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1 JOHDANTO

Tama opinnaytetyd tehtiin Ahma Ymparisté Oy:n Oulun toimipisteelle (entinen
Suomen Ymparistbpalvelu Oy). Tyon tarkoituksena oli validoida yrityksen sisai-
nen kiinteiden ymparistonaytteiden kokonaistypen maaritysmenetelma. Mene-
telma on ollut yrityksen kaytossa pitkaan, ja se haluttiin validoida uudelleen ak-

kreditointia varten.

Validoinnin tavoitteena oli osoittaa menetelmé&n antamien tulosten oikeellisuus
ja luotettavuus sekd maarittaa menetelman suorituskykya kuvaavia tunnusluku-
ja. Laboratorion poikkeamaa, oikeellisuutta ja tarkkuutta arvioitiin sertifioitujen
vertailumateriaalien avulla. Laboratorion siséaista uusittavuutta arvioitiin OC-
liuoksen (n > 20) seka reaalisista naytteista tehtyjen duplikaattien (n = 50) avul-

la.



2 KOKONAISTYPPI

Kokonaistyppi (Total Nitrogen, TN) maaritelladn ammoniumtypen (NH;), nitraat-
titypen (NO3), nitriittitypen (NO3) ja orgaanisen typen (N,,,) summana. Kjel-
dahl-typpi (Ny ;) maaritelladan ammoniumtypen ja orgaanisen typen summana.

(1,s.1)
Nkjel = NHI + Norg

Siten kokonaistyppi voidaan méaaritella Kjeldahl-typen, nitraattitypen ja nitriittity-

pen summana.

Tassé opinnaytetytssa kokonaistypella tarkoitetaan useimmiten Kjeldahl-

typpea.



3 KOKONAISTYPEN MAARITYSMENETELMIA

Kokonaistypen méaarittdmiseen on kaksi toisistaan hyvin paljon poikkeavaa me-
netelmaa. Tunnetumpi naista on klassinen Kjeldahl-menetelma. Kjeldahl-
menetelman on kehittanyt tanskalainen kemisti Johan Kjeldahl 1800-luvulla (2,
s. 3). Kjeldahl tydskenteli Carlsbergin olutpanimon laboratoriossa, ja yksi hanen
tehtavistaan oli kehittdéd nopea ja toistettava menetelma typen maarittamiseen,
jolla pysyisi maarittamaan proteiinipitoisuuden viljan jyvista (3, s.11). Nain syntyi
Kjeldahl-menetelmd, jonka Kjeldahl esitteli Danish Chemical Societyn tapaami-

sessa vuonna 1883 (2, s. 3).

Toisen, Kjeldahl-menetelm&aa vanhemman, kehitti ranskalainen kemisti Jean-
Baptiste Dumas vuonna 1831. Dumas-menetelmaa kutsutaan usein myds polt-

tomenetelméksi. (4, s. 1.)
3.1 Kjeldahl-menetelma

Kjeldahl-menetelma koostuu kolmesta osasta, jotka ovat hajotus, tislaus ja
titraus. Ensimmaiseksi tehtava hajotus on néisté osista kaikkein tarkein ja myos

monimutkaisin suorittaa. (3, s. 11.)
3.1.1 Hajotus

Hajotuksen tarkoituksena on saada naytteessa oleva orgaaninen typpi muutet-
tua ammoniumioneiksi (5, s.10). Hajoaminen saadaan aikaan lisaamalla nayt-
teeseen konsentroitua rikkihnappoa (H,S0,) ja kuumentamalla naytetta korkeas-

sa lampdtilassa.

Hajotusta ennen nayte esikasitelldan, jonka tarkoituksena on homogenisoida
nayte. Tarvittaessa nayte kuivataan ennen homogenisointia ja kuiva-
ainepitoisuus lasketaan. Suositeltava partikkelikoko naytteelle on alle 1 mm. (5,
s. 19)

Naytettd punnitaan hajotukseen 0,5-5 g sen mukaan, mik& on naytteen oletettu
typpipitoisuus (5, s. 18). Mikéli nayte on nesteméainen (esim. jatevesi), sopiva

naytemaara on 25-100 ml (5, s. 20).



Klassisessa Kjeldahl-menetelmassa rikkinappoa lisatdan 25 ml nadytegrammaa
kohden. Nykyaikaisilla hajotusblokeilla rikkihappoa kaytetaan yleensa 12 mi
grammaa kohti. Lopullinen rikkihapon maara riippuu naytetyypista ja mahdolli-
sista muista hajotukseen lisatyista reagensseista. Yleensa hajotukseen lisatadan
suolaa ja katalyyttid. Pelkan rikkihapon kayttaminen ei ole kaytanndllista, koska
talléin hajotuksen rajoittavana tekijana on rikkihapon kiehumispiste 338 °C. Ha-
joamisen kriittinen lampétila on 373°C, jonka ylittamiseksi lisataan suolaa hajo-
tukseen. (3, s. 17, 18.)

Suolana kaytetddn kaliumsulfaattia (K,S0,), koska se liukenee hyvin rikkihap-
poon. Muita suoloja on kokeiltu useita kertoja historian saatossa, mutta ne eivat
ole onnistuneet korvaamaan kaliumsulfaattia. (3, s. 22.) Osa kaliumsulfaatista
reagoi rikkihnapon kanssa muodostaen kaliumvetysulfaattia alla olevan reaktio-

yhtalén mukaisesti:
K,S0, + H,S0, - 2K,HSO0,

Yksi gramma kaliumvetysulfaattia kuluttaa n. 0,3 ml rikkihappoa, mika taytyy

ottaa huomioon hapon maarassa. (3, s. 19.)

Hapon ja suolan suhde on yksi tadrkeimmista tekijoistd hajotuksessa. Suhde las-
ketaan jakamalla rikkihapon maara (ml) kaliumsulfaatin maaralla (g). Optimaali-
sella happo-suolasuhteella saadaan hapon kiehumispiste sdadettya sopivaksi.

Optimaalinen suhde riippuu naytetyypista. Tyypillinen suhde hajotuksen alkaes-
sa on 1,4-2,0. Naytteille, joilla hapon kulutus on suuri (esim. rasvaiset naytteet),

suhde hajotuksen alkaessa voi olla jopa 2,5-2,8. (3, s. 23.)

Mikali suhde on liilan korkea, hapon kiehumispiste nousee liian korkeaksi. Tal-
|6in on mahdollista, ettd osa naytteessa olevasta typesta haihtuu pois typpikaa-
suna (N,). Liian matalalla suhteella puolestaan hajotusaika pitenee. (3, s. 23.)
Lisaksi liian matalalla suhteella voi tapahtua ulossuolautumista néyteseoksen
jaédhtyessa hajotuksen jalkeen. Talldin seoksen sisaan voi jaada happotaskuja,

jotka reagoivat kiivaasti tislausvaiheessa. (2, s. 4.)

Hajotuksen kestoon ja tehokkuuteen voidaan vaikuttaa suolan lisaksi myos ka-
talyyteilla (3, s. 24). Tyypillisimmat katalyytit ovat elohopea, kupari, titaani ja
9



seleeni (5, s. 22). Naista elohopea on kaikkein tehokkain katalyytti. Elohopea
muodostaa hajotuksen aikana kompleksin ammoniumionien kanssa, joka on
rikottava hajotuksen jalkeen lisaamalla siihen natriumsulfiittia tai natriumtiosul-
faattia (2, s. 4). Negatiivisten ymparistovaikutuksien takia elohopean sijasta kay-
tetaan nykydan muita katalyytteja. Korvaaviksi katalyyteiksi on valikoitunut p&aa-
asiassa kupari ja jossain méaarin myos seleeni. Naita kaytetaan yli 90 %:ssa
nykyaan tehtavista hajotuksista. Kupariyhdisteista kaytetdan etenkin kuparisul-
faattia (CuS0,), joka on hyva kompromissi nopeuden, tehokkuuden ja ymparis-

toystavallisyyden valilla. (3, s. 26.)

Kjeldahl-menetelma kehitettiin alun perin proteiinien maarittamiseen. Suolan ja
katalyyttien lisdéamisen myota se laajeni myds muun tyyppisiin naytteisiin. On
kuitenkin typpiyhdisteita, joita ei saada hajotuksessa muuttumaan ammoni-
umioneiksi suola- ja katalyyttilisdyksista huolimatta. Tallaisia ns. refraktorisia
yhdisteita ovat yhdisteet, joissa typpi on hapettuneessa tai rengasrakenteisessa
muodossa. Naytteet, jotka sisaltavat refraktorisia yhdisteitd, taytyy kasitella en-
nen hajotusta tai hajotuksen jalkeen. (3, s. 28, 35.)

Esimerkiksi nitraattityppi (NO3) on refraktorinen yhdiste. Nitraattitypen maarit-
tamiseksi nayte taytyy kasitella pelkistimelld. Yksi kaytetty pelkistin nitraattity-
pen maarittdmiseen on Devardan seos. Devardan seos on lejeerinki, joka koos-
tuu alumiinista (44—-46 %), kuparista (49-51 %) ja sinkista (4—6 %). Devardan
seos pelkistaa nitraattitypen ammoniumioneiksi seuraavan reaktioyhtalén mu-

kaisesti:
3NO; +8Al+ 50H + 18 H,0 — 3 NH;(g) + 8 [Al(OH),]™ (5, s. 27.)
3.1.2 Tislaus

Hajotuksen jalkeen nayteseoksen annetaan jadhtya ja yleensa nayte laimenne-
taan vedella. Taman jalkeen naytteeseen lisatddn konsentroitua natriumhydrok-
sidia (NaOH) niin paljon, ettd nayteseos on riittdvan emaksinen (pH > 11). Nat-
riumhydroksidin tarkoitus on muuttaa ammoniumionit ammoniakiksi alla olevan

reaktioyhtaléon mukaisesti:

(NH,),80, + 2 NaOH - 2 NH; (g) + Na,S0, + 2 H,0
10



Natriumhydroksidin lisdédmisen jalkeen nayteseosta sekoitetaan ja kaynniste-
taan l[Ammitys. (2, s. 4.)

Tislauksessa vapautuva ammoniakkikaasu johdetaan vastaanottoliuokseen,
jonka tehtadvana on absorboida ammoniakkikaasu. Vastaanottoliuoksena kayte-
taan joko tunnettua happoliuosta (H,S0, tai HCI) tai boorihapon (H3B05) vesi-

liuosta. Vastaanottoliuokseen lisatdéan sopivaa indikaattoria. (2, s. 5.)
3.1.3 Titraus

Kjeldahl-analyysin viimeisessa vaiheessa, titrauksessa, maaritetaan vastaanot-
toliuokseen sitoutuneen typen maara. Titraus suoritetaan joko takaisin titrauk-

sena tai suorana titrauksena riippuen kaytetysta vastaanottoliuoksesta (2, s. 5).

Vastaanottoliuoksen ollessa tunnettua H,S0,-liuosta tapahtuu tislausvaiheessa

seuraava reaktio (ei varinmuutosta):
2NH; + H,S0, - (NH,),S0, + H,50, (2,s.5.)

Jaljelle jaanyt rikkihappo titrataan tunnetulla emaksella (esim. NaOH). Titrauk-

sessa tapahtuu alla oleva reaktio (varinmuutos paatepisteessa):
(NH,),S0, + H,S0, + 2 NaOH — Na,S0, + (NH,),S0, + 2 H,0 (2, s. 5.)

Mikali vastaanottoliuoksena kaytetdan boorihapon vesiliuosta, muodostaa boo-
rihappo tislausvaiheessa ammoniumionien kanssa ammonium-

boraattikompleksin seuraavan reaktioyhtalon mukaisesti (varinmuutos):
NH; + H3;BO, - NH;:H,BO3 + H;BO, (2,s.5.)

Tislauksessa muodostunut ammonium-boraattikompleksi titrataan tunnetulla
happoliuoksella (esim. H,S0,), jolloin paatepisteessa tapahtuu kaanteinen va-

rinmuutos. Titratessa tapahtuu oheinen reaktio:

2 NH}:H,BO; + H,S0, » (NH,),SO, + 2 H;BO, (2, s. 5.)
4 3
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Titrauksen jalkeen naytteen typpipitoisuuden laskukaava riippuu kaytetysta vas-
taanottoliuoksesta. Mikali vastaanottoliuoksena on kaytetty tunnettua happoliu-
osta, typpipitoisuus lasketaan kaavan 1 avulla.

[(hapon maara (ml)«hapon N)—(blank (ml)*emaksen N)]|—

emaksen maara (ml)xemaksen N)*1,4007
( 2ara (ml) ) KAAVA 1
naytteen massa (g)

Typpi —% =

missa N = normaalisuus (2, s. 6.)

Vastaanottoliuoksen ollessa boorihapon vesiliuosta, typpipitoisuus lasketaan

kaavan 2 avulla.

Typpi — % = (hapon miara (ml)—blank (ml))+hapon N1,4007 KAAVA 2

naytteen massa (g)

missa N = normaalisuus (2, s. 6.)
3.2 Dumas-menetelméa

Dumas-menetelmé&ssa nayte poltetaan nopeasti korkeassa lampdtilassa puh-
taan hapen lasna ollessa. Palotuotteet johdetaan pelkistyskammion lapi ja yli-
maaraiset yhdisteet poistetaan. Lopulta molekyylimuodossa oleva typpi johde-
taan detektorille. Dumas-menetelma vaatii hyvin homogeenisen naytteen. (4, s.
1.)

Menetelma voidaan jakaa kolmeen vaiheeseen, jotka ovat polttaminen, pelkis-
tys ja erotus seké detektointi. Polttovaiheessa néayte kuumennetaan uunissa
korkeaan lampétilaan (n. 1000 °C) ja poltetaan nopeasti puhtaan hapen lasna
ollessa. Palotuotteina syntyy useita kaasumaisia yhdisteita, joita ovat mm. hiili-

dioksidi, vesihdyry ja erilaiset typen oksidit (NO,). (4, s. 1.)
nayte + 0, » C0, + H,0 + NO, + O, + muita oksideja

Pelkistys ja erotusvaiheen aluksi kaasuseos ohjataan kuuman kuparisen pelkis-
tyskammion lapi. Kuuma kupari poistaa seoksesta hapen ja muuttaa typen ok-
sidit typpikaasuksi (N,). Taman jalkeen kaasuseos johdetaan loukkujen lapi,

jotka poistavat seoksesta vesihdyryn ja hiilidioksidin. (4, s. 1.)

€O, + H,0 + NO, + O, + Cu— CO,+ H,0+ N, > N,
12



Viimeisessa vaiheessa, detektoinnissa, typpikaasu johdetaan detektorille. De-
tektorin signaali muunnetaan naytteen kokonaistyppipitoisuudeksi. (4, s. 1.)

Verrattuna Kjeldahl-menetelmaan Dumas-menetelmén eduksi voidaan laskea
se, ettei menetelmalla ole rajoituksia naytteen sisaltamien typpiyhdisteiden suh-
teen. Nykyaikaisilla alkuaineanalysaattoreilla menetelma on my6s huomattavan
paljon nopeampi kuin Kjeldahl-menetelma. Yksi analyysi kestdd muutamia mi-
nuutteja, kun Kjeldahl-analyysi kestaa vahintaan tunnin. Dumas-menetelma ei

kayta myrkyllisia tai haitallisia kemikaaleja. (6, s. 2.)
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4 MENETELMAN VALIDOINTI

Kemiallisen mittausmenetelméan validoinnilla tarkoitetaan menettelya, jolla osoi-
tetaan analyyttisen mittausmenetelman sopivuus aiottuun kayttétarkoitukseen.
Taman vuoksi validointi on tarkea toimenpide menetelméan antamien tulosten
luotettavuuden varmistamiseksi. Validoinnilla osoitetaan, etta menetelman suo-
ritustapa on ymmarretty ja ettd menetelma on péateva sen kayttdolosuhteissa.
(7,s.25)

Kemiallisen mittausmenetelméan validoinnissa tutkitaan useita sen suoritusky-
kyyn vaikuttavia parametreja. Menetelmalle tehtavan validoinnin laajuus riippuu
menetelman kayttotarkoituksesta, kaytetysta laitteistosta sekd menetelman
kayttdolosuhteista. (7, s. 25-26.) Validoinnista pyritddn tekemaan mahdollisim-
man kattava, mutta aina ei ole tarkoituksenmukaista suorittaa kaikkia mahdolli-
sia toimenpiteita (8, s. 66).

Validoinnissa tutkittavia parametreja ovat selektiivisyys ja spesifisyys, lineaari-
suus, mittausalue, toteamisraja, maaritysraja, poikkeama (bias), saanto, hai-
rickestavyys/toimintavarmuus, tarkkuus ja oikeellisuus, toistotarkkuus, toistetta-
vuus ja mittausepavarmuus (7, s. 25-26).

4.1 Selektiivisyys ja spesifisyys

Menetelma on selektiivinen, jos se pystyy maarittdmaan analysoitavan aineen
monikomponenttisessa matriisissa siten, etteivat matriisin muut komponentit
hairitse sita (7, s. 27). Jos menetelma on taysin selektiivinen analysoitavalle
aineelle tai aineryhmalle, kutsutaan menetelméa spesifiseksi (8, s. 92). Taysin

spesifisid menetelmia on harvassa (kuva 1).

14
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SELEKTIIVISYYS Spesifinen
Alhainen Kohtalainen Korkea
PO spektrofotometria kromatografia |
titraus P 9 ;
|
EDTAtitraus kaasukromatograﬁa_ - |
massaspektrometria ,
|

neutroniaktivointianalyysi

KUVA 1. Eri menetelmien spesifisyys (7, s. 28)

4.2 Lineaarisuus ja mittausalue

Lineaarisuudella tarkoitetaan menetelman kykya tuottaa tietylla alueella riittava
lineaarinen korrelaatio tutkittavan analyytin pitoisuuden ja tulosten valilla. Kvan-

titatiivisessa tyoskentelyssa lineaarisuus maaritetaan yleensa viidella standardi-

liuoksella, joiden pitoisuudet kattavat koko mittausalueen. (Kuva 2.)

Mittausalue on pitoisuusalue, jolla menetelman tulokset saavuttavat hyvaksytta-

van tarkkuuden ja toistotarkkuuden. Mittausalue on yleensé laajempi kuin line-

aarinen alue. (8, s. 106.)
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KUVA 2. Menetelman lineaarisuus (7, s. 29)
4.3 Toteamisraja ja maaritysraja

Toteamisrajalla (limit of detection) tarkoitetaan pieninta maaritettdvan analyytin
pitoisuutta, joka analyysimenetelmalla voidaan havaita. Yleensa toteamisraja

maadritetddn keskihajonnan avulla kaavan 3 mukaisesti. (8, s. 102.)
LOD = ug + 3s, KAAVA 3
MIissa up = nollanaytteiden tulosten keskiarvo

So = mittaussarjan keskihajonta

Maaritysrajalla (limit of quantitation) tarkoitetaan pienintd maaritettavan analyy-
tin pitoisuutta, jolle voidaan esittéa epavarmuusarvio (7, s. 30). Myds maaritys-
raja maaritellaén yleensa nollanaytteiden keskihajonnan avulla kaavan 4 mu-
kaisesti (8, s. 102).

LOQ = pg + 10s, KAAVA 4
16



Missa up = nollanaytteiden tulosten keskiarvo
So = mittaussarjan keskihajonta
4.4 Poikkeama

Poikkeamalla (bias) tarkoitetaan mittalaitteen systemaattista virhetta. Se voi

aiheutua esimerkiksi seuraavista syista:

e systemaattinen mittalaitteen vaarin lukeminen
e vaaran kalibroinnin perusteella saadetty mittalaite
¢ rajallinen havaitsemistehokkuus

e mittalaitteen epékuntoisuus. (7, s. 31.)

Menetelm&a validoitaessa on tarke&a tietaa koko analyysimenetelmén syste-
maattinen kokonaisvirhe eli kokonaispoikkeama (B). Kokonaispoikkeama on
mittaustuloksen ja teoreettisen arvon valinen ero ja se lasketaan kaavan 5 mu-
kaisesti. (7, s. 31.)

B=x-T KAAVA 5
missa x = useiden mittaustulosten keskiarvo
T = teoreettinen arvo

Kokonaispoikkeama voidaan ilmoittaa myos prosentteina kaavan 6 mukaisesti
(7, s. 31).

B(%) = ==L KAAVA 6

T+100

missa x = useiden mittaustulosten keskiarvo
T = teoreettinen arvo

Analyysimenetelman kokonaispoikkeama muodostuu laboratorion omien sys-
temaattisten virheiden lisaksi my6s menetelmaan siséltyvistd systemaattisista

virheista (kuva 3).
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Laboratorion mittausten keskiarvo (x) Teoreettinen arvo (T)

Kokonaispoikkeama

Laboratorioiden vilisissi
vertailumittausksissa saatu keskiarvo

Menetelmin poikkeama

KUVA 3. Analyysimenetelman poikkeamatyypit (7, s. 32)
4.5 Saanto

Saannolla tarkoitetaan analyysimenetelman kykya havaita tutkittavan analyytin

kokonaismaara (7, s. 32).
Maaritettdvan analyytin saantoa voidaan tutkia seuraavilla tavoilla:

e vertaamalla standardoituun vertailumateriaaliin
e vertaamalla tuloksia luotettavaksi osoitetun menetelméan tuloksiin

e tunnetun lisdyksen takaisinsaantokokeella. (8, s. 114.)
Saanto ilmoitetaan yleensa prosentteina kaavan 7 mukaisesti (8, s. 114).
S-U
RzT*100% KAAVA 7
missa R = saanto — %

S = lisdyksen sisdltaman ndytteen mitattu pitoisuus

18



U = naytteen alkuperainen mitattu pitoisuus
C = lisayksesta johtuva tunnettu konsentraation kasvu
4.6 Hairiokestavyys/toimintavarmuus

Hairiokestavyydella tarkoitetaan menetelman antamien tulosten herkkyyttd me-
netelman pienille muutoksille. Toimintavarmuudella tarkoitetaan menetelman
kykya tuottaa hyvaksyttyja tuloksia menetelmén pienista poikkeamista huolimat-
ta. (7, s. 33.)

On tavallista, etta eri laboratorioiden menettelytavat eroavat toisistaan, vaikka

kaytettaisiin samaa menetelmaa. Eroilla voi olla vaikutusta menetelman toimin-
tavarmuuteen. Laboratoriot testaavat hairibkestavyytta ja toimintavarmuutta te-
kemalla menetelmé&an todellisissa tilanteissa ilmenevid muutoksia ja seuraavat

niiden vaikutuksia menetelmaan. (7, s.34.)
4.7 Tarkkuus, oikeellisuus ja toistotarkkuus

Tarkkuudella tarkoitetaan menetelman antamien tuloksien ja todellisen arvon
laheisyytta (8, s. 112). Oikeellisuudella tarkoitetaan useiden mittausten tulok-
sien keskiarvon laheisyytta todellisen arvon kanssa (7, s. 35). Nain ollen tark-
kuus karakterisoi menetelman systemaattista ja satunnaisvirhetta, kun taas oi-
keellisuus karakterisoi pelkastdan systemaattista virhetta (8, s. 112). Toistotark-
kuudella tarkoitetaan menetelman antamien keskendan riippumattomien tulos-

ten vastaavuutta ja se yleisimmin ilmoitetaan keskihajontana (8, s. 107).

Kuva 4 havainnollistaa ylla olevia kasitteita.
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KUVA 4. Menetelméan oikeellisuuden ja toistotarkkuuden valinen ero (7, s. 36)

4 .8 Toistettavuus

Toistettavuudella tarkoitetaan toistotarkkuuden lajia, missa mittaukset tehdaan
lyhyella aikavalilla toistettavissa olosuhteissa (8, s. 107). Toistettavuus méaarite-
taan tekemalla rinnakkaismaarityksia eri pitoisuuksilla olevista naytesarjoista (7,
s. 37).

4.9 Mittausepavarmuus

Mittausepavarmuudella tarkoitetaan mittaustulokseen liittyvaéa arviota, joka il-
moittaa valin, jonka sisélla todellisen arvon voidaan olettaa olevan tietylla to-
dennékdisyydella. Mittausepavarmuuden ilmoittaminen tulosten yhteydessa on

oleellista tulosten luotettavuuden kannalta. (8, s. 119.)

Yleensa mittausepavarmuus maaritetddn systemaattisen virheen (poikkeama)
ja satunnaisvirheen avulla, ja se lasketaan kaavan 8 mukaisesti (8, s. 122).

u= \/(Serr)z + (Rerr)z KAAVA 8

missa u = mittausepavarmuus
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Serr = Systemaattisen virheen estimaatti

R, = satunnaisvirheen estimaatti

Mikali mittausepavarmuus lasketaan varmennetun vertailumateriaalin tuloksista,

lasketaan mittausepavarmuus kaavan 9 avulla (8, s. 126).

u = Ju(R,)? + (u(bias))? KAAVA 9
missa u(R,,) = laboratorion sisdinen uusittavuus

u(bias) = systemaattinen virhe (bias)
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5 VALIDOITAVA MENETELMA

Validointi kattoi kaksi yrityksen sisdistd menetelméaa:

e syp4.04: raakavalkuaisen (rehuanalyysi) ja kokonaistypen maaritys kas-
vinaytteista

e syp5.04: kokonaistypen méaaritys kasvualustoista ja lietteista.
Validoinnissa kaytettiin seuraavia laitteistoja:

Markapolttolaitteistot: Foss Tecator 2020 ja Foss Tecator Digestion Unit 20 va-
rustettuina vesisuihkupumpuilla toimivilla kaasunpoistojarjestelmilla. Typpiana-

lysaattori: Foss Tecator Kjeltec 2300.

Menetelman sovellusalueena ovat kasvien, kasvualustojen ja lietteiden koko-

naistypen maaritykset. Menetelmén periaate on seuraava:

Naytteessa oleva typpi hajotetaan rikkihappopoltolla ammoniumsulfaatiksi kayt-
taen katalyyttina kalium- (K,S0,) ja kuparisulfaattia (CuS0,). Katalyytin avulla
rikkihapon kiehumispiste saadaan nostettua lampoétilaan 400 °C, jossa naytteen
komponentit hajoavat paremmin kuin puhtaan rikkihapon kiehumispisteessa.

Liuoksessa oleva ammoniumtyppi maaritetaan Kjeldahl-tislauksen ja titrauksen
avulla, joiden periaate on seuraava: Ammoniumionit (NH;) muutetaan emak-
sen (NaOH) avulla ammoniakiksi (NH3). Syntynyt ammoniakki tislataan vesi-
hoyrylla vastaanottoliuokseen (boorihappo) ja titrataan tunnetulla happoliuoksel-
la (0,1 M HCI) bromkresolivihnred/metyylipuna -liuos indikaattorina. Kaytetty lait-

teisto suorittaa HCI -titrauksen automaattisesti.
Menetelman perustana ovat seuraavat ohjeet:

e SO 937:1978 — 1978-12-01 Meat and meat products — Determination of
nitrogen content (Reference method)
e |SO 1871:1975 — 1975-12-01 Agricultural food products — General direc-

tions for the determination of nitrogen by the Kjeldahl method.
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6 VALIDOINNIN SUORITUS

Validointi tehtiin akkreditointia varten. Validoinnin tavoitteena oli osoittaa tai

maarittaa:

e menetelmalla tuotettujen tulosten oikeellisuus ja vertailukelpoisuus kan-

sainvalisiin referenssimateriaaleihin ndhden
e menetelmén suorituskykyéa kuvaavat tunnusluvut, kuten maaritysraja,

mittausalue ja mittausepavarmuus jne.
Kaikki validointiin liittyvat mittaukset tehtiin 12.6.2013 — 13.8.2013.
6.1 Toteamis- ja maaritysraja

Toteamis- ja maaritysraja tutkittiin mittaamalla nollanayte (tyhja putki) 10 kertaa.
Tuloksista laskettiin keskihajonta s,. Toteamisraja (LOD) ja maaritysraja (LOQ)

laskettiin seuraavilla kaavoilla 10 ja 11.
LOD = 3s, KAAVA 10
LOQ = 10s, KAAVA 11

Rajat muutettiin typpipitoisuudeksi kaavalla 12.

Vuci*Myc1+14,007
m

Kok.N = KAAVA 12

Missa: V¢ = titraushapon kulutus
My, = titraushapon molaarisuus (0,09982 mTOl)

m = massa, mita kohden typpipitoisuus lasketaan (2 g)
6.2 Mittausalue

Mittausalueen ylapaa tutkittiin tekemalla ammoniumkloridista (NH,CI) niin va-
keva nayte, ettei vastaanottoastian tilavuus riittdnyt kaiken ammoniumtypen
titraamiseen. Titrauskulutus muutettiin typpipitoisuudeksi kohdassa 6.1 esitetylla

kaavalla 12.
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6.3 Oikeellisuus, tarkkuus ja laboratorion poikkeam a

Tulosten oikeellisuutta, tarkkuutta ja laboratorion poikkeamaa (uBias) arvioitiin

analysoimalla sertifioituja vertailumateriaaleja, joita olivat

e NCS DC73349: Bush Branches and Leaves, NCS

e 1547 P.Leaves: Peach Leaves, NIST

e NJV 94-2 E.Peat: Energy Peat (Sphagnum), Swedish University of Agri-
cultural Sciences

e 1573a T.Leaves: Tomato Leaves, NIST

e OC M.Sludge A: QC Municipal Sludge A, VKI.

6.4 Laboratorion sisdinen uusittavuus

Laboratorion sisaisen uusittavuuden (uRw) arvioimiseksi tehtiin duplikaattimaa-
rityksia reaalisista naytteista (n = 50) sekéa analysoitiin pitkalla aikavalilla (n >
20) QC-liuosta eri pitoisuustasoilla. Kaytetyt naytteet:

e neulaset

e rehut

e furpeet

e humukset
e sedimentit
o lietteet

e QC-liuos (ammoniumstandardiliuos 1000 mg/l).
6.5 Mittausepavarmuus

Mittausepavarmuudet tehtiin Nordtest raportti TR 537 -teoksessa esitettyjen
periaatteiden mukaisesti. Epavarmuusarviot laskettiin ns. laajennettuna mit-
tausepavarmuutena eri pitoisuustasoille (95 %:n luottamustaso, k = 2) kaavan

13 avulla.

U = 2 *\Ju(bias)? + u(R,)? KAAVA 13
missa U = laajennettu mittausepavarmuus

24



u(bias) = laboratorion poikkeama
u(R,,) = laboratorion sisdinen uusittavuus
6.5.1 Laboratorion poikkeama

Laboratorion poikkeama, u(bias), arvioitiin varmennettujen vertailumateriaalien

avulla. Talloin se voidaan laskea kaavan 14 avulla.

u(bias) = / (RMSy;q5)? + u(Cref)? KAAVA 14

i N2
Missd RMSy; s = /Z(bl%

. . s . U
u(Cref) = vertailumateriaalin sertifikaatista (E)

bias = poikkeama vertailuarvosta prosentteina
Spias = naytteiden keskihajonta

Varmennettujen vertailumateriaalien osalta havaittujen poikkeamien tilastollinen
merkitsevyys testattiin luottamusvalitarkastelulla (S = merkittava poikkeama, NS

= ei merkittava poikkeama).

95 %:n luottamusvali laskettiin kaavalla 15.
L=x+ (to,os(v)) % j_% KAAVA 15
Missa u = todellinen arvo

X = tulosten keskiarvo

to,0s(v) = kaksi suuntaisen t — jakauman arvo
Sy = keskihajonta

n = maaritysten lkm
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6.5.2 Laboratorion sisainen uusittavuus

Laboratorion sisaista uusittavuutta, u(R,,), arvioitaessa analysoitiin QC-liuosta
eri pitoisuustasoilla seka reaalisista naytteista tehtyja rinnakkaismaarityksia.
Na&in saatiin yhdistettya pitka ja lyhyt aikavali seka reaalinen naytematriisi. Esti-

maattia laskettaessa kaytettiin kaavaa 16.

u(R,) = VR1% + R22 KAAVA 16
missa R1 = QC — liuokset

R2 = duplikaattidata

26



7 VALIDOINNIN TULOKSET

Kaikki taulukoissa 1-6 olevat lukuarvot ovat pyoristettyja. Laskelmat on kuiten-

kin tehty tarkoilla lukuarvoilla Microsoft Excel -ohjelmassa. Kaikki validoinnin

tulokset on laskettu 2 g naytemaaraa kohti.

TAULUKKO 1. Menetelm&n toteamis- ja maaritysraja

LOQ (kaytet-

n So LOD LOQ tava)
mg/kg | mg/kg mg/kg
10 0,012417| 26,042 | 86,80668 100

TAULUKKO 2. Menetelman mittausalue

Alaraja
Mittausalue:| (LOQ) Ylaraja
mg/kg mg/kg
100 53000

TAULUKKO 3. QC-liuoksen typpipitoisuudet eri pipetointimaarilla (R1 estimaatit

uusittavuushajontaan uRw)

QC-liuoksen pitoisuudet (mg/kg) (n>20)
1ml 2 ml 10 ml 20 ml 40 ml
Keskiarvo 391,57 801,82 3885,47 7753,67 15510,40
Keskihajonta 33,50 26,26 22,68 33,16 46,51
R1 8,55 3,28 0,58 0,43 0,30

TAULUKKO 4. Duplikaattinaytteiden hajonnat (R2 estimaatti uusittavuushajon-

taan uRw)

Duplikaattinaytteiden
hajonnat (n=50)

RSD

1,47

R2*

1,89

* R2 estimaatiksi valittiin 75-prosenttitason prosenttipiste.
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TAULUKKO 5. Vertailumateriaalien tulokset ja laboratorion poikkeama (ubias)

Nayte ka. sd n ka:n luottamusv. vp vp:n luottamusv. u(Cref) M SRM bias
ka.saanto,
g/kg  g/kg g/kg % (SINS) % %
NCS DC73349 15,1 0,21 10 14,9 15,2 15,0 14,7 - 15,3 1,00 NS 100,5 0,5
1547 P.Leaves 29,2 0,31 10 29,0 295 294 282 - 30,6 2,04 NS 99,4 -0,6
NJV 94-2 11,2 0,17 10 11,0 11,3 11,0 10,6 - 11,5 2,05 NS 101,4 1,4
1573a 30,3 0,29 10 30,1 30,5 30,3 288 - 31,8 2,48 NS 100,1 0,1
QC M.Sludge A 44,3 0,59 10 43,9 44,7 440 434 - 44,6 0,68 NS 100,6 0,6
ka. uCref 1,65 RMSbias 0,8
uBias 1,82
TAULUKKO 6. Mittausepavarmuus
Pitoisuusalue Kaytettavat
mg/kg R1 R2 U(rw) | u(bias) u U U
100-500 8,55 1,89 8,76 1,82 8,95 | 17,90 20
500-1000 3,28 1,89 3,78 1,82 4,20 8,40 10
>1000 0,58 1,89 1,98 1,82 2,69 5,38 6
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8 YHTEENVETO

Taman opinnaytetyon tarkoituksena oli validoida uudelleen Ahma Ympéaristo
Oy:n pitkdan kaytossa ollut kokonaistypen méaaritysmenetelma akkreditointia

varten. Menetelma on ns. Kjeldahl-menetelma.

Validointiin liittyvat mittaukset suoritettiin kesdn 2013 aikana. Validoinnin tavoit-
teena oli osoittaa menetelman tulosten oikeellisuus ja luotettavuus seka maarit-

téaa sen suorituskykya kuvaavia tunnuslukuja.

Oikeellisuutta, tarkkuuta ja laboratorion poikkeamaa arvioitiin analysoimalla ser-
tifioituja vertailumateriaaleja, joita oli 5 kappaletta. Laboratorion siséista uusitta-
vuutta puolestaan arvioitiin analysoimalla pitkalla aikavalilla QC-liuosta eri pitoi-

suustasoilla sekéa tekemalla rinnakkaismaarityksia reaalisista naytteista.

Validointi onnistui kokonaisuutena erittain hyvin. Varmennettujen vertailumateri-
aalien analyysituloksissa ei havaittu tilastollisesti merkittaviad poikkeamia. Kaik-
kien viiden vertailumateriaalin keskimaaraiset saannot poikkesivat maksimis-

saan 0,6 %, joka on mielestani erinomainen tulos.

Vertailumateriaalien tulokset ovat hyva esimerkki tamén Kjeldahl-menetelmaan
pohjautuvan analyysimenetelmén luotettavuudesta. Tata tukee myds tekemani
koonti menetelmassa kaytettavan kontrollindytteen tuloksista. Kerasin kaikki

menetelmalla tehdyt kontrollindytteen analyysitulokset yli kolmen vuoden ajalta

(n > 100) ja laskin tuloksille suhteellisen keskihajonnan, joka oli vain 1,3 %.

Maaritysrajat, laboratorion poikkeamat, sisaiset uusittavuudet ja laajennetut mit-
tausepavarmuudet ovat menetelmén sovellusalueen edellyttamalla tasolla. Nai-

den tulosten valossa akkreditoinnin myontamiselle ei pitéisi olla estetta.
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VERTAILUMATERIAALIEN ANALYYSITULOKSET LITE 1/1
NCS 1547 NJV 94-2 QC M.Sludge

BB&L P.Leaves E.Peat 1573a T.Leaves A

Kuiva-aine % 93,47 94 91,7 93,47 94,08
Varmennettu pit.
N% 1,5+0,03 2,94+0,12 1,10+0,045 3,03+0,15 44 g/lkg SD 1,5
Pitoisuus Ka:ta kohden

Massa (g) | Kulutus (ml) (g/kqg) (g/kg) N %
NCS BBé&L 0,9546 9,5538 13,9932 14,9708 1,50
0,9672 9,6254 13,9144 14,8865 1,49
0,9472 9,4738 13,9844 14,9614 1,50
1,0118 10,1648 14,0465 15,0278 1,50
0,9326 9,551 14,3191 15,3195 1,53
0,9695 9,883 14,2529 15,2487 1,52
0,9506 9,8182 14,4410 15,4499 1,54
0,9613 9,7686 14,2081 15,2007 1,52
0,9385 9,2894 13,8394 14,8062 1,48
0,9834 9,7983 13,9310 14,9043 1,49
1547 P.Leaves 0,5107 10,0478 27,5086 29,2644 2,93
0,5469 10,9073 27,8851 29,6650 2,97
0,5372 10,5714 27,5143 29,2706 2,93
0,6049 11,8974 27,4999 29,2552 2,93
0,5231 10,4134 27,8337 29,6103 2,96
0,5428 10,671 27,4870 29,2415 2,92
0,5028 9,9006 27,5314 29,2888 2,93
0,512 10,0822 27,5327 29,2901 2,93
0,5464 10,5674 27,0408 28,7668 2,88
0,5407 10,4177 26,9388 28,6583 2,87
NJV 94-2 E.Peat 1,3353 9,6558 10,1105 11,0256 1,10
1,2653 9,5431 10,5453 11,4998 1,15
1,3255 9,7796 10,3158 11,2495 1,12
1,3947 10,2197 10,2452 11,1725 1,12
1,3121 9,6686 10,3029 11,2354 1,12
1,2266 9,0167 10,2780 11,2083 1,12
1,2535 9,1636 10,2213 11,1464 1,11
1,3601 9,8666 10,1428 11,0609 1,11
1,005 7,2001 10,0169 10,9236 1,09
1,1975 8,6262 10,0718 10,9834 1,10
1573a T.Leaves 0,5157 10,3653 28,1027 30,0660 3,01
0,5502 11,166 28,3753 30,3576 3,04
0,5242 10,5753 28,2071 30,1777 3,02
0,5586 11,333 28,3666 30,3483 3,03
0,6004 12,4204 28,9239 30,9446 3,09
0,6012 12,239 28,4636 30,4521 3,05
0,5950 12,1428 28,5341 30,5276 3,05
0,5281 10,7604 28,4889 30,4791 3,05
0,7562 15,1773 28,0621 30,0226 3,00
0,8075 16,2036 28,0564 30,0165 3,00
| QC M.Sludge A 0,3663 10,8553 41,4350 44,0423 4,40




VERTAILUMATERIAALIEN ANALYYSITULOKSET LITE 1/2
0,3707 11,0876 41,8194 44,4509 4,45
0,4996 14,7384 41,2468 43,8423 4,38
0,7482 22,1482 41,3889 43,9933 4,40
0,3598 10,6486 41,3803 43,9842 4,40
0,3872 11,5412 41,6753 44,2977 4,43
0,3697 11,0334 41,7275 44,3532 4,44
0,3538 10,5761 41,7956 44,4256 4,44
0,4041 11,8688 41,0658 43,6499 4,36
0,4742 14,6082 43,0723 45,7826 4,58




DUPLIKAATTINAYTTEIDEN ANALYYSITULOKSET LITE 2/1

Massa Kulutus Ka pit. Pitoisuus | Ka:ta kohden | Keskiarvo
Nayte (9) (ml) % (9/kg) (9/kg) (9/kg) SD | RSD
K75-1 (rehu) 0,753 18,044 93,3 33,505 35,911 35,693 /0,387 |1,085
0,753 17,813 33,098 35,474
K76-4 (neulas) | 0,8459 10,187 94,8 16,838 17,762 17,660 ]0,181|1,024
0,7678 9,140 16,645 17,558
38-13 (turve) 2,73 6,561 26,94 3,360 12,472 12,695 ]0,395]3,109
3,31 8,239 3,480 12,918
8-13 (turve) 3,3439 31,106 52,3 13,006 24,868 24,896 0,049 0,196
3,2865 30,639 52,3 13,035 24,923
15-13 (liete) 0,7966 21,125 98,4 37,078 37,681 37,417 10,468|1,252
0,7700 20,133 98,4 36,559 37,153
15-13 (humus) 4,40 5,976 10,4 1,899 18,259 18,882 1,103|5,844
5,93 8,603 10,4 2,028 19,504
15-13 (liete) 3,01 19,483 18,98 9,050 47,681 47,395 ]0,508 1,071
3,00 19,185 18,98 8,941 47,109
15-13 (turve) 3,08 10,137 40,96 4,602 11,235 11,449 10,380]3,319
4,41 15,069 40,96 4777 11,664
28-13 (liete) 2,220 19,798 29,84 12,469 41,787 41,275 10,907 | 2,198
2,410 20,966 29,84 12,164 40,763
28-13 (liete) 2,220 24,334 35,285 15,326 43,434 42,867 1,006 2,346
2,310 24,659 35,285 14,925 42,300
28-13 (liete) 2,380 25,486 34,865 14,972 42,944 42,693 ]0,445|1,043
2,160 22,860 34,865 14,797 42,442
28-13 (maa) 4,870 8,928 71,145 2,563 3,603 3,578 0,044 | 1,236
5,14 9,293 71,145 2,528 3,553
28-13 (maa) 4,73 8,125 67,68 2,402 3,548 3,541 0,013|0,367
4,80 8,211 67,68 2,392 3,534
28-13 (maa) 4,95 8,065 73,88 2,278 3,084 3,066 0,031|1,005
5,15 8,297 73,88 2,252 3,049
29-13 (liete) 2,280 13,603 23,84 8,342 34,992 35,178 0,330 0,937
2,650 15,979 23,84 8,431 35,364
29-13 (liete) 1,000 33,215 84,71 46,441 54,823 54,975 10,2680,488
1,260 42,082 84,71 46,697 55,126
33-13 (liete) 2,710 21,670 28,45 11,180 39,297 40,015 [1,2733,181
2,850 23,622 28,45 11,589 40,733




DUPLIKAATTINAYTTEIDEN ANALYYSITULOKSET LITE 2/2
33-13 (neulas) | 0,8014 12,714 95,8 22,182 23,155 23,309 |0,273|1,173
0,8072 12,977 95,8 22,478 23,463
33-13 (neulas) | 0,7694 10,115 95,7 18,382 19,208 19,057 |0,2681,408
0,7793 10,084 95,7 18,092 18,905
KL472/4 (lanta) | 0,754 16,847 94,37 31,241 33,105 33,019 |0,151)0,458
0,907 20,164 94,37 31,080 32,934
34-13 (kompos-
ti) 2,0514 8,212 22,11 5,597 25,313 25,908 1,054 4,070
2,3980 10,050 22,11 5,860 26,503
34-13 (kompos-
ti) 1,2502 8,627 37,19 9,648 25,943 25,885 |0,103|0,399
1,3751 9,446 37,19 9,605 25,827
35-13 (liete) 5,750 22,579 10,16 5,490 54,040 53,688 |0,623|1,161
3,450 13,371 10,16 5,419 53,337
35-13 (liete) 3,960 32,721 21,385 11,553 54,023 53,583 0,780 1,455
4,380 35,602 21,385 11,365 53,143
36-13 (liete) 5,020 17,358 22,53 4,835 21,459 21,295 |0,290|1,361
5,100 17,366 22,53 4,761 21,132
36-13 (liete) 3,310 15,841 15,3 6,691 43,735 43,142 1,051 2,435
4,990 23,234 15,3 6,510 42,550
36-13 (kasvi) 1,0221 10,186 94,97 13,934 14,672 14,679 ]0,013|0,090
1,0800 10,774 94,97 13,948 14,687
37-13 (lehti) 0,773 22,251 89,05 40,225 45,172 45,071 ]0,178|0,394
0,868 24,861 89,05 40,047 44,971
38-13 (turve) 2,890 11,700 27,6 5,660 20,509 20,170 |0,600 2,976
3,230 12,645 27,6 5,474 19,832
38-13 (turve) 3,56 12,460 32,92 4,894 14,866 14,618 0,439 3,002
3,32 11,233 32,92 4,731 14,371
K72-13 (neu-
las) 0,8170 9,201 96,71 15,745 16,281 16,243 0,068 0,420
0,7866 8,816 96,71 15,671 16,204
38-13 (turve) 3,85 21,104 32,265 7,664 23,754 23,951 |0,350|1,461
4,06 22,625 32,265 7,792 24,149
39-13 (liete) 2,610 23,277 27,365 12,469 45,567 46,065 [0,883|1,917
2,980 27,158 27,365 12,742 46,563
39-13 (lehti) 0,707 20,188 94,24 39,902 42,340 42,315 10,046 0,108
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0,729 20,788 94,24 39,853 42,289
39-13 (lehti) 0,748 22,062 91,95 41,233 44,843 44,660 ]0,324|0,726
0,769 22,505 91,95 40,896 44,477
39-13 (lehti) 0,708 25,492 89 50,342 56,564 55,835 |1,292|2,314
0,684 23,983 89 49,045 55,106
39-13 (lehti) 0,7434 22,250 78,97 41,847 52,991 52,825 0,295 0,559
0,7684 22,854 78,97 41,584 52,658
39-13 (lehti) 0,7821 26,821 89,17 47,948 53,771 53,650 |0,215|0,401
0,8310 28,369 89,17 47,732 53,529
40-13 (liete) 3,650 41,236 17,77 15,796 88,892 89,642 |1,330|1,484
2,230 25,619 17,77 16,063 90,393
40-13 (liete) 6,880 16,642 11,2 3,382 30,197 29,896 |0,535|1,789
3,470 8,226 11,2 3,315 29,594
K74-13 (neu-
las) 0,68 8,034 98,24 16,519 16,815 16,724 0,161|0,963
0,78 9,116 98,24 16,341 16,634
K72-13 (neu-
las) 0,8116 9,220 94,18 15,884 16,865 17,195 0,584 3,396
0,8050 9,502 94,18 16,504 17,524
K75-13 (rypsi) 0,868 23,293 96,67 37,543 38,836 38,941 |0,187|0,480
1,009 27,229 96,67 37,746 39,047
K76-13 (neu-
las) 0,758 6,145 96,12 11,330 11,787 11,909 ]0,217|1,823
0,771 6,381 96,12 11,565 12,032
K76-13 (neu-
las) 0,7478 8,666 94,98 16,203 17,059 16,998 |0,108]0,637
0,8370 9,630 94,98 16,087 16,937
K72-13 (neu-
las) 0,7391 6,355 96,53 12,021 12,453 12,521 0,120 0,957
0,7474 6,496 96,53 12,152 12,588
K69-13 (neu-
las) 0,7354 7,233 96,04 13,751 14,318 14,455 10,243|1,678
0,7267 7,284 96,04 14,014 14,592
K69-13 (neu-
las) 0,8034 6,488 95,61 11,291 11,809 11,713 ]0,171|1,457
0,7723 6,135 95,61 11,107 11,617
K69-13 (neu-
las) 0,7740 6,798 96,53 12,279 12,721 12,684 0,064 | 0,507
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0,7349 6,417 96,53 12,209 12,648
K68-13 (neu-
las) 0,779 8,021 96,04 14,406 15,000 14,972 10,049|0,327
0,741 7,606 96,04 14,353 14,945




QC-LIUOKSEN ANALYYSITULOKSET
Pipetointi:

Pohjataso | Saantokoe % imi 2ml 10ml 20ml 40ml
0,3500 99,6 0,458 1,151 5,581 11,124 | 22,174
0,3520 99,7 0,542 1,075 5,544 11,040 | 22,141
0,3490 99,5 0,600 1,058 5,531 11,066 | 22,195
0,3000 99,3 0,621 1,197 5,631 11,131 | 22,158
0,3800 99,8 0,604 1,141 5,574 11,043 | 22,121
0,2980 99,4 0,604 1,188 5,527 11,047 | 22,183
0,3000 99,4 0,535 1,154 5,525 11,072 | 22,162
0,2800 99,5 0,559 1,190 5,529 11,139 | 22,119
0,3250 99,4 0,522 1,102 5,524 11,063 | 22,078
0,3580 100,4 0,503 1,157 5,583 11,067 | 22,235
0,3600 100,4 0,593 1,134 5,579 11,090 | 22,141
0,3620 100,2 0,587 1,158 5,569 11,006 | 22,212
0,2400 99,6 0,591 1,163 5,538 11,163 | 22,253
0,2470 100,1 0,600 1,192 5,610 11,113 | 22,226
0,2470 99,8 0,608 1,180 5,547 11,168 | 22,356
0,2550 100,4 0,600 1,172 5,582 11,105 | 22,230
0,2900 99,7 0,549 1,168 5,539 11,094 | 22,152
0,3420 100,4 0,493 1,140 5,507 11,112 | 22,183
0,3567 100,7 0,486 1,113 5,531 11,015 | 22,140
0,3600 100,5 0,522 1,134 5,579 11,165 | 22,317
0,3550 100,4 0,590 1,119 5,588 11,091 | 22,142

Pitoisuus
(mg/kg) imi 2ml 10ml 20ml 40ml
319,833 | 804,932|3901,618| 7776,53|15501,82
378,767 | 751,451 |3875,542|7717,597 | 15478,54
419,174 | 739,846 | 3866,663 | 7736,123 | 15516,22
434,274 | 837,090 | 3936,572 | 7781,354 | 15490,21
422,180 | 797,661 | 3896,724 | 7719,974 | 15464,42
421,970 | 830,308 | 3863,937 | 7722,491 | 15508,04
374,013 | 806,959 |3862,539 | 7740,248 | 15492,94
390,721 | 831,916 | 3865,545 | 7787,156 | 15463,09
364,715| 770,327 | 3861,49|7733,746|15434,36
351,292 | 808,916 |3902,876 | 7736,752 | 15544,25
414,280 | 792,418 | 3900,08|7753,111| 15478,4
410,086 | 809,545 | 3893,229 | 7694,178 | 15528,31
413,162 | 813,321 |3871,627 | 7804,144 | 15556,84
419,244 | 833,035|3921,542| 7769,12|15538,24
424,767 | 824,856 | 3877,709| 7807,43|15628,63
419,174 | 819,263 |3902,247 | 7763,527 | 15540,83
383,730 | 816,676 | 3872,256 | 7755,488 | 15486,23
344,651 | 796,822 |3849,606 | 7768,421 | 15508,11
339,827 | 778,296 |3866,733 | 7700,609 | 15477,98
364,925| 792,418 | 3900,08|7805,193|15601,72
412,253 | 782,211 |3906,302| 7753,88|15479,17

LIITE 3



