariibration dale : L el (e
Crparator : 4578

Enwiranimenial devics! Almaimia 235{0-5 Balance tipe Sanorus MC210S

Ervironmental davice s HIE0S0LST Balance sarial number ; iRl )

Waler Temperature "Cr 214 Eviration hap in use ! e

Air lemperalune "G 20 Z cormction factor [ulmg) ;1,033

Air Prassura (Fal : el ¥ comeciion factor ()1MK) 08881

Mzasuremant procedure

The caliteation Lsbaratory of Themmo Fisher Scientlfic Oy Jor pision operated ppaties (K053) has been aooedied by FINAS (Fisnish Accedialion Sonice)
acoording to EM ISCQUIES 17025, The calbration |5 performen using fha gravimetric lest method according b Therms Fisher Soenmfic sandand operating
pmcedur. The S0P follows the guidelings of the EW 30 BE65-R standard. The dinice is caliteated for defivery [Ex) of the test iquid. The used test Iiquid is
distlledideionized watker Sufiling the 150 3656 Grade 3 requisements. The massivolume conversion B done using the commmsion table stated in EN 130 BASS
Barnex &), The cblained resull & converied io comeapond the reference lempersiune of 20 *G. Cakculalions are done using the following the farmule Wl =
g x Z (jaling) 5 ¥ ([ 10Kk Wit varible volume devices The masimum wohime, 50 % of the masimum valure: and the minisum volume of the rznga o
0% of the madmum solime (the higher valee ts used) ane fested 'With Fiead volume devices the nominal wolume i testsd. Ten (10) measwements a8
perormed 8l each [Bsl yolume.

Measuring conditions

Thie test devica ks hetd al the calbration laboratony for minimum of 2 hours fime %o mach the emgersure squilibiom. The ensrenmental conditions of the
.dboratory aoe monitored and recorded durieg the caibralion proceduee. An evaporation ¥ap is wsed bo reduce the effect of Iqurd avaporaion fom the
weighing conbainens.

Maagurament uncerainty

The staled uncertainty is the expanded uncerianly cblaned by muliplying the calculated uncerainty with a coverage: faclor & = 2. This comespands the:
slafisice confidence level ol S5%. The unceranly budgel is delfned by compary SOF folowing the guidsines of ISR 20481 and fullfiing e
requirments stated In e quide EA 4102, The uncartainty budget contains a factor covering The operator differencs.

The racesbiity of the volumelr: device caltvetion result is based on acoredited balance and emiroemenial device calitradion, which can ke iracked i
rational and niemational slandards. The mass-wolume cormenion i$ done scooeding o EN 130 BE55-G standand.

Device conformity status: ~ PASSED

Laboratory responsible - B, foste 15 2 282t
(Sagraature and date) Elina Maaranen Dabe

Reproduction of the complete repen B alleed. Parts of the repart may anly be mproduced with writien

approval of the calbration laboratory. page 1z
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Unityl a0 Senvices  CALIBRATION REPORT as delivered

Fart of Thermo Fisher Scientific KO53-10831-A

RESULT IFICATION
The eyalemaic emar (4] and the random e (5] af the velumetne device ara compansd 1o EM 150 8655 acceptance specificalions. The expanced
measurament uncartainky (L) is ol Laken irgo considerstion whan assessing the staus (PASSED ar FAILED)

The expanded wsrainty values are obtained using coverage factyr k=2,

Violume  Maan vol, A EM 150 8555 Stalus g EM 150 86558 Halus u
il il [ I £ 111 {1 {uli ixpl)
Channel 100 1006 [T3 [41] PASSED 03 30 PASSED 55
1 500 5014 14 ED PASSED 0.5 in PASSED 56
1000 1002,2 22 &0 PASSED 12 0 PASSED 56
MEASUREMENT RESULTS
Channel 1 1 1
Vlume (ul) 100 1000
1 1001 ] E=EE
2 1006 5105 10013
3 1004 518 00,7
4 100,5 5010 10024
i 11,0 5[H.5 10027
B 1,6 5.4 10043
ki 1,2 5015 10020
B 1006 B 1001, 8
g oy 5.6 10024
10 1003 BOLE 10032

|Cann|nh1 Top b, 20055AD

lDl'll'H:! conformity status:  PASSED

Reproduction of fh camalete repor is slowed. Parts of the reporl may only be reproduced with writlen

appraval of the calipration leboatery. page Z{2



Regressioanalyysi
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Excelin regressioanalyysi CODwn- ja CODcr-menetelmien vertailuun.

YHTEENVETO TULOSTUS
Regressiotunnusluvut
Kerroin R 0,994218072
Korrelaatiok: 0,988469575
Tarkistettu k 0,987028272
Keskivirhe 0,470225762
Havainnot 10
ANOVA
va NS KN F F:n tarkkuus

Regressio 151,6424619 151,6424619 685,8166 4,8557E-09 <p-arvo
J3dd@nnads 1,768898135 0,221112267
Yhteensd 9 153,41136

Kertoimet Keskivirhe t Tunnusluvut P-arvo Alin 95% Ylin 95% Alin 95,0% Ylin 95,0%
Leikkauspiste -1,451204503 0,290754714 -4,99116415 0,001065 -2,121686074 -0,780722931 -2,12169 -0,78072
CODCr (mg/! 0,468040379 0,017872254 26,18810024 4,86E-09 0,426826888 0,509253871 0,426827 0,509254
JAANNOSTULOSTUS TODENNAKOISYYS TULOSTUS

Havainto  Ennustettu CODMn (mg/1)

Residuaalit

Standardoidut residuaalit

Prosenttipiste CODMn (mg/l)

11,41990593
1,591057963
1,123017584
6,037441566
2,059098342
2,480334684
8,330839425
1,591057963
11,70073016

4,58651639

L= T I Y

=
=]

-0,339905928
0,048942037
0,076982416
1,082558434

-0,059098342

-0,200334684
0,229160575

-0,151057963

-0,100730156

-0,58651639

-0,766705505
0,110395631
0,17364464
2,441862416
-0,133304602
-0,451882983
0,516903826
-0,340732427
-0,227210997
-1,322969999

5
15
25
35
45
55
65
75
85
95

1,2
1,44
1,64

2
2,28
4
7,12
8,56
11,08
11,6




