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A FOSS Kjeltec analyser has been relocated from another SGS Finland Oy la-
boratory to Karkkila, where it will be put into operation and validated for the
Kjeldahl method, which measures nitrogen concentrations in solid environmental
samples. The analyser will be used to develop and validate a new method for
analysing samples with lower nitrogen concentrations, which will meet the quality
requirements and measurement conditions of the Karkkila laboratory.

The goal of this thesis was to validate the new method using a statistical-mathe-
matical approach, which involves running parallel determinations on different
samples and sample matrices, such as sediment, sand, and soil, over several
days. The validation parameters were used to determine the limits of the method
and the measurement uncertainties that characterise its performance and quality.

The method for solid environmental samples was developed and validated to be
consistent with the previous method and to achieve target values or values close
enough for Karkkila laboratory’s standards. As a result, Karkkila received a sec-
ond analyser available for analytical use for nitrogen determinations, providing
increased capacity for nitrogen analysis in solid environmental samples.

Key words: validation, method development, Kjeldahl, FOSS Kjeltec analyser,
total nitrogen, sediment
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1 JOHDANTO

Taman opinnaytetyon toimeksiantaja SGS Finland Oy on kansainvalinen tarkas-
tus-, testaus-, verifiointi- ja sertifiointiyritys, jolla on Suomessa kaksi ymparisto-
analyysilaboratoriota Karkkilassa ja Kotkassa. SGS Finland Oy tarjoaa muun mu-
assa lannoite-, maanparannusaine- ja ymparistoanalytiikkaa. Yksi tarjottavista
analyyseista on kiinteiden ymparistonaytteiden kokonaistypen maarittaminen
Kjeldahl-menetelmalla. (SGS n.d.) Opinnaytetyo suoritettiin Karkkilan laboratori-
0ssa, jossa on ollut kdytéssa FOSS Tecator Line -analysaattori typpiyhdisteiden
maarittamiseen muun muassa lannoite- ja kompostinaytteista, mutta koska yri-
tyksen tavoitteena on keskittaa Kjeldahl-typpianalyysitoiminta laboratorioiden va-

lilld, Kotkan toimipisteen analysaattori on tuotu Karkkilaan.

Kotkasta tullutta analysaattoria on aiemmin kaytetty pienien typpipitoisuuksien
maarittdamiseen jatevesista ja sedimenteista. Menetelmaa ja analysaattoria tul-
laan hyodyntamaan erityisesti sedimentin typpipitoisuuden analysointiin, joka on
tarkeaa, koska se antaa tietoa ravinteiden kiertokulusta vesiekosysteemeissa.
Typpi on keskeinen ravinne levien ja muiden vesielididen kasvulle, ja liiallinen
typpi voi johtaa rehevoitymiseen, mika voi vaikuttaa kielteisesti veden laatuun ja
vesielidstoon. Siksi sedimentin typpipitoisuuden seuranta voi auttaa tunnista-
maan mahdollisia typpipilaantumisen lahteita ja antaa tietoa hoitostrategioista re-
hevoitymisen lieventamiseksi. (Herbert 1999, 564; Vahanen 2014, 4, 14.)

Toimipisteiden kiinteiden ymparistonaytteiden kokonaistyppimenetelmien valilla
on kuitenkin huomattavia eroja. Menetelmien epayhtenevaisyys voi aiheuttaa
vaihtelua kokonaistyppipitoisuuksissa vaikuttaen tulosten tarkkuuteen ja luotetta-
vuuteen, minka vuoksi tavoitteena tassa opinnaytetydssa on ottaa uusi analy-
saattori kayttoon seka kehittda ja validoida analyysimenetelma yhtenevaisem-
maksi Karkkilan menetelman kanssa. Menetelmaa on tarkoitus kehittaa lisaa-
malla siihen uusia laadunvarmistusnaytteita, kuten maanaytevakio ja saantostan-
dardit, seka muuttaa reagenssimaaria ja esikasittelya vastaamaan Karkkilan me-
netelmaa. Validointi toteutetaan maarittamalla useita sarjoja standardinaytteita
rinnakkaisina maarityksina usean paivan ajalta seka tutkimalla laitteen saantoa

ja tarkkuutta varmennettujen vertailunaytteiden avulla.



Ymparistonaytteiden kemiallisten analyysimenetelmien tarkkuuden ja luotetta-
vuuden varmistamiseksi on julkaistu useita validointioppaita, joita hyodynnetaan
taman validointiprosessin apuvalineina. Naita ovat muun muassa Eurachemin
opas "The Fitness for Purpose of Analytical Methods — A Laboratory Guide to
Method Validation and Related Topics”, Suomen ymparistokeskuksen moniste
59 "Ohjeita ymparistonaytteiden kemiallisten analyysimenetelmien validointiin" ja
Elintarvikeviraston, eli nykyisen Ruokaviraston, Valvonta-sarjan julkaisu 10/1997
"Kemiallisten analyysimenetelmien validointiohjeessa". Naissa oppaissa anne-
taan ohjeita validointiprosessista, mukaan lukien toteamis- ja maaritysrajojen,
mittausalueen ja lineaarisen alueen, tarkkuuden, toistettavuuden seka mit-
tausepavarmuuden maarittamisesta. Lisaksi menetelman taustaa pohjustetaan
kansainvalisiin standardeihin, kuten EN 16169:2012 "Sludge, treated biowaste
and soil — Determination of Kjeldahl nitrogen”, ja laitevalmistaja FOSSin ohjee-
seen "Determination of Nitrogen according to Kjeldahl using Block Digestion and
Steam Distillation”. Naiden lisaksi menetelman kehittdmisessa kaytetaan aikai-

sempia yrityksen kokonaistyppimenetelmia.

Yhdenmukaisemman analyysimenetelman kehittaminen ja validointi parantaa
typpianalyysitulosten tarkkuutta ja luotettavuutta, mika on tarkeaa vesiekosystee-
mien ravinteiden kiertokulun seurannassa ja rehevoitymisen lieventamiseen tah-
taavien hoitostrategioiden suunnittelussa (Herbert 1999, 564; Vahanen 2014, 4,
14.) Kun laboratorio saa kayttéonsa typpianalysaattorin pienien typpipitoisuuksia
varten, se voi analysoida laajemman valikoiman naytteita, mika parantaa sen val-

miuksia ja kilpailukykya markkinoilla.



2 SEDIMENTIN TYPEN KIERTO JA TYPPIPITOISUUDET

Sedimentilla tarkoitetaan maanpinnalle kerrostunutta soraa, hiekkaa, savea tai
turvetta, joka on peraisin geologisista prosesseista, kuten rapautumisesta, eroo-
siosta, kuljetuksesta tai kerrostumisesta (Tieteen termipankki 2019). Sedimenttia
muodostuu sedimentaation vaikutuksesta, jota voi tapahtua seka ilmassa etta ve-
dessa. Sedimentaatiolla tarkoitetaan irtaimen aineksen laskeutumista tai kerros-
tumista maanpinnalle tai vesiston pohjaan. (Tieteen termipankki 2024.) Maape-
ran ja sedimentin ominaisuuksia ja eri aineiden pitoisuuksia mitataan erilaisilla
pilaantuneisuustutkimuksilla, joista saadaan tietoa alueellisesta maaperan kun-

nosta, mihin ymparisto ja ihmisten toiminta vaikuttavat (Vahanen 2014, 4).

2.1 Sedimentin typen kierto

Typen kiertokulkuun sedimenteissa vaikuttavat monimutkaiset saantelymekanis-
mit, joihin liittyy seka fysikaaliskemiallisia etta biologisia tekijoita. Jotta voitaisiin
ymmartaa typen kiertokulkua saatelevia tekijoita sedimenteissa, on ymmarret-
tava, miten typen kiertokulun muodostavia yksittaisia, mikrobiologisia prosesseja
tapahtuu. Naitd prosesseja ovat ammonifikaatio eli ammoniumin vapautuminen
orgaanisesta aineesta, nitrifikaatio eli ammoniumin hapettuminen nitraatiksi seka
denitrifikaatio eli nitraatin pelkistyminen typeksi ja typpioksidiksi. (Herbert 1999,
564.)

Monimutkaisten typpipitoisten makromolekyylien mineralisoitumista sedimen-
teissa tunnetaan vielda huonosti. Tiedetdan kuitenkin, ettd elava aines sisaltaa
typpipitoisia makromolekyyleja, kuten nukleiinihappoja ja proteiineja, joita vapau-
tuu solujen kuollessa hajottajaelididen kayttdéon. Tata typpipitoisen aineksen va-

pautumista nimetdan ammonifikaatioksi. (Herbert 1999, 568-569.)

Kaikki sedimenttien orgaanisen typen hajoamisen aikana syntyvd ammonium-
typpi ei kuitenkaan ole mikrobien kaytettavissa, vaan osa voi hapettua nitraatiksi
hapettumisvyohykkeella. Tatd ammoniakin hapettumisprosessia kutsutaan nitri-
fikaatioksi, joka muodostaa yhteyden typen kierron pelkistyneen ja hapettuneen
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puolen valille. Ammoniakin hapettuminen nitraatiksi on kaksivaiheinen prosessi,
jossa ammoniakkia hapettavat bakteerit tuottavat nitriittia, joka puolestaan hapet-
tuu nitriittioksidien katalysoimana nitraatiksi. (Herbert 1999, 570-573.)

Nitrifikaatioon liittyy pelkistyneen typen hapettuminen aerobisten mikrobien vali-
tyksella, kun taas denitrifikaatio on pelkistava prosessi. Denitrifikaatio on keskei-
nen prosessi sedimenttien typen kierrossa, koska se vahentaa mikrobien kaytet-
tavissa olevan typen maaraa, kun kaasumaiset lopputuotteet vapautuvat iimake-
haan. Kaikki typen kierron prosessit ovat riippuvaisia maaperan ja sedimentin fy-
sikaaliskemiallisista ominaisuuksista, jotka vaikuttavat typen kiertoprosessien no-
peuteen ja muotoon. (Herbert 1999, 573-577.)

2.2 Sedimenttien typpipitoisuudet

Vesiekosysteemien maa-aineksen ja sedimenttien sisaltaman typen on mahdol-
lista olla sitoutuneena kerrostumien orgaaniseen ainekseen. Sakylan Pyhajar-
vellda tehdyssa jarvisedimenttitutkimuksessa (2002) Pyhajarven sedimentissa
typpi esiintyy ammoniumtyppena (NH4"), jonka pitoisuus kasvaa aina mita sy-
vemmalta sedimenttia on tutkittu. (Gran & Lehtoranta 2002, 22.) Tarkeimmat te-
kijat, jotka saatelevat epaorgaanisten typpilajien, kuten nitraatin ja ammoniumin,
pitoisuuksia vesiekosysteemien vesipatsaissa, ovat sedimentin ja veden rajapin-

nan kautta tapahtuva vuorovaikutus. (Herbert 1999, 564.)

Sedimenttitutkimuksia tehdaan, jotta saadaan selvyytta jarvi- ja merialueiden
pohjasedimenttien pilaantuneisuudesta esimerkiksi aloittaessa uusia rakennus-
projekteja tai maanparannusprojekteja. Sedimentin typpipitoisuudelle ei ole kui-
tenkaan maaritetty selkeita raja-arvoja tai vertailuarvoja. Vahanen Environment
Oy:n (2014) suorittamassa Sompasaaren sedimenttitutkimuksen raportissa on
mainittu, ettd kokonaistyppipitoisuudet voivat fosforin lisaksi lisadtd meriveden ra-
vinnekuormaa ruoppaus- ja tayttétdiden yhteydessa. (Vahanen 2014, 4, 14.)

Tuotetun tutkimuksen pohjalta todettiin, etta typpipitoisuudet ovat selkeasti ko-

holla etenkin naytteissa, joissa orgaanisen aineksen maara on suuri. Raportin
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perusteella sedimentin kokonaistyppipitoisuus, joka maaritettiin testilaboratori-
oissa Kjeldahl-menetelmalla, vaihteli noin 100—7000 mg N/kg kuiva-ainetta koh-
den laboratoriokohtaisilla mittausepavarmuuksilla 100-800 mg/kg. (Vahanen
2014, 17-20.) Vastaavasti Sakylan Pyhajarvella tehdysta sedimenttitutkimuk-
sessa (2002) on todettu, kuinka eloperaisen aineksen ja kokonaistypen pitoisuu-
della on yhteys. Kokonaistypen pitoisuuden arvoitiin keskimaarin olevan noin 8,7
mg N/g eli noin 8700 mg N/kg. Sedimentaatiopohjalla valtaosan epaorgaanisesta
typesta uskottiin vapautuvan ammoniumtyppena sedimentistd veteen samalla
kun nitraatti- ja nitriittityppea sitoutuu sedimenttiin. (Gran & Lehtoranta 2002, 22—
25.)
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3 KJELDAHL-MENETELMA JA -LAITTEISTO

Kjeldahl-menetelma on vanha ja tunnettu menetelma typpiyhdisteiden maaritta-
miseen. Se koostuu yksinkertaisista kemiallisista ja fysikaaliskemiallisista reakti-
oista, joiden seurauksesta saadaan maaritettya erilaisten tutkittavien analyyttien
typpipitoisuuksia. Kjeldahl-menetelmaa varten on luotu laitteistoja, joiden avulla

saadaan maaritettya eri typpiyhdisteita kiinteista ja nestemaisista matriiseista.

3.1 Kjeldahl-menetelma

Menetelman tausta on peraisin tanskalaisen kemistin, Johan Kjeldahlin (1849—
1900), vuonna 1883 kehittdamasta metodista, jossa arvioidaan yhdisteiden orgaa-
nisen typen pitoisuuksia. Menetelmassa orgaanisen aineksen typpi muuttuu va-
kevalla rikkihapolla lammitettyna ammoniumsulfaatiksi, jonka ammoniakki vapau-
tetaan emaksisen liuoksen avulla. Nayte tislataan ja typen maara maaritetaan
titraamalla. (Daintith & Gjertsen 1999, 301.)

Kjeldahl-menetelma kiinteistd ymparistonaytteista perustuu siihen, kuinka tulo-
kosteaa tai kuivattua ja homogenisoitua naytetta digestoidaan eli hajotetaan mar-
kapoltossa vakevassa rikkihapossa (H2SO4). Talléin suurin osa typpiyhdisteista
muuntuu ammoniumsulfaatiksi ((NH4)2SO4), joka on liuenneena rikkihappoon.
Hajotusreaktiossa rikkihapon kiehumislampaétilaa nostetaan lisdamalla seokseen
katalyyttinad toimivaa kaliumsulfaatin (K2SO4) ja kuparisulfaattipentahydraatin
(CuS04-5H20) seosta. (EN 16169 2012, 5-6.) Edella kuvattua tapahtumaa ku-

vataan reaktiolla

5 Suola K,S0,
Nayte + HZSO4W > (NH4)ZSO4

(FOSS n.d., 4).

Orgaanista ainetta sisaltavien naytteiden hajotus vaatii usein voimakkaat hapet-
tavat olosuhteet. Perinteisessa orgaanisten naytteiden markapoltossa naytetta



11

poltetaan avoimissa astioissa korotetussa lampotilassa. Esimerkiksi Kjeldahl-me-
netelmassa on kaytossa pitkakaulaiset Kjeldahl-putket, joissa tapahtuu happojen
iimajaahdytteista refluksointia. Hajotuslampaétilan kohottamisessa kaytetaan esi-
merkiksi hiekkahaudetta tai sahkoisesti kuumennettavaa alumiinilohkoa usealla
naytepaikalla. Paaosin epaorgaanista ainesta sisaltavat naytteet, kuten sedi-
menttinaytteet, sisaltavat kuitenkin usein jonkin verran orgaanista ainesta, jolloin
markapolttomenetelmaa on mahdollista soveltaa niiden kokonaistypen maaritta-
miseen. (Laiho, Peramaki & Sirén 2009, 72—73.)

Markapoltettuun naytteeseen lisataan tislausvaiheessa natriumhydroksidia
(NaOH), jonka vaikutuksesta ammoniumsulfaatin ammoniummolekyylit (NH4*)
muutetaan ammoniakiksi (NH3z). Ammoniakki kondensoidaan jaahdytysjarjestel-
man avulla, jolloin neste valuu vastaanottoliuokseen, joka koostuu boorihaposta
(HsBOs3) seka indikaattorivariaineista, kuten bromikresolivinreasta ja metyylipu-
naisesta. Muodostuneesta liuoksesta analysoidaan ammoniakin pitoisuus titraa-
malla se rikki- tai suolahapolla (HCI). (EN 16169 2012, 5-8.)

3.2 Laitteisto ja toimintaperiaate

Menetelma koostuu kolmesta suuremmasta vaiheesta, jotka ovat naytteen esi-
kasittely, naytteen sisaltamien typpiyhdisteiden hajotus markapoltolla seka tis-
lausvaihe, jossa typen maara maaritetaan titraamalla. Naista vaiheista marka-
polttoon ja tislaukseen kaytetdan esimerkiksi FOSS Kjeltec Systemsin Tecator
Line -laitteistoja. (FOSS n.d., 12-13.)

Nayte esikasitellaan punnitsemalla sopiva maara ja lisaamalla tarvittavat maarat
reagensseja jokaiseen ajettavaan nayteputkeen. Nayteteline asetetaan sitten
markapolttolaitteeseen, joka on mahdollisesti kytkettyna neutralointiyksikkdon.
Markapolttolaitteeseen on usein yhdistetty hissi, joka toimii automaattisesti mar-
kapoltto-ohjelman mukaan saadellen naytetelineen polttoa. Markapoltossa putkia
kuumennetaan lampdlevylla useammasta kymmenesta minuutista useaan tuntiin
rippuen menetelman ja naytteiden vaatimuksista. Laitteeseen kytketyn neutra-
lointiyksikon on tarkoitus kuljettaa ja neutraloida naytteista markapolton aikana
muodostuneita rikkihappohdyryja. (FOSS n.d., 12.)
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Markapolttohajotuksen jalkeen naytteet ajetaan esimerkiksi automaattinaytteen-
syottajalla varustetulla tislauslaitteella. Tislausvaiheessa laite lisaa nayteputkeen
tietyn maaran ionivaihdettua vetta seka titrausastiaan tietyn maaran vastaanotto-
liuosta. Taman jalkeen putkeen lisataan nelinkertainen maara natriumhydroksidia
neutraloimaan putkessa olevaa rikkihappoa. Laite kuumentaa putkea ja tuottaa
hoyrya tislaten naytetta vahintaan neljan minuutin ajan. Putkesta vapautuva
hoyry ohjautuu titrausastiaan ja se titrataan tietyn molaarisella titrausliuoksella,
kunnes titraus saavuttaa paatepisteensa tietyssa indikaattorivarissa. (FOSS n.d.,
12-13.)

Kjeldahl-menetelmalld saadut tulokset esitetdan usein muodoissa %-typpi, %-
proteiini, mg N/I, g N/l sekd mg N/100 ml. Jokaista maaritystd kohden ajetaan
nollanayte, jonka kulutus vahennetaan naytteen kulutuksesta. Nollanayte sisaltaa
kaikki naytteenkasittelyssa kaytetyt reagenssit eli katalyytin ja vakevan rikkiha-
pon. (FOSS n.d., 13—14.) Nollanaytteen tulos otetaan huomioon tulosten las-
kussa siten, etta esimerkiksi kiinteiden naytteiden tulos (wn) muodossa mg N/kg

voidaan laskea kaavalla 1

(Vl_Vo)C(H+)MN100 (1)
m- Wym ’

Wy =

joissa V7 ja Vp ovat naytteen ja nollanaytteen titrauksessa kuluneet titraushapon
maarat (ml), c(H*) on titraushapon vetyatomien konsentraatio (mol/l), My on typen
moolimassa (14,007 g/mol), m on naytteen maara kilogrammoina (kg) ja wam on
naytteen kuiva-aineprosentti (%). (EN 16169 2012, 9.)
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4 MENETELMAN VALIDOINTI JA VALIDOINTIPARAMETRIT

Validointi on osa toimivaa laatujarjestelmaa, jolla varmistetaan menetelmien oi-
kea kayttotarkoitus seka se, ettd menetelmien antamat tulokset ovat luotettavia
ja niiden mittausepavarmuudet tunnetaan. Laboratorio voi itse paattaa hyvaksyt-
tavyyden kriteerit, mutta siihen voivat vaikuttaa esimerkiksi asiakkaiden toivo-

mukset tai viranomaisten maaraykset. (Elintarvikevirasto 1997, 1.)

Menetelmaan kuuluu usein naytteen esikasittely seka analysointi, ja kaikki tama
on osa menetelman validointia. Menetelman validointi on pateva vain tietyille nay-
tematriiseille, pitoisuusalueelle seka laitteelle, joten jos naita lahtee muuttamaan,
tulee validointi aina tehda uudestaan. Menetelman validointi edellyttaa, etta tietyt
menetelmaa kuvaavat ominaisuudet tiedetaan. Naita ovat esimerkiksi mittaus-
alue ja sen lineaarisuus, toteamis- ja maaritysrajat, toistettavuus, tarkkuus ja mit-
tausepavarmuus. (Elintarvikevirasto 1997, 1; Ehder 2005, 25-26.)

4.1 Mittausalue ja lineaarisuus

Mittausalueella tutkitaan tutkittavan yhdisteen pitoisuuden ja mittalaitteen vas-
teen valista yhteytta. Mittausalue kuvaa menetelman suurinta kaytettavissa ole-
vaa pitoisuusaluetta, jonka alarajana on usein menetelman toteamis- tai maari-
tysraja ja sen ylarajana mittalaitteen kyky havainnoida analysoitavan yhdisteen
pitoisuuden muutoksia. Lineaarisella alueella tarkoitetaan sita mittausalueen
0saa, jossa tutkittavan yhdisteen vaste kayttaytyy konsentraatioon nahden line-
aarisesti. Tama alue voi olla joko koko mittausalueelta tai jaettu useampaan pi-
toisuusalueeseen. (Makinen, Marjanen (toim.), Niemi, Saares & Suortti 1996, 16;
Magnusson & Ornemark 2014, 27-28.)

Menetelman mittausalue on alue, jolla analyysitulokset saavat hyvaksyttavan
tarkkuuden ja tasmallisyyden. Mittausalue ja siihen sisaltyva lineaarinen alue
maaritetdan tutkimalla tietyltd pitoisuusalueelta sarja vaihtelevan pitoisuuden

naytteita. Tahan yleensa hyddynnetaan standardi- tai standardinlisaysnaytteiden
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sarjoja yleisimmin vahintaan viidella eripitoisella standardilla usean toiston ver-
ran. (Elintarvikevirasto 1997, 5.; Magnusson & Ornemark 2014, 27-28.)

Regressioanalyysi on tilastollinen menetelma, jossa pyritaan sovittamaan piste-
joukkoon mahdollisimman hyvin sitd kuvaava suora. Mittausalueen ja lineaari-
suuden maarittamisessa saaduista tuloksista piirretaan graafinen esitys mitatusta
vasteesta konsentraation funktiona. Tahan pistejoukkoon voidaan sovittaa suora,
jolle saadaan sité vastaava yhtald muodossa y = a + bx ja selitysaste (R?). Sovi-
tettu suora perustuu pienimman nelididen summaan, johon viitataan termilla reg-
ressiosuora. Taman sovitetun suoran ja sen yhtalon avulla voidaan tehda silma-
maarainen arvio pistejoukon lineaarisuudesta. (Elintarvikevirasto 1997, 5-6;
Magnusson & Ornemark 2014, 27-28.)

Sovitetun regressiosuoran avulla voidaan maarittaa pitoisuuksia vastaavat laske-
tut arvot, joita voidaan verrata mitattuun vasteeseen. Arvojen erotus kertoo mit-
tauspisteiden poikkeamisesta lasketulta kalibrointisuoralta. Tasta voidaan toteut-
taa graafinen esitys, jossa ideaalitapauksessa kuvaajan pisteet asettuisivat tasai-
sesti nollatason molemmille puolille. (Elintarvikevirasto 1997, 16.) Talla tarkoite-
taan residuaaleja eli mitattujen y-akselin arvojen ja regressiosuoralta laskettujen
y-arvojen erotuksia. Kalibrointisuoran ollessa lineaarinen, residuaalit jakautuvat
vuorotellen nollatason molemmin puolin (M&kinen 1996, 18; Magnusson & Orne-
mark 2014, 28.)

4.2 Toteamisraja (LOD) ja maaritysraja (LOQ)

Menetelman pienin pitoisuus, jolla voidaan luotettavasti todeta, etta nayte sisal-
taa tutkittavaa yhdistetta, kutsutaan toteamisrajaksi. Toteamisrajan (limit of de-
tection, LOD) tulee olla sen verran suuri, etta tutkittavalle yhdisteelle mitatun vas-
teen tai pitoisuuden ei voida katsoa aiheutuvan taustan aiheuttamasta satunnais-
vaihtelusta. Taustaa voidaan tutkia nollanaytteiden avulla, jolloin taustalle laske-
taan keskiarvo ja keskihajonnat. (Elintarvikevirasto 1997, 6—7; Magnusson & Or-
nemark 2014, 20.)
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Toteamisraja voidaan maarittdd usean sarjan rinnakkaisten nollanaytteiden
avulla, kun nollanaytteiden keskimaaraiseen arvoon (xo) lisatdan k kertaa nolla-
naytteiden keskihajonta (so). Kerroin k maaraytyy sen mukaan, kuinka suuren
virhemahdollisuuden haluaa asettaa toteamisrajalle. Kertoimen ollessa 3 totea-
misen varmuus on noin 99 %, jolloin pitoisuudet saattavat viela menna reilusti
toteamisrajan alapuolelle. Mikali toteamisen varmuuden halutaan olevan yli 99
%, tulisi kertoimen olla 6, jolloin toteamiseen liittyvat virhemahdollisuudet vahe-

nevat. Toteamisrajan kaava (2) voidaan esittdd muodossa

LOD ES xo + k . So, (2)

jossa xo on nollanaytteiden keskiarvo, k on valittu kerroin ja so nollanaytteiden
keskihajonta. (Elintarvikevirasto 1997, 6—7; Magnusson & Ornemark 2014, 24.)

Pieninta analysoitavaa tutkittavan yhdisteen pitoisuutta, joka voidaan maarittaa
hyvaksyttavalla tarkkuudella ja tasmallisyydella, kutsutaan maaritysrajaksi (limit
of quantitation, LOQ). Maaritysraja on toteamisrajaa korkeampi ja on usein osa
lineaarista aluetta. Vaikka toteamis- ja maaritysrajan valiin jaa niin sanottua har-
maata aluetta, voidaan tutkittavan yhdisteen pitoisuus silti todeta luotettavasti.
Maaritysraja voidaan laskea myoOs nollanaytteiden avulla samalla tavoin kuin to-
teamisraja, mutta kertoimen k arvo valitaan eri tavalla. Kertoimen arvolla 10 pi-
toisuuden suhteellisen standardipoikkeama vastaa noin 10 %. Maaritysrajan las-

kukaava (3) voidaan esittdd muodossa

LOQ = xO + k . SO, (3)

jossa xo on nollanaytteiden keskiarvo, k on valittu kerroin ja so nollanaytteiden

keskihajonta (Elintarvikevirasto 1997, 7; Magnusson & Ornemark 2014, 24.)

4.3 Toistettavuus

Toistettavuudella tarkoitetaan tasmallisyytta, joka saavutetaan toistettavissa olo-
suhteissa tehdyilla maarityksilla. Toistettavuutta tutkitaan lyhyella aikavalilla, jol-
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loin mittaukset suoritetaan samalla menetelmalla ja laitteella, samassa ymparis-
téssa seka samalla henkildkunnalla. (Elintarvikevirasto 1997, 4; Magnusson &
Ornemark 2014, 35.)

Menetelman toistettavuus osoitetaan usein maarittdamalla useita rinnakkaismaa-
rityksia eri pitoisuusalueen naytteilla. Naiden naytteiden tulisi muistuttaa mahdol-
lisimman laheisesti tutkittavien naytteiden matriisia seka sisaltaa sopiva maara
tutkittavaa yhdistetta. Tallaisena naytteena voi hydédyntaa mydhemmin menetel-
massa kaytettavaa referenssimateriaalia eli niin sanottua vakionaytetta, jota voi-
daan hyddyntda myds menetelman laadunvarmistuksessa. (Elintarvikevirasto
1997, 4.; Magnusson & Ornemark 2014, 19-20.)

Toistettavuuskokeita tulisi toistaa suorittamalla naytesarjoja ja tutkimalla rinnak-
kaisnaytteiden valista keskihajontaa tai suhteellista keskihajontaa. Toistetta-
vuutta voidaan tutkia seka pelkilla standardeilla ettd standardinlisaysnaytteilla,
jolloin tutkitaan myods naytematriisin riippuvuutta tutkittavan yhdisteen pitoisuu-
teen. Usein sarjan sisdinen hajonta on pienempaa kuin sarjojen valinen hajonta,
minka vuoksi toistettavuutta tutkitaan useammalla sarjalla. (Elintarvikevirasto
1997, 4-5, 19.; Magnusson & Ornemark 2014, 54-55.)

Tilastollisesti toistettavuutta tutkitaan sarjan sisaisena keskihajontana, sarjojen
valisena keskihajontana seka kokonaishajontana. Sarjan sisainen hajonta kuvaa
lyhytaikaista vaihtelua, jota on vaikea vahentaa. Laskukaavasta 4 sisaiseksi kes-

kihajonnaksi (sw) saadaan

5 x2 _ LB )
s2=— T
m-—1
yx2 - 25
Sw = n
m—1

jossa X on yksittainen tulos, B on sarjan rinnakkaistulosten summa, n on rinnak-
kaisten lukumaara ja m sarjojen lukumaara. Sarjojen valinen hajonta kuvaa pit-
kaaikaista vaihtelua, jonka lahteitd yleensa selvitetdan ja vahennetaan. Tama

sarjojen valinen keskihajonta (sp) voidaan laskea kaavalla 5 muodossa
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Zfz_(%:ni)z ZXZ—ZTBZ (5)
mn-1) | m—1
st = ~
e e W LG
mn—-1) | m—1
Sp =
n

(Makinen 1996, 42—45.; Magnusson & Ornemark 2014, 54-55.)

Naita arvoja voidaan hyddyntdad kokonaishajonnan maarittamisessa. Koko-
naishajonta (st) kuvaa yksittaisten tulosten kokonaisvaihtelua ja se lasketaan

kaavalla 6 muodossa

st =sg+s2 (6)
St = /slf + 2.

(M&kinen 1996, 42—45.; Magnusson & Ornemark 2014, 54-55.)

4.4 Tarkkuus

Riittava tarkkuus on yksi analyysimenetelman ensisijaisista tavoitteista. Silla ku-
vataan mittauksissa saadun ja tuntemattoman oikean arvon laheisyytta. Tark-
kuus ilmaistaan yleensa suhteellisena keskihajontana (%) todellisesta tai odote-
tusta arvosta. Tarkkuutta tutkitaan muun muassa referenssiaineen arvon ja maa-
rityksessa saatujen arvojen keskiarvon erotuksella, saantokokeilla seka vertaile-
malla referenssimenetelmaan tai interkalibroinnin antamiin tuloksiin. (Elintarvike-
virasto 1997, 2—4; Magnusson & Ornemark 2014, 35.)

Tarkkuus sisaltaa yleensa virhetta, joka on esitetty systemaattisena virheena, sa-
tunnaisvirheena seka naiden kahden summana saatuna kokonaisvirheena. Seka

systemaattisen virheen etta satunnaisvirheen tulisi olla mahdollisimman pienet.
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(Elintarvikevirasto 1997, 3; Magnusson & Ornemark 2014, 35.) Systemaattinen
virhe voi olla peraisin esimerkiksi virheellisesta kalibroinnista tai nollanaytteen ar-
vioinnista, kyvyttomyydesta maarittaa kaikkia tutkittavan yhdisteen muotoja,
maaritysolosuhteista tai naytteiden mahdollisesta muuntumisesta, kuten konta-
minoitumisesta, ennen analysointia (Makinen ym. 1996, 33; Elintarvikevirasto
1997, 3). Satunnaisvirhe johtuu sarjojen sisaisesta ja sarjojen valisesta vaihte-
lusta, joka ei valttamatta pysy vakiona. Satunnaisvirhetta seurataan yleensa si-
saisessa laadunvarmistuksessa jokaisen mittauksen yhteydessa. (Makinen ym.
1996, 41, 48; Magnusson & Ornemark 2014, 35-36.)

Tarkkuuden tutkimisessa voidaan hyodyntaa myos vertailumateriaaleja, joiden
tulisi saada mittausepavarmuuden puitteissa yhta suuret pitoisuudet. Vertailuma-
teriaalit tulisi valita niin, ettd ne vastaavat menetelmalla tutkittavia naytemat-
riiseja. (Elintarvikevirasto 1997, 3; Magnusson & Ornemark 2014, 35.) Vertailu-
kokeiden arvoa voidaan mitata analyysimenetelmalla saatuihin tuloksiin laske-
malla poikkeama todellisesta tai odotetusta arvosta eli tarkkuusprosentti (7-%)

kaavalla 7

X —
T—%=TM-1OO%, )

jossa X on maarittamalla saatu tulos ja u on todellinen eli vertailumateriaalin arvo.
(Makinen ym. 1996, 33—-34; Magnusson & Ornemark 2014, 30-31.)

Mikali vertailumateriaalia ei ole kaytettavissa, voidaan tarkkuus maarittaa lisays-
kokeilla, kuten standardinlisayksilla, naytteeseen, joka sisaltaa vahan tai ei ollen-
kaan tutkittavaa yhdistetta. Lisaykset tulisi tehda usealla eri pitoisuudella yleensa
lineaarisella alueella. (Elintarvikevirasto 1997, 3.) Naille lisdyksille voidaan laskea
saanto (R) kaavalla 8 muodossa

S-U
R=( C )-100%, ®)

jossa S on lisdyksen sisaltdvan naytteen pitoisuus, U on naytteen alkuperainen
pitoisuus ja C on tunnettu lisatyn standardiliuoksen pitoisuus (Makinen ym. 1996,
34; Magnusson & Ornemark 2014, 31-32.)
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Tarkkuutta voidaan tutkia myos vertaamalla jollain toisella hyvaksytylla menetel-
malla saatuja tuloksia saatuihin tuloksiin. Tulosten eron merkitsevyytta voidaan
tutkia sopivalla t-testilla, jonka maarittamista varten taytyy laskea kaavalla 9 arvi-

oitu keskihajonta (s) kummastakin maarityksesta saatujen keskihajontojen avulla

o =D Oy —1 5 ©)
ng+n, —2

<= (ny—1)-sf+(n; —1) 57
ny+n, —2 ’

jossa s7 ja sz ovat kahden eri menetelman tulosten keskihajonnat, ns ja n2 ovat
maaritysten lukumaarat seka niista johdetut vapausasteet ns ja n>-2. Tasta saa-

daan testisuureen t arvo laskettua kaavalla 10 muodossa

Gy +s)

jossa x5 ja x, ovat eri menetelmilla saadut pitoisuuksien keskiarvot, s on kaavasta
9 johdettu keskihajonta seka ny ja n2 ovat maaritysten lukumaarat. (Elintarvikevi-
rasto 1997, 3, 21; Miller & Miller 1993, 55-58.)

4.5 Mittausepavarmuus

Menetelma sisaltaa aina jonkinlaista mittausepavarmuutta, joka on kvantitatiivi-
nen esitys siita, kuinka laadukkaita tulokset ovat. Se on arvio siitd, millaisissa
rajoissa mittaustuloksen oletetaan olevan tietylla todennakdisyydella. Menetel-
man mittausepavarmuuden lahteitd voi tulla esimerkiksi naytteenotosta, matrii-
sista, esikasittelysta tai naytteiden mittaamisesta, mittausolosuhteista seka sa-
tunnaisesta tai systemaattisesta vaihtelusta. (Elintarvikevirasto 1997, 10; Ehder
2005, 19.) Mittausepavarmuuden kvantitatiivinen ilmoittaminen on tarkeaa ja sita

kaytetaan, kun arvioidaan tulosten luotettavuutta, verrataan tuloksia keskenaan
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tai tehdaan johtopaatoksia tuloksista ja tehdysta tyosta. (Makinen ym. 1996, 53;
Magnusson & Ornemark 2014, 38.)

Mittausepavarmuuden maarittaminen voidaan tehda kokeellisilla mittauksilla tai
hyodyntamallda varmennettuja vertailumateriaaleja. Mittausepavarmuuteen vai-
kuttavat satunnaisvirhe ja systemaattinen virhe. Mittausepavarmuuden satun-
naisvirheen (us) arvioimisessa hyddynnetaan rinnakkaisten tulosten (xi7 ja Xi2)
keskiarvoa (X, ), keskihajontaa (s;) seka suhteellista keskihajontaa (si (%)). Naista
voidaan muodostaa kuvaaja, joka havainnollistaa suhteellisen keskihajonnan riip-

puvuuden pitoisuudesta. (Makinen ym. 1996, 53-57.)

Systemaattisen virheen arvioimisessa hyddynnetdan maarityksen tuloksien (x;)
eroa teoreettisesta arvosta (T) seka naiden arvojen suhteellista erotusta (dr (%)).
Suhteellisten erotusten keskiarvon (d,(%)) avulla saadaan kaavalla 11 syste-
maattisen virheen (u2) osuutta vastaava suhteellisten erotusten keskihajonta (sor

(%)). Kaavalla 11 laskettu systemaattinen virhe (u2) esitetdan muodossa

(11)

n—1

d..(%) — d,. (%))
uz=sdr(%)=jz( O0) = d, (%)

jossa n on maaritysten lukumaara. (Makinen ym. 1996, 53-57.)

Menetelman lopullinen mittaustulokseen liittyva kokonaisepavarmuus ilmaistaan
laajennettuna mittausepavarmuutena. Kokonaisepavarmuus saadaan laske-
malla yhteen nelididyt epavarmuuskomponentit ja ottamalla tasta nelidjuuri (Elin-
tarvikevirasto 1997, 10—-11). Kokonaismittausepavarmuus (uc) lasketaan kaavalla

12 muodossa

12
U, = /u%+u§, (12)

jossa uy on arvio satunnaisvirheesta ja u2 on kaavasta 11 saatu arvio systemaat-

tisesta virheesta. Kertomalla tdma arvo jollain kertoimella k, joka vastaa tietyn
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suuruista luotettavuusvalia, saadaan laajennettu mittausepavarmuus. Esimer-

kiksi kerroin kaksi vastaa luotettavuusvalia 95 %. Kaavalla 13 saadaan laajen-
nettu mittausepavarmuus (U)

U=k-u,. (13)

(Makinen ym. 1996, 53-57.)
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5 LAITTEEN KAYTTOONOTTO, MENETELMAN KEHITYS JA VALIDOINTI

Opinnaytetyon kokeellinen osa sisaltaa analyysilaitteiston kayttoonoton ja siirto-
validoinnin seka kiinteiden ymparistonaytteiden analyysimenetelman suunnitte-
lun, kehittamisen ja validoinnin. Laitteistolle suoritettiin siirron jalkeiset toiminnal-
liset testaukset ja laadunvarmistustoimenpiteet. Samanaikaisesti maaritettiin uu-
sia parametreja kehitettavalle analyysimenetelmalle vastaamaan muuttuneita

mittausolosuhteita.

5.1 Laitteiston kayttoonotto

Kayttddnotettava ja siirtovalidoitava laitteisto oli FOSS Tecator Line Kjeldahl-ana-

lyysilaitteisto. Analyysilaitteisto on yrityksen toisesta toimipisteesta tuotu Kjeltec

8400 -analysaattori 20-paikkaisella Kjeltec 8420 Sampler -naytteensyottajalla
(kuva 1).

S R T

KUVA 1. Kjeltec 8400 -analysaattori 20-paikkaisella Kjeltec 8420 Sampler -nayt-
teensyottajalla

Analyysilaitteistolle tehtiin ensimmaisen asennuksen yhteydessa toimintatestit,
minka jalkeen laitteella tehtiin validointia varten erilaisia testiajoja tutkien laitteen

ja menetelman toimivuutta. Samalla analyysilaitteiston lisaksi otettiin kayttoon
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myOs uusi markapolttolaitteisto, joka koostuu 20-paikkaisesta ja hissillisesta Di-

gestor 2520 -markapolttolaitteesta kytkettyna Scrubber 2501 -neutralointiyksik-

koon (kuva 2).

|

KUVA 2. 20-paikkainen ja hissillinen Digestor 2520 -markapolttolaite kytkettyna
Scrubber 2501 -neutralointiyksikkoon

Toimipisteessa on aikaisemmin ollut samanlainen markapolttolaite kaytossa, jo-
ten uuteen markapolttolaitteeseen asennettiin vanhan polttolaitteen poltto-ohjel-
mat. Markapolttolaitteisto toimi aikaisemmin vesijohtoliitannalla, joten uutena me-
netelmaan tuli neutralointiyksikon (kuvassa vasemmalla) kayttdonotto ja liittdmi-
nen osaksi esikasittelymenetelmaa. Markapolttolaitteisto toi muutoksia menetel-
maohjeeseen seka reagensseihin, mutta muuten laitteistoa kaytettiin vastaavalla

tavalla kuin aikaisempaa polttolaitetta.

5.2 Menetelman kehittaminen

Uutta analyysimenetelmaa kehitettiin useiden parannusten avulla, kuten sisallyt-
tamalla menetelmaan uusi referenssindyte seka tekemalla muutoksia reagenssi-
maariin ja -laatuihin. Lisaksi markapolttoon kaytetty poltto-ohjelma optimoitiin no-
peammaksi ja resurssitehokkaammaksi seka yhtenaiseksi Karkkilan menetelman
kanssa. Nailla muutoksilla yndenmukaistettiin kokonaistyppimenetelmat, virtavii-

vaistettiin analyysiprosessia ja tehostettiin sita.
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5.2.1 Vakionayte ja kalibrointinaytteet

Aikaisemmassa menetelmassa kaytettin markapolton seka laitteen toiminnan
varmistamisessa glysiiniliuosta saannon maarityksessa. Liuos ei kuitenkaan vas-
tannut menetelmalla analysoitavia naytematriiseja, joten kayttoon otettiin labora-
toriossa jo validoinneissa ja analyyseissa ollut maanaytevakio. Laitteen paivit-
taista kalibrointia ja saantoa varten lisattiin lisaksi kaksi standardiliuosta, jotka

ovat olleet osana Karkkilan aikaisempaa menetelmaa.

Maanaytevakio on kuivattua ja 1 mm -seulan lapi seulottua homogeenista savi-
maajauhetta, jonka tarkoitus on toimia markapolton ja analyysilaitteen laadunvar-
mistuksessa. Naytetta on tarkoitus punnita tietty maara ja markapolttaa se jokai-
sen ajon yhteydessa. Nayte vastaa matriisiltaan tutkittavia naytteita, joten sen

saantoa voidaan kayttaa vertailumateriaalina polton onnistumisesta.

Laitteelle ei aikaisemmassa menetelmassa tehty erillista kalibrointia, jolla voitai-
siin varmistaa eri pitoisuusalueiden saannot. Tata varten menetelmaan lisattiin
1000 mg N/L (NH4)2SO4 -liuos seka 2000 mg N/L NH4Cl -liuos, jotka tulee sisal-
lytetyksi jokaiseen laitteistoa valmistelevaan lammitysajoon. Lammitysajo on tar-
koitus ajaa aina ennen naytteita ja ajolla on tarkoitus lammittaa laite valmiiksi ja

tarkistaa, etta kalibrointistandardien pitoisuudet vastaavat oikeita arvoja.

5.2.2 Kaupallinen suolahappo

Aikaisemmassa menetelmaohjeessa ohjeistettiin valmistamaan 0,02 M suola-
happoliuos kaupallisesta 0,1 M suolahaposta. Tama kuitenkin vaati aina erillisen
pitoisuuden testaamisen titraamalla, mika kuluttaa ylimaaraista tydaikaa. Lisaksi

laite vaatisi aina uuden titrauksen varikalibroinnin liuoksen vaihtuessa.

Uudessa menetelmassa suolahappo vaihdettiin kaupalliseen 0,02 M suolahap-
poon, jolloin valtyttaisiin ylimaaraisilta liuosten valmistuksilta. Tata liuosta varten
luotiin oma reagenssin seurantatiedosto liuosten laadun, kulutuksen ja voimas-

saolon seurantaa varten.
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5.2.3 Reagenssimaarien muutokset

Aikaisemmassa menetelmassa oli hydédynnetty markapolton reagenssimaarana
kahta Kjeltabs-puristetablettia ja 12 millilitraa vakevaa rikkihappoa. Karkkilan toi-
mipisteessa on kuitenkin huomattu, etta yksi tabletti ja 10 ml rikkihappoa ovat
rittaneet polttamaan nayte ja saamaan kaikki vapautettavissa olevat typpiyhdis-
teet liukenemaan rikkihappoon. Tama siis otettiin toimintaan myds uuden mene-
telman kanssa, joka yhtenaisti kummankin menetelman esikasittelyssa kaytetta-

vat reagenssimaarat samoiksi.

Rikkihapon maaran pienentamisesta seurasi se, etta laitteen titrauksessa kulu-
van natriumhydroksidiliuoksen maara voitiin myos vahentaa. Tama voidaan va-
hentaa 50 millilitrasta 40 millilitraan, joka riittaa neutraloimaan happomaaran.
Tama vastasi myos vanhan laitteen reagenssimaaria, jolloin kulutus on paremmin

seurattavissa.

5.2.4 Markapolttolaitteiston poltto-ohjelman muuttaminen

Alkuperainen kiinteiden naytteiden poltto-ohjelma oli maaritetty aikaisemmassa
laitteen toimipisteessa. Se kuitenkin muutettiin vastaamaan nykyisen laboratori-
ossa kaytossa ollutta poltto-ohjelmaa, silla yhtenaisen poltto-ohjelman kaytto yk-
sinkertaistaa maarityksia, jolloin samana paivana markapoltettuja naytteita voi

ajaa molemmilla analysaattoreilla yhtaaikaisesti.

Kotkan menetelman poltto-ohjelmassa markapolttolaitteen lampdtilan annettiin
nousta ensin 420 °C:een, jonka jalkeen polttoteline laskettiin hissilla l[ammitys-
kuoppiin noin kahden tunnin ajaksi. Poltto kuitenkin kesti kokonaisuudessaan |a-
hemmas 3,5 tuntia, silla [ampdlevyn [dmpeneminen 420 °C [ampdtilaan vaatii
huomattavasti aikaa ja energiaa.

Karkkilassa on ollut kaytéssa poltto-ohjelma, joka nostaa lampdétilan ensin 60

°C:een ja laskee telineen alas, jonka jalkeen kuoppien nostetaan 390 °C lampo-
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tilaan. Tama koko prosessi kestaa noin kolme tuntia, jonka paatteeksi hissi nos-
taa telineen ylos. Karkkilan poltto-ohjelma vastasi odotuksia ja toimi hyvin myos
tutkittavilla naytematriiseilla, joten menetelman poltto-ohjelma muutettiin vastaa-

maan kyseista ohjelmaa.

5.3 Validointi

Validoinnissa hyodynnettiin useita eri ohjemateriaaleja, kuten validointioppaita,
laitevalmistajan ohjeita, kansainvalisia standardeja seka aikaisempia menetel-
maohjeita. Validoinnissa maaritettiin useita validointiparametreja, jotka olivat to-
teamis- ja maaritysraja, mittausalue ja lineaarinen alue, toistettavuus, tarkkuus

seka mittausepavarmuus.

Toteamis- ja maaritysrajan mittauksissa analysoitiin markapoltettujen nollanayt-
teiden pitoisuuksia. Nollanaytteet esikasiteltiin samalla tavoin kuin naytteet lisa-
ten tyhjaan polttoputkeen yksi Kjeltabs-puristetabletti seka 10 millilitraa vakevaa
rikkihappoa. Toteamisrajan tavoitteeksi asetettiin 50 mg N/kg ja maaritysrajan ta-
voitteeksi 500 mg N/kg.

Mittausalueet maaritettiin seka matriisittomilla ettd matriisillisilla naytteilla 1000
mg N/I NH4Cl -standardiliuoksilla. Validoinnissa analysoitiin kuusi sarjaa pitoi-
suusalueella 50-30 000 mg N/kg standardinaytteitd seka viisi sarjaa pitoisuus-
alueella 500-20 000 mg N/kg standardinlisaysnaytteita rinnakkaisina maarityk-
sind. Taulukossa 1 on esitetty standardeja vastaavat pipetointitilavuudet ja typpi-

pitoisuudet.
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TAULUKKO 1. Standardiliuoksen (1000 mg N/L NH4Cl) pipetointitilavuudet ja
vastaavat typpipitoisuudet

Standardiliuos (mL) Pitoisuus (mg N/kg)
0 0

0,05 50

0,1 100
0,25 250
0,5 500

1 1000
5 5000
10 10 000
15 15 000
20 20 000
25 25 000
30 30 000

Standardinaytteita ajettiin kymmenelta eri pitoisuudelta titrauslaitteella ilman mar-
kapolttoa. Standardinlisdykset tehtiin maanaytevakioon, jotka markapoltettiin
analyysia varten. Nollanaytteina standardinaytteissa kaytettiin tyhjaa polttoput-
kea ja standardinlisdysnaytteissa markapoltettua maanaytevakiota, josta on va-
hennetty myds nollanayte. Mittausalueen tavoitteeksi asetettiin 50-30 000 mg
N/kg.

Lineaarisuutta tutkittiin matriisittomalla pitoisuusalueella 50-30 000 mg N/kg ja
matriisillisella pitoisuusalueella 250—-20 000 mg N/kg. Maarityksessa hyddynnet-
tiin tilastomatemaattisina tyOkaluina regressioanalyysia. Lineaarisen alueen ta-
voitteeksi asetettiin 500-25 000 mg N/kg.

Toistettavuuden maarittamisessa hyodynnettiin mittausalueen maarityksessa
tuotettua standardimittausten dataa. Menetelman toistettavuus maaritettiin tutki-
malla sarjojen sisaista ja valista hajontaa seka yhdistamalla nama kokonaisha-

jonnaksi. Suhteelliseksi kokonaishajonnan tavoitteeksi asetettiin 3—-5 %.
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Tarkkuutta tutkittin useamman standardinlisdyssarjojen rinnakkaisten standardi-
naytteiden keskihajontoina. Lisaksi tutkittiin vertailukokeen naytteista saatujen ar-
vojen eroa vertailuarvoon seka referenssimenetelmallad saatuihin arvoihin. Tark-

kuuden tavoitteeksi asetettiin takaisinsaannoksi 95-105 %.

Mittausepavarmuus maaritettiin tutkimalla useammalla standardi- ja standardinli-
sayssarjalla satunnaisvirhetta ja systemaattista virhetta. Lisaksi laskettiin naiden
avulla kokonaisepavarmuus ja muodostettin menetelman laajennettu mit-

tausepavarmuus. Laajennetun mittausepavarmuuden tavoitteena oli 10 %.
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6 TULOKSET JA TULOSTEN TARKASTELU

Menetelmaa kehitettiin usealla eri tavalla seka parantaen tulosten luotettavuutta
ettd vahentamalla menetelmaan kaytettavia resursseja, kuten reagenssien ja
energian kulutusta seka ajallista hukkaa. Validoinnissa paastiin seka tavoitear-
voihin etta tavoitearvoja parempiin tuloksiin, jotka yhdessa tekevat menetelmasta

kayttotarkoituksenmukaisen ja toimivan kokonaisuuden.

6.1 Menetelmakehitys

Menetelmasta poistettiin glysiiniliuos, jota oli alun perin kaytetty polton varmista-
misen reagenssina seka laitteen saannon varmistajana. Glysiinin sijaan menetel-
maan lisattiin jo vanhalla laitteella kaytossa olevat 1000 mg N/L (NH4)2SO4 stan-
dardiliuos seka 2000 mg N/kg NH4Cl kontrollistandardiliuos (Luoma 2022). Stan-
dardin EN 126169:2012 mukaan toimintatestiliuoksena voidaan hyddyntaa muun
muassa ammoniumsulfaattia, asetanilidia, L-askorbiinihappoa, sulfaanihappoa
tai muita aminohappoja, joten ammoniumsulfaatti korvaa glysiinin hyvin typpipi-
toisuuden tarkastusliuoksena (EN 16169 2012, 8). Lisaksi menetelmaan lisattiin
vakionaytteeksi maanayte, joka ajetaan jokaisen sarjan yhteydessa. Maanayte-
vakion on tarkoitus varmentaa markapolton onnistuminen ja oikean pitoisuuden

saanto.

Kotkan menetelmassa kaytettiin aikaisemmin itse valmistettua 0,02 M suolahap-
poa, joka korvattiin kaupallisella 0,02 M suolahapolla. Tama toi tarkkuutta mene-
telmaan, silla kaupallisen suolahapon kulutus pysyi vakiona eika uuden liuoksen
pitoisuutta tarvitse aina tarkistaa titraamalla. Talla saastettiin seka aikaa etta re-

sursseja.

Aikaisemman menetelman markapoltto-ohjelma oli alun perin monivaiheisempi
ja vaati korkeamman lampatilan (420 °C). Tama kuitenkin muutettiin vastaamaan
toimipisteessa jo aikaisemmin kaytdssa olevaa poltto-ohjelmaa, sillda sen on to-

dettu polttavan naytteet tasalaatuisesti alhaisemmassa lampétilassa (390 °C)
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saastaen seka laitteistoa etta aikaa (Luoma 2022). Mikali tulokset halutaan sa-
man paivan aikana, muutos mahdollistaa taman. Lisaksi standardissa EN
16169:2012 on mainittu, etta digestio ei saa ylittda 400 °C mahdollisen analyytti-
havion vuoksi, joten menetelma vastaa talloin myos standardimenetelmaa (EN
16169 2012, 6).

Reagenssien maaria muutettiin jonkin verran menetelmaa kehittaessa. Alun perin
menetelmassa ennen markapolttoa jokaiseen naytteeseen lisattiin kaksi Kjeltabs-
puristetablettia seka 12 millilitraa vakevaa rikkihappoa. Tama voitiin kuitenkin toi-
mipisteen vanhan laitteen menetelmaohjetta mukaillen laskea yhteen puristetab-
lettiin ja 10 millilitraan rikkihappoa (Luoma 2022). Taman myo6ta myds tislausvai-
heessa polttoputkeen lisattavan natriumhydroksidin maaraa voitiin laskea 50 mil-
lilitrasta 40 millilitraan. Tama muutos saastaa seka reagensseja etta yrityksen

resursseja.

6.2 LOD jaLOQ

Kumpaakin maaritysta varten mitattiin kahdesta markapoltetusta sarjasta yh-
teensa kahdenkymmenen nollanaytteen pitoisuudet yksikdssa mg N/kg. Nollien
antamat tulokset laskettiin vahentamalla kaikista nollanaytteistd maarityksissa
saatu pienin mitattu suolahapon kulutus. Talldin saatiin pienimmat mahdolliset

pitoisuudet, jotka laitteella voitiin luotettavasti saada. (FOSS n.d., 13-14.)

Toteamisraja saatiin laskettua kaavalla 2, jossa kertoimeksi k asetettiin 3. To-

teamisraja (LOD) oli talloin

LOD == xo + 3 . SO (2)
mg N
~ 45 ——
5 kg

Maaritysraja saatiin vastaavasti laskettua kaavalla 3, jossa kertoimeksi k asetet-

tiin 5. Maaritysraja (LOQ) oli talldin
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LOQ= x0+5'50 (3)
N
~ 65 D8
kg

Naihin keratty analyysidata on esitetty liitteessa 1, josta nahdaan nollanaytteille
maaritetyt keskiarvot ja keskihajonnat. Analyysidatan perusteella toteamisrajaksi
saatiin mittausepavarmuuden puitteissa noin 45 mg N/kg ja maaritysrajaksi noin

65 mg N/kg, mitka esitetdan taulukossa 2.

TAULUKKO 2. Lopulliset toteamis- ja maaritysrajat

Toteamisraja (mg N/kg) Maaritysraja (mg N/kg)

Kiinteiden naytteiden menetelmalle ei ollut aikaisemmin validoitu toteamis- tai
maaritysrajaa yksikdssa mg N/kg, joten validoinnin ensisijaisena tavoitteena ol
maarittdad ne. Tavoitteena toteamisrajalle oli 50 mg N/kg ja maaritysrajalle 500
mg N/kg. Mittauksissa saavutettu toteamisraja oli pienempi kuin tavoite, mutta
kuitenkin suurempi kuin aikaisemman menetelman maaritysraja (20 mg N/kg)
(Tuutti 2022). Maaritysraja sen sijaan laski tavoitteeseen nahden huomattavasti,
silla se oli alun perin asetettu korkeaksi. Korkeampaan toteamisrajaan ja maari-
tysrajaan vaikuttavat todennakoisesti laboratorion mittausolosuhteet, kuten kay-
tossa olleet kuluneet Kjeldahl-polttoputket, joiden uurteissa saattaa olla jamia ai-

kaisemmista naytteista.

6.3 Lineaarinen alue

Mittausaluetta ja lineaarista aluetta varten mitattiin viisi sarjaa standardinaytteita
(1000 mg N/L NH4Cl) pitoisuusalueelta 50-25 000 mg N/kg seka nelja sarjaa
standardinlisdysnaytteitd maanaytevakioon pitoisuusalueelta 250-20 000 mg
N/kg. Mittausalueen maarityksista keratty data esitetaan liitteessa 2. Datan pe-
rusteella voitiin muodostaa kalibrointisuora suolahapon kulutuksen (ml HCI) riip-
puvuudelle teoreettisesta pitoisuudesta (mg N/kg). Matriisittoman pitoisuusalu-
een (50-25 000 mg N/L) datasta muodostettiin regressiosuora, joka on esitetty

kuviossa 1.
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Regressiosuora 50 - 25 000 mg N/kg

100

90 y = 0,00358x - 0,01543
R? = 0,99996

Kulutus ml HCI

0 5000 10000 15000 20000 25000 30000
Teor. pitoisuus mg N/kg

KUVIO 1. Regressiosuora standardinaytteille pitoisuusalueella 50-25 000 mg
N/kg.

Kuvion 1 regressiosuoran perusteella muodostettiin suoralta laskettujen kulutus-

ten perusteella laskettujen pitoisuuksien residuaalit kuviossa 2.

Residuaalit 50 - 25 000 mg N/kg

250

°

200
< 150
3
= °
2 100 ° ®
P ® ]
oo

50 ®
£, : s
g o @8 0 b4 o
= 0 5000 10800 15000 20300 25000 30000
] [ ]
g 50 L4

¢
-100 ® °

-150
Teor. pitoisuus mg N/kg

KUVIO 2. Regressiosuoran residuaalien kuvaaja pitoisuusalueella 50—-25 000 mg
N/kg.
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Mittausaluetta tutkittin myos standardinlisayksilla matriisiin, eli maanaytevaki-
oon, pitoisuusalueella 250-20 000 mg N/kg. Taman data on esitetty liitteessa 3,

jonka perusteella muodostettiin kuviossa 3 esitetty regressiosuora.

Regressiosuora 250 - 20 000 mg N/kg
80

y =0,00355x +0,17138
R*=0,99991

70

60

50

40

Kulutus ml HCI

30

20

10

0 5000 10000 15000 20000 25000
Teor. pitoisuus mg N/kg

KUVIO 3. Regressiosuora standardinlisdysnaytteille pitoisuusalueella 250-20
000 mg N/kg.

Kuvion 3 regressiosuoran perusteella muodostettiin suoralta laskettujen kulutus-

ten perusteella laskettujen pitoisuuksien residuaalit kuviossa 4.
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Residuaalit 250 - 20 000 mg N/kg
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KUVIO 4. Kalibrointisuoran residuaalien kuvaaja pitoisuusalueella 250-20 000
mg N/kg.

Kuvioiden 1 ja 3 regressiosuorien perusteella havaittiin, etta lasketut pitoisuudet
olivat lineaarisesti riippuvia teoreettisista pitoisuuksista. Tama huomattiin myos
selitysasteista R?, jotka olivat molemmat yli 0,9999. Kuvioiden 2 ja 4 residuaalit
on maaritetty laskennallisesti, mutta kuvioista huomataan, etta arvot nayttaisivat
suunnilleen asettuvan 0-arvon kummallekin puolille. Eniten arvojen heittelehti-
mista tapahtui suuremmilla, eli yli 10 000 mg N/kg, pitoisuuksilla. Ne kuitenkin

pysyttelivat mittausepavarmuuden sisalla.

Aikaisemmin maaritettiin toteamisrajaksi 45 mg N/kg ja maaritysrajaksi 65 mg
N/kg, joten mittausalueeksi voidaan mittausdatan perusteella asettaa 45-25 000
mg N/Kg ja lineaariseksi alueeksi 65-20 000 mg N/kg. Nama on esitetty taulu-

kossa 3.

TAULUKKO 3. Lopullinen mittausalue ja lineaarinen alue

Mittausalue (mg N/kg) Lineaarinen alue (mg N/kg)

45-25 000 65-20 000
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Aikaisempi menetelman mittausalue oli 20—2000 mg N/kg, mutta lineaarista alu-
etta ei ollut erikseen maaritelty (Tuutti 2022). Tavoitteiksi mittausalueelle asetet-
tiin 50—-30 000 mg N/Kkg ja lineaariseksi alueeksi 500—20 000 mg N/kg. Mittaustu-
loksissa siis paastiin pienempiin alarajoihin seka mittausalueessa etta lineaari-
sella alueella. Saavutettu mittausalueen alaraja on kuitenkin huomattavasti suu-
rempi kuin aikaisempi raja, mika johtunee laboratorioiden valisten mittausolosuh-
teiden eroista. Lisaksi pipetoinnit suoritettiin seka automaatti- etta tayslasipipe-

teilla, joten automaattipipettien epatarkkuus nahdaan alle 10 mL pipetoinneissa.

6.4 Toistettavuus ja menetelman kokonaishajonta

Toistettavuutta tutkittiin standardinaytteiden avulla arvioimalla sarjojen sisaista ja
valista keskihajontaa seka niiden pohjalta kokonaishajontaa mittausalueella. Mit-
tauksissa tutkittiin pitoisuuksien keskihajontoja varianssisuhteen avulla seka nai-

den keskiarvoja.

Sarjojen sisaiset keskihajonnat maaritettiin kaavalla 4, sarjojen valiset kaavalla 5
ja kokonaishajonta kaavalla 6. Standardinaytteille sarjojen sisdinen hajonta vaih-
teli valilla 0,1-1,9 %, sarjojen valinen vaihtelu valilla 0—-1,1 % ja kokonaishajonta
valilla 0,5-2,0 %. Naiden tulokset on laskettu liitteen 2 datasta ja tulokset on esi-

tetty taulukossa 4.

TAULUKKO 4. Toistettavuusmittausten tulokset eri pitoisuuksilla.

Pitoisuus Sarjojen sisainen Sarjojen valinen Kokonaishajonta
(mg N/kg) hajonta sw (%) hajonta sb (%) st (%)
250 1,344 0 1,344
500 1,878 0,438 1,928
1000 0,413 1,059 1,137
5000 0,706 1,081 1,291
10000 0,649 0,985 1,180
15000 0,981 0,480 1,092
20000 0,132 0,544 0,559
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Kotkan menetelmalle toistettavuutta tarkasteltiin alun perin satunnaisvirheen
avulla. Taman validoinnin yhteydessa kuitenkin tutkittiin useamman sarjan perus-
teella kokonaishajontaa, jonka tavoitteeksi asetettiin 3—-5 %. Taulukon 4 koko-

naishajonnat kuitenkin pysyttelevat alle 2 %, joka on tavoitetta pienempi.

6.5 Tarkkuus ja menetelméan saanto

Tarkkuutta tutkittiin vertailumateriaalin, referenssimenetelman seka standardinli-
saysten avulla. Vertailumateriaalimittauksissa tutkittin SYKE MET 11/2023 sedi-
menttinaytetta, joka vastasi menetelmalla tutkittavia naytematriiseja. Arvojen pe-
rusteella laskettiin tarkkuusprosentti T-% eli poikkeama vertailuarvosta oli noin

-0,65 % kayttaen kaavaa 7 eli saanto olisi noin 99,35 %. Tama esitetaan taulu-

kossa 5.

TAULUKKO 5. Tarkkuus vertailumateriaalin avulla maaritettyna.

NEWC Vertailuarvo Tulosten keskiarvo Keskihajonta | Tarkkuus-
u (mg N/kg) x (mg N/kg) s (mg N/kg) poikkeama
T-%
SYKE 4310 4281,8 99,2 -0,65
MET
11/2023

Menetelmalla oli Kotkassa mitattu myos muita vertailumateriaaleja, joiden tark-
kuus vaihteli -0,99-8,20 % poikkeamina todellisesta arvosta. Nama naytteet oli-
vat komposteja ja yhdyskuntalietteita, joten ne eivat taysin vastanneet talla me-
netelmalla tutkittavia naytematriiseja. Voidaan kuitenkin todeta, etta laite antaa

tarkkuudeltaan enemman korkeita kuin matalia tuloksia.

Vertailunayte mitattin myds toimipisteen vanhalla laitteella, joka on malliltaan
identtinen, mutta vanhempi kuin validoitava laite. Tulosten valista eroa tutkittiin
kaavojen 9 ja 10 t-testin avulla. T-testi antoi arvoksi noin 0,408, joka on pienempi
kuin kaksisuuntaisen t-testin arvo to,05(2) = 4,303. Taman vuoksi laitteiden anta-

mien tulosten erot eivat ole merkittavia (Makinen 1996, 80). Menetelmien keski-
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hajonta on kyseiselle naytteelle noin 71,6 mg N/kg, joka suhteellisena poik-
keamana on noin 0,017 %. Laskuihin kaytetyt arvot sekd menetelmien keskiha-

jonnat on esitetty taulukossa 6.

TAULUKKO 6. Tarkkuus vertaamalla referenssimenetelmalla saatuihin tuloksiin.

Tulokset Tulosten Menetelmien Menetelmien

x (mg N/kg) | keskihajonta keskihajonta suhteellinen

s(mgN/kg) s(mgN/kg) keskihajonta s (%)

Vanha 4267,2 20,6 71,6 0,017
4238,1

Uusi 42117 99,2
4352,0

Tarkkuutta tutkittiin myos standardinlisaysnaytteilla pitoisuusalueella 500-20 000
mg N/kg. Naille arvoille maaritettiin saantoprosentit kaavalla 8, josta saantopro-
senteiksi koko alueelta saatiin 97-109 % ja keskiarvoksi noin 100 %. Tarkkuuden
tavoitesaannoksi asetettiin 95—-105 %, mika saavutettiin osittain. Koska tarkkuus
maaritettiin maanaytevakioon tehdyilla standardinlisayksilla, naytteen pohjan pi-
toisuus saattoi aiheuttaa mittaustuloksiin epavarmuutta. Pitoisuusheitto on kui-

tenkin sen verran pieni, etta tarkkuus pysyy hyvaksyttavissa rajoissa.

6.6 Laajennettu mittausepavarmuus

Mittausepavarmuutta tutkittiin rinnakkaisina maarityksina viidella standardinayte-
sarjalla ja neljalla standardinlisdysnaytesarjalla pitoisuusalueilla alle 500 mg N/kg
ja 500—-20 000 mg N/kg. Tuloksista tehtiin arviot satunnaisvirheille seka laskettiin
kaavalla 11 systemaattiset virheet ja kaavalla 12 kokonaisepavarmuus. Tasta
muodostettiin lopulliset laajennetut mittausepavarmuudet kaavalla 13. Tulokset
on maaritetty liitteiden 2 ja 3 mittausdatojen perusteella. Useamman sarjan sa-
tunnaisvirheet standardinaytteilla alle 500 mg N/kg pitoisuuksille esitetaan kuvi-
ossa 5, jossa x; on mitattujen pitoisuuksien keskiarvo ja si (%) on tulosten suh-

teellinen keskihajonta.
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Satunnaisvirhe suht. keskihajonnalla
(STD alle 500 mg N/kg)

Suht. keskihajonta si(%)

0 100 200 300 400 500 600
Tulosten keskiarvo xi (mg N/kg)

KUVIO 5. Satunnaisvirhe standardinaytteilla alle 500 mg N/kg.

Tasta voidaan arvioida satunnaisvirheen (u+) olevan noin 7 %, kun pitoisuus on
alle 500 mg N/kg. Tasta voidaan maarittaa systemaattinen virhe, joka on noin 2,9
%. T-testista saatu arvo t = 2,651 on kuitenkin korkeampi kuin fo,05(24) = 2,064,
joten systemaattinen virhe (u2) arvioidaan olevan 5 % (Makinen 1996, 80). Nain

ollen kokonaisepavarmuus (uc) on

12
U, = fuf+u§ (12)

~ 8,602 %

ja laajennettu mittausepavarmuus (U) alle 500 mg N/kg pitoisuuksille, kun kertoi-

meksi k on asetettu 2

U=2-u, (13)
= 17,205 % ~ 20 %.

Vastaavalla tavalla maaritettiin pitoisuusalueen 500-20 000 mg N/kg mittausepa-
varmuus kayttden seka standardinaytteitéa ettd standardinlisdysnaytteita. Stan-
dardinaytteiden satunnaisvirhe useamman sarjan naytteille on esitetty kuviossa
6.
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Satunnaisvirhe suht. keskihajonnalla

(STD 500 - 20 000 mg N/kg)
4
3,5
g 3
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s

0,5 \‘> L —]
0
0 5000 10000 15000 20000 25000
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KUVIO 6. Satunnaisvirhe standardinaytteilla alueella 500-20 000 mg N/kg.

Kuviosta 6 huomataan, etta satunnaisvirhe pysyttelee standardinaytteilla 5 % ala-
puolella. Vastaavasti useamman sarjan standardinlisdysnaytteiden satunnais-

virhe on esitetty kuviossa 7.

Satunnaisvirhe suht. keskihajonnalla
(STD-lisdys 500 - 20 000 mg N/kg)
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KUVIO 7. Satunnaisvirhe standardinlisaysnaytteilla alueella 500-20 000 mg
N/kg.
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Kuvion 7 perusteella standardinlisaysnaytteilla satunnaisvirheet pysyttelevat
myds alle 5 %, joten standardi- ja standardinlisdysnaytteiden yhdistetty satun-

naisvirhe pitoisuusalueella 500-20 000 mg N/kg on 5 %.

Systemaattiset virheet on laskettu samalla tavoin kuin aikaisemmassa kohdassa,
jossa standardinaytteille systemaattiseksi virheeksi saatiin noin 1,3 % ja t-testin
arvoksi 8,067, joka on huomattavasti suurempi kuin fo,05(44) = 2,015. Standardin-
lisaysnaytteilla systemaattiseksi virheeksi arvioitiin 4,7 % t-testin arvolla fo,05(28)
= 2,048, joka on merkittava (Makinen 1996, 80). Nain ollen systemaattinen virhe

voidaan arvioida olevan noin 5 % alueella 500—-20 000 mg N/kg.

Kokonaisepavarmuus alueella 500-20 000 mg N/kg laskettiin talldin satunnais-
virheelld 5 % ja systemaattisella virheella 5 %, jolloin tulokseksi saatiin us = 7,071
% ja laajennetuksi mittausepavarmuudeksi U noin 14,142 % eli pydristettyna 15

%. Mittaustulokset esitetaan koottuna viela taulukossa 7.

TAULUKKO 7. Laajennetun mittausepavarmuuden tulokset.

Pitoisuusalue Satunnais-  Systemaattinen Kokonais- Laajennettu
(mg N/kg) virhe virhe epavarmuus Mittaus-
(%) (%) (%) epavarmuus
(%)
Alle 500 7 5 8,602 20
500-20000 |5 5 7,071 15

Mittausepavarmuuden tavoitteeksi asetettiin standardipoikkeamaksi 5 %. Mit-
tauksissa kuitenkin lahestyttin enemman tilastomatemaattisesti tuloksia, jolloin
voitiin maarittaa laajennetut mittausepavarmuudet satunnaisvirheiden ja syste-
maattisten virheiden avulla. Satunnaisvirheet ja systemaattiset virheet ovat kui-

tenkin noin 5 %, joten tavoite saavutettiin talta osin.

Aikaisempi menetelman laajennettu mittausepavarmuus oli noin 25 % (Tuutti
2022). Tassa validoinnissa mittausepavarmuudessa paastiin aikaisempaa pie-
nempiin prosentteihin. Mittausepavarmuuden muutos pienempaan johtunee

muutoksesta kaupalliseen 0,02 M suolahappoon, jonka pitoisuusvaihtelut ovat
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huomattavasti vahaisemmat kuin itse valmistetun liuoksen. Toisaalta menetel-
massa ilmeneva epavarmuus saattaa johtua standardimaarityksissa pipetoin-
neista, sillda osaan standardeista kaytettiin automaattipipetteja (0,05-5 ml) ja
osaan tayspipetteja (10-25 ml). Myos Kjeldahl-polttoputket ovat monen vuoden
takaisen kayton jaljilta naarmuuntuneita, jolloin uurteisiin on saattanut jaada taus-

taan vaikuttavia pitoisuuksia.
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7 POHDINTA

Tama opinnaytetyo suoritettiin SGS Finland Oy:n Karkkilan toimipisteessa, jonne
yritys halusi keskittaa typpiyhdisteiden maarittamiseen keskittyvan Kjeldahl-ana-
lytiikan. Opinnaytetydna toimeksiantajalle kehitettiin ja validoitiin menetelma kiin-
teiden ymparistonaytteiden, kuten sedimenttien, hiekkamaiden ja maanaytteiden,
kokonaistyppipitoisuuksien analysoimiseen FOSS Kjeltec -analysaattorilla aikai-
sempiin Kjeldahl-menetelmiin pohjautuen. Menetelma validoitiin kayttaen tilasto-
matemaattisia analyysimenetelmia ja datan kasittelya, joissa suoritettiin rinnak-
kaisia maarityksia eri naytteille ja naytematriiseille useiden paivien ajan. Uuden
kehitetyn menetelman todettiin olevan kayttétarkoituksen mukainen seka taytta-

van toimipisteen laatuvaatimukset.

Alun perin menetelmaa lahdettiin siirtovalidoimaan noudattaen Kotkan toimipis-
teen laatimaa kiinteiden ymparistonaytteiden kokonaistyppimenetelmaa. Mene-
telman validointia varten oli keratty mittausdataa jo useamman viikon ajalta,
mutta menetelma kuitenkin osoittautui sen verran poikkeavaksi Karkkilassa kay-

tetysta menetelmasta, etta siihen lahdettiin tekemaan parantavia muutoksia.

Siirtymalla kaupalliseen suolahappoon titraushappona tulosten luotettavuus kas-
voi, silla titraushappo ei jokaisella valmistuseralla poikennut edellisesta. Tama
johti siihen, etta validointiprosessi palasi lahes alkupisteeseen, mika osittain pit-
kitti laitteen kayttoonottoon tarvittavaa aikaa. Muutoksia menetelmaan olivat
muun muassa jokaisen ajon yhteydessa ajettava lammitysohjelma, joka sisaltaa
nollanaytteen, standardin ja kontrollistandardin seka maanaytevakion. Lisaksi
menetelman esikasittelyssa energiaa ja aikaa kuluttava markapoltto-ohjelma
vaihdettiin Karkkilassa kaytdssa olleeseen poltto-ohjelmaan, jonka todettiin polt-

tavan yhta tasalaatuisesti naytteet verrattuna aikaisempaan ohjelmaan.

Uuden menetelman todettiin olevan monilta osin yhtenevainen toimipisteen aikai-
semman ymparistonaytteiden kokonaistyppimenetelman kanssa, kuten esikasit-
telyn, reagenssien maarien seka laadunvarmistuksen kannalta. Menetelma tuo

mukanaan uudenlaisen analyysitekniikan Karkkilan laboratorioon tarjoten pie-
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nempien typpipitoisuuksien maarittamiseen tarvittavat laitteet ja menetelmat. Va-
lidointi oli suhteessa suppeampi kuin jos laite olisi ollut toimipisteelle uusi. Sille
kuitenkin suoritettiin kaikki toimipisteen vaatimuksiin nahden tarvittavat testauk-

set ja todennukset seka laitteen etta menetelman kayttdonottoa varten.

Opinnaytetyon suorittaminen oli palkitseva kokemus, silla sen myéta sai koke-
musta seka validoinnista etta analyysimenetelman kehittamisesta. Validointipro-
sessin myota tuli myos tutuksi, miten menetelman erilaiset raja-arvot selvitetaan
ja mita toimivalta ja kayttotarkoituksenmukaiselta menetelmalta yleisesti vaadi-
taan. Validointiprosessi toteutettiin hyvin omatoimisesti validointisuunnitelmasta,
analyysidatan keraamiseen seka validointiraportin ja menetelmaohjeen paivityk-
seen saakka. Lisaksi yrityksen henkildkuntaa tullaan perehdyttamaan uuden lait-
teen kayttoon ja menetelmaohjeeseen seka kaytantoon varmistaen menetelman

toimivuus ja selkeys.

Uusi menetelma tulee helpottamaan toimipisteen henkildkuntaa, jotka tulevat
analysoimaan Kjeldahl-menetelmalld kokonaistyppea. Yhtenevammat menetel-
mat mahdollistavat tyontekijoiden nopean perehdyttamisen saastaen tyontekijoi-
den tybaikaa ja yrityksen resursseja. Lisaksi SGS Finland Oy:n Karkkilan toimi-
piste kykenee jatkossa tarjpamaan asiakkailleen laajemman valikoiman analyy-
seja pienempien typpipitoisuuksien maarittamista varten. Tama myos mahdollis-
taa yritykselle mahdollisuuden tarjota asiakkailleen tavan seurata eri ymparisto-
jen typpipitoisuuksia ja saada parempi kasitys ympariston saastumisesta ja ih-

misten toiminnan vaikutuksista.
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LITTEET

Liite 1. Mittausdata ja tulokset toteamis- ja maaritysrajoille

46

TAULUKKO 8. Nollanaytteiden kulutusten pohjalta muodostettu mittausdata.

ml HCl —
Maaritys ml HCl ml HCl_minimi Kerroin mg N/kg Ajopvm.
1 0,405 0,1004 0,281708 28,2834 | 25.01.2024
2 0,4151 0,1105 0,281708 31,1287
3 0,4151 0,1105 0,281708 31,1287
4 0,3905 0,0859 0,281708 24,1987
5 0,3733 0,0687 0,281708 19,3533
6 0,3611 0,0565 0,281708 15,9165
7 0,3635 0,0589 0,281708 16,5926
8 0,4004 0,0958 0,281708 26,9876
9 0,3537 0,0491 0,281708 13,8318
10 0,3635 0,0589 0,281708 16,5926
11 0,3267 0,0221 0,281556 6,2224 | 02.02.2024
12 0,3955 0,0909 0,281556 25,5934
13 0,3881 0,0835 0,281556 23,5099
14 0,3291 0,0245 0,281556 6,8981
15 0,3218 0,0172 0,281556 4,8428
16 0,3463 0,0417 0,281556 11,7409
17 0,3193 0,0147 0,281556 4,1389
18 0,3832 0,0786 0,281556 22,1303
19 0,3046 0 0,281556 (minimi)
20 0,3562 0,0516 0,281556 14,5283
Keskiarvo (mg N/kg) 18,0852061
Keskihajonta (mg N/kg) 8,757727542
Suhteellinen keskihajonta (%) 48,42481474
Toteamisraja LOD (mg N/kg) 44,35838871 | =45
Maaritysraja LOQ (mg N/kg) 61,8738438 | =65
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Liite 2. Mittausdata standardinaytteilld mittausalueeseen, lineaariseen aluee-

seen, toistettavuuteen seka mittausepavarmuuteen

1(2)
TAULUKKO 9. Standardinaytteiden mittausdata validointiin
Tulos -
REG- REG- REG-
Teor. suoran suoran suoran
Maéritys | Pitoisuus Kulutus Kerroin Tulos kulutus tulos tulos Ajopvm.
mg N/

mg N/kg ml HCI ml HCI mg N/kg ml HCI mg N/kg mg N/kg

1 50 0,16211 0,280585 45,486 0,164 45,925 -0,439 | 30.01.2024
2 50 0,17685 0,280585 49,621 0,164 45,925 3,697
3 100 0,3537 0,280585 99,243 0,343 96,179 3,064
4 100 0,36843 0,280585 103,376 0,343 96,179 7,197
5 250 0,90143 | 0,280585 252,928 0,880 246,943 5,985
6 250 0,91863 0,280585 257,754 0,880 246,943 10,811
7 500 1,78076 | 0,280585 499,655 1,776 498,216 1,438
8 500 1,7955 0,280585 503,791 1,776 498,216 5,574
9 1000 3,57134 | 0,280585 | 1002,065 3,567 | 1000,763 1,302
10 1000 3,59345 | 0,280585 | 1008,269 3,567 | 1000,763 7,506
11 5000 17,88865 0,280585 5019,290 17,895 5021,133 -1,842
12 5000 | 17,95006 | 0,280585 | 5036,521 17,895 | 5021,133 15,388
13 10000 35,52186 0,280585 9966,908 35,806 | 10046,595 -79,688
14 10000 | 35,69625 | 0,280585 | 10015,839 35,806 | 10046,595 | -30,756
15 25000 89,37448 0,280585 | 25077,155 89,538 | 25122,983 -45,828
16 25000 89,38921 0,280585 | 25081,288 89,538 | 25122,983 -41,695

17 50 0,18667 | 0,281556 52,558 0,164 46,084 6,474 | 02.02.2024
18 50 0,18667 0,281556 52,558 0,164 46,084 6,474
19 100 0,36352 | 0,281556 102,351 0,343 96,512 5,839
20 100 0,35861 0,281556 100,969 0,343 96,512 4,457
21 250 0,89652 | 0,281556 252,421 0,880 247,798 4,623
22 250 0,92354 0,281556 260,028 0,880 247,798 12,231
23 500 1,79795 0,281556 506,224 1,776 499,940 6,283
24 500 1,88883 | 0,281556 531,812 1,776 499,940 31,871
25 1000 3,61064 0,281556 1016,598 3,567 1004,226 12,372
26 1000 3,61556 | 0,281556 | 1017,983 3,567 | 1004,226 13,757
27 5000 17,95497 0,281556 5055,331 17,895 5038,507 16,824
28 5000 | 18,03357 | 0,281556 | 5077,462 17,895 | 5038,507 38,954
29 10000 | 35,84178 | 0,281556 | 10091,472 35,806 | 10081,360 10,112
30 15000 53,97052 0,281556 | 15195,729 53,717 | 15124,212 71,517
31 15000 53,97052 0,281556 | 15195,729 53,717 | 15124,212 71,517
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2 (2)
Tulos -
REG- REG- REG-
Teor. suoran suoran suoran
pitoisuus Kulutus Kerroin Tulos kulutus tulos tulos
mg N/

Maaritys | mg N/kg ml HCI ml HCI mg N/kg ml HCI mg N/kg mg N/kg Ajopvm.
32 500 1,76357 0,288744 509,221 1,776 512,704 -3,483 | 09.02.2024
33 500 1,78567 0,288744 515,602 1,776 512,704 2,898
34 1000 3,55906 0,288744 1027,659 3,567 1029,864 -2,205
35 1000 3,58117 0,288744 1034,043 3,567 1029,864 4,179
36 5000 17,7732 0,288744 5131,913 17,895 5167,145 -35,232
37 5000 18,04584 0,288744 5210,636 17,895 5167,145 43,492
38 10000 | 35,44939 | 0,288744 | 10235,815 35,806 | 10338,745 -102,930
39 10000 35,54887 0,288744 | 10264,539 35,806 | 10338,745 -74,206
40 20000 | 71,45389 | 0,288744 | 20631,914 71,627 | 20681,945 -50,031
41 20000 71,24818 0,288744 | 20572,517 71,627 | 20681,945 -109,429
42 25000 89,8019 | 0,288744 | 25929,800 89,538 | 25853,546 76,255
43 250 0,88424 0,283123 250,348 0,880 249,176 1,172 | 20.02.2024
44 250 0,89406 0,283123 253,129 0,880 249,176 3,952
45 500 1,79304 | 0,283123 507,650 1,776 502,722 4,928
46 500 1,81023 0,283123 512,517 1,776 502,722 9,795
47 5000 | 17,88374 | 0,283123 | 5063,289 17,895 | 5066,538 -3,249
48 5000 18,0876 0,283123 5121,007 17,895 5066,538 54,468
49 10000 35,7773 | 0,283123 | 10129,359 35,806 | 10137,446 -8,087
50 10000 | 35,92467 | 0,283123 | 10171,082 35,806 | 10137,446 33,636
51 15000 53,71753 0,283123 | 15208,641 53,717 | 15208,354 0,288
52 15000 | 54,20448 | 0,283123 | 15346,508 53,717 | 15208,354 138,154
53 20000 72,03725 0,283123 | 20395,366 71,627 | 20279,261 116,105
54 20000 71,95312 0,283123 | 20371,547 71,627 | 20279,261 92,286
55 25000 89,81046 0,283123 | 25427,362 89,538 | 25350,169 77,194
56 250 0,88424 | 0,285105 252,101 0,880 250,921 -1,180 | 05.03.2024
57 250 0,89161 | 0,285105 254,202 0,880 250,921 -3,281
58 1000 3,52959 0,285105 1006,304 3,567 1016,883 10,580
59 1000 3,55661 | 0,285105 | 1014,007 3,567 | 1016,883 2,876
60 10000 35,04167 0,285105 9990,554 35,806 | 10208,430 217,876
61 10000 | 35,64467 | 0,285105 | 10162,473 35,806 | 10208,430 45,957
62 15000 53,25699 0,285105 | 15183,833 53,717 | 15314,845 131,012
63 15000 53,38226 0,285105 | 15219,548 53,717 | 15314,845 95,297
64 20000 | 71,67742 | 0,285105 | 20435,589 71,627 | 20421,260 -14,329
65 20000 71,73698 0,285105 | 20452,570 71,627 | 20421,260 -31,310
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Liite 3. Mittausalueen ja lineaarisen alueen mittausdata standardinlisaysnayt-

teilla
1(2)
TAULUKKO 10. Standardinlisaysnaytteiden mittausdata validointiin
Vakion Teor.
STD punnitus pitoisuus Kulutus Kerroin
Maaritys | mg N/kg g mg N/kg ml HCI mg N/ml HCl | Ajopvm.
1 500 1,506 604,227 2,152 0,281556 | 25.01.2024
2 500 1,5041 604,227 2,427 0,281556
3 5000 1,501 5104,227 18,306 0,281556
4 5000 1,5027 5104,227 18,547 0,281556
5 10000 1,5036 10104,227 35,610 0,281556
6 10000 1,5033 10104,227 35,736 0,281556
7 500 1,5 604,227 2,247 0,282925 | 15.02.2024
8 500 1,5008 604,227 2,360 0,282925
9 5000 1,4996 5104,227 18,380 0,282925
10 5000 1,507 5104,227 18,449 0,282925
11 15000 1,5003 15104,227 53,361 0,282925
12 15000 1,5013 15104,227 53,818 0,282925
13 20000 1,5 20104,227 72,263 0,282925
14 20000 1,5021 20104,227 71,918 0,282925
15 250 1,498 354,227 1,361 0,283123 | 20.02.2024
16 250 1,5013 354,227 1,484 0,283123
17 500 1,5014 604,227 2,319 0,283123
18 500 1,5044 604,227 2,444 0,283123
19 5000 1,498 5104,227 18,375 0,283123
20 5000 1,5024 5104,227 18,714 0,283123
21 15000 1,5009 15104,227 53,907 0,283123
22 15000 1,5038 15104,227 54,163 0,283123
23 20000 1,5058 20104,227 71,787 0,283123
24 20000 1,4996 20104,227 71,506 0,283123
25 500 1,5116 604,227 2,299 0,285105 | 05.03.2024
26 500 1,5001 604,227 2,326 0,285105
27 10000 1,5148 10104,227 35,831 0,285105
28 10000 1,5077 10104,227 35,942 0,285105
29 15000 1,6244 15104,227 53,326 0,285105
30 15000 1,5046 15104,227 53,659 0,285105
31 20000 1,5526 20104,227 71,578 0,285105
32 20000 1,504 20104,227 71,284 0,285105
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2(2)
REG- Tulos —
REG- REG- suoran REG-
Tulos — suoran suoran tulos — suoran
Tulos KA VAKIO | kulutus tulos KA VAKIO | tulos
Maaritys | mg N/kg mg N/kg ml HCl mg N/kg mg N/kg mg N/kg | Ajopvm.
1 605,810 501,583 2,318 652,536 548,309 -46,725 | 25.01.2024
2 683,266 579,039 2,318 652,536 548,309 30,731
3| 5154,225| 5049,998 18,302 | 5152,940 | 5048,713 1,286
4| 5221,999 | 5117,772 18,302 | 5152,940 | 5048,713 69,059
5110026,292 | 9922,065 36,062 | 10153,389 | 10049,162 | -127,097
6 | 10061,562 | 9957,335 36,062 | 10153,389 | 10049,162 -91,826
7 635,858 531,631 2,318 655,709 551,482 -19,851 | 15.02.2024
8 667,826 563,599 2,318 655,709 551,482 12,116
9| 5200,139 | 5095,912 18,302 | 5178,001 | 5073,774 22,138
10| 5219,595 | 5115,369 18,302 | 5178,001 | 5073,774 41,595
11 | 15097,290 | 14993,063 53,822 | 15227,538 | 15123,311 | -130,248
12 | 15226,547 | 15122,320 53,822 | 15227,538 | 15123,311 -0,991
13 | 20445,104 | 20340,877 71,582 | 20252,307 | 20148,080 192,797
14 | 20347,291 | 20243,064 71,582 | 20252,307 | 20148,080 94,984
15 385,259 281,032 1,430 404,752 300,526 -19,494 | 20.02.2024
16 420,029 315,802 1,430 404,752 300,526 15,277
17 656,468 552,241 2,318 656,166 551,939 0,302
18 691,934 587,708 2,318 656,166 551,939 35,768
19| 5202,370 | 5098,143 18,302 | 5181,607 | 5077,380 20,763
20| 5298,338 | 5194,111 18,302 | 5181,607 | 5077,380 116,730
21| 15262,188 | 15157,962 53,822 | 15238,144 | 15133,917 24,045
22 | 15334,685 | 15230,458 53,822 | 15238,144 | 15133,917 96,541
23 | 20324,433 | 20220,206 71,582 | 20266,412 | 20162,185 58,021
24 | 20244,983 | 20140,756 71,582 | 20266,412 | 20162,185 -21,429
25 655,462 551,235 2,318 660,760 556,534 -5,298 | 05.03.2024
26 663,166 558,939 2,318 660,760 556,534 2,405
27 | 10215,519 | 10111,293 36,062 | 10281,367 | 10177,140 -65,847
28 | 10247,206 | 10142,979 36,062 | 10281,367 | 10177,140 |  -34,161
29 | 15203,616 | 15099,389 53,822 | 15344,844 | 15240,617 | -141,228
30 | 15298,505 | 15194,278 53,822 | 15344,844 | 15240,617 -46,339
31 | 20407,227 | 20303,000 71,582 | 20408,321 | 20304,094 -1,094
32 | 20323,543 | 20219,316 71,582 | 20408,321 | 20304,094 -84,778




