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Ammoniumin maaritykseen kaytetdan vallitsevasti indofenolisiniseen perustuvaa spektro-
metristd menetelmaa, joka ei valttamatta ole kuitenkaan herkkyydeltaan riittava.

Virtausinjektioanalysaattori (FIA) on kaytetty menetelma maarittdessa useita muita ravin-
teita, kuten fosfaattia ja nitriittia. Automatiikkaa hyddyntava FIA sekoittaa itse nayte- ja rea-
genssivirrat keskenaan, jolloin analyysi yksinkertaistuu, nopeutuu ja lisdksi kontaminaa-
tioriski vdhenee. Eduistaan huolimatta ammoniumin analysointiin FIA ei ole vakiintunut yhta
suuressa mittakaavassa kuin muiden ravinteiden, vaikka julkaisuja on olemassa.
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sainen ja siten mittausepavarmuus oli suuri. Toinen suuri ongelmakohta oli menetelman hai-
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Gaseous ammonia (NHs3) dissolves in water as ions, changing to ammonium (NH4*) form.
The concentration of ammonium is usually quite small in water systems, especially in
oceans. The spectrometric indophenol blue method is commonly used to determine ammo-
nium, but the sensitivity of this analysis is not always sufficient enough.

Flow injection analysis (FIA) is a widely used method to determine several other nutrients
such as phosphate and nitrite. FIA takes advantage of automatism by mixing sample and
reagent lines. Because of this, the analysis becomes simpler, faster and the risk of contam-
ination decreases. Despite its benefits and the numerous ammonium-related publications,
FIA has not been able to establish its position in ammonium analyses as the spectrometric
method has done.

The objective of the thesis was to improve, optimize and validate a fluorometric method that
would be able to determinate ammonium and also to compare the results of the fluorometric
FIA analysis to those of the spectrometric indophenol blue method. The thesis was per-
formed in a marine research laboratory at the Finnish Environment Institute (SYKE).

The improvement and optimization of the ammonium method succeeded but however, the
limit of quantification was still quite high. Even though the fluorometric FIA-method proved
to be more sensitive than the formerly used spectrometric analysis, the method was not
stable enough - thus, the measurement uncertainty was high. Another major problem was
the method’s trouble with salt water and consequently the lack of an unequivocal correction
factor. On the basis of the results, the method still needs more development.

Keywords FIA, ammonium, fluorescence, validation, optimization
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1 Johdanto

Ammoniumin tarkka madritys merivedesta on osoittautunut haasteelliseksi analyysiksi
yleisyydestddn huolimatta. Indofenolisiniseen perustuva spektrofotometrinen mene-
telma saattaa antaa todellisesta arvosta jonkin verran poikkeavan tuloksen etenkin pie-
nid pitoisuuksia analysoitaessa, vaikka metodi on laajasti kaytossa. Luonnonvesissa alle
mikromolaariset ammoniumpitoisuudet ovat tyypillisid, joten mittausmenetelmalta vaadi-

taan huomattavaa herkkyytta (Holmes ym. 1999: 1801.)

Pienten pitoisuuksien lisdksi analyysia vaikeuttaa kontaminaatioriski. Ammonium ei saily
vesinaytteissa pitk&&n, joten nopea maaritys on tarpeellinen. Kaytettavan laitteen on ol-
tava tarpeeksi automatisoitu, jotta naytteiden kasittelyyn ja analysointiin vaadittava aika

saadaan minimoitua.

Opinnaytetyon tavoite on parantaa ammoniumin maarityksen herkkyytta ottamalla kayt-
t6on fluoresenssidetektorilla varusteltu FIA-ravinneanalysaattori ja vertailla saatuja tu-
loksia spektrofotometrisen menetelmén kanssa. Eniten odotusta osakseen saa maari-
tysraja, joka halutaan saada mahdollisimman matalaksi. Pienten pitoisuuksien lisaksi
myds jatevesien ja levakasvatuskokeiden korkeat ammoniumpitoisuudet pyritdéan analy-
soimaan samalla laitteella, joten dynaamisen mittausalueen on oltava mahdollisimman
laaja. Validointiparametreja lineaarisuuden lisaksi ovat maaritys- ja toteamisraja, herk-
kyys, tarkkuus, toistettavuus, saanto, mittausepavarmuus sekd naytematriisin vaikutus.
Tyon toinen tavoite on herkkyyden parantamisen lisdksi myds selvittda, voiko FIA:n au-

tomatiikkaa hyddyntaa jatkuvatoimisissa mittauksissa.

Opinnaytety® toteutettin Suomen Ymparistokeskuksen Merikeskuksessa, meriekolo-
gian laboratoriossa. Merikeskus on erikoistunut toiminnassaan erityisesti Itdmeren tilan
tutkimiseen, ilmoittaen tavoitteekseen tiedon tuottamisen ja uusien suojeluratkaisujen
keksimisen. Vesistojen ravinteiden tutkiminen on tarked osa Merikeskuksen toimintaa,
ravinteiden runsaus tai vahyys kertoo meren tilasta paljon (SYKE Suomen ymparisto-
keskus 2013.)



2 Teoria

Typen luonnollinen kierto on ekosysteemille elintarked. Ravinteiden saanti on tiukasti
yhteydessa organismien kasvuun, joten liiallinen typen maara johtaa helposti vesistdjen

rehevditymiseen.

2.1 Typen kierto

Typpi on yksi elollisten organismien tarkeimmista ravinteista, se esiintyy laajamittaisesti
niin proteiinien kuin nukleiinihappojenkin rakennusaineena. Yleisyydestaan huolimatta
vapaana oleva typpi on lahes saavuttamaton kaasumaisessa Nz-muodossaan, ollen
useimmiten ekosysteemin rajoittava tekija. Osaksi typpisyklia No-molekyyli paésee sil-

loin, kun se muutetaan muuksi muodoksi (Bernhard 2010.)

Luonnonvesissa esiintyy useita typen muotoja ilmakehdasta tulleen typpikaasun (N2) li-
saksi. Ammonium (NH4"), nitriitti (NO2) ja nitraatti (NOs) ovat kaikki epaorgaanisia ra-
vinteita, joiden pitoisuudet ovat pienia etenkin oligotrofisissa ekosysteemeissa. Epéor-
gaanisten ravinteiden lisaksi vesistbissa on myos orgaanisia yhdisteitd, muun muassa
proteiineja ja nukleiinihappoja. Liukoisten yhdisteiden liséksi typpiyhdisteita esiintyy pal-
jon vesistojen pohjasedimenteissa. Sedimenttiin sitoutunut typpi on useimmiten biologi-
sesti tavoittamattomassa muodossa (Wetzel 1983: 223, 254.)

lImakehéasta melkein 80 % on typpikaasua, mutta silti sen hyddyntaminen on hankalaa.
Typpikaasu on hyvin stabiilia, joten sidoksen purkamiseen vaaditaan paljon energiaa.
Abioottisessa prosessissa salamointi rikkoo typpisidoksia. Samankaltaista biologista
prosessia kutsutaan typensidonnaksi, jotkut organismit pystyvat muuttamaan ilmake-
hassa olevan typen kayttokelpoiseen muotoon. TAman prosessin suorittavat useimmiten
prokaryootit, esimerkiksi palkokasvien juurinystyrdissa elavat Rhizobium-bakteerit. Jot-
kut naista typensitojaorganismeista ovat symbioottisia, toiset puolestaan parjaavat itse-
naisesti. Kaikilla nailla organismeilla on kuitenkin samankaltainen reaktiota (kaava 1) ka-

talysoiva entsyymikompleksi nitrogenaasi (Bernhard 2010.)

N, +8H"+8e — 2NHs+H; (Kaava 1)



Nitrifikaatiossa yleensé prokaryootit hajottavat muodostuneen ammoniakin nitriitiksi ja
nitraatiksi. Reaktio on aerobinen, hapen konsentraation on oltava vedessa vahintaan 0,3
mg/l (Wetzel 1983: 236). Ensimmaisessa vaiheessa ammoniakki hapettuu valituotteen
hydroksyyliamiinin (NH>OH) kautta nitriitiksi (kaava 2). Nitrifikaation seuraavassa osassa
(kaava 3) nitriitti (NO2) hapettuu nitraatiksi (NO3). Seka nitriitin ett& nitraatin muodostu-
misessa vapautuu vain vahan energiaa, joten saannot ovat alhaiset (Bernhard 2010.)

NHz; + O2+2e — NH,OH + HO - NOy + 5 H" + 4 ¢ (Kaava 2)
NOz +- 0, — NOg (Kaava 3)

Denitrifikaatiossa nitraatti muuttuu biologisesti inertiksi typpikaasuksi (N2) valivaiheiden
kautta (kaava 4). Happamissa ja kylmissa vesistbissa denitrifikaatio hidastuu (Wetzel
1983: 237 - 238.) Jatevesistoissa denitrifikaatio on merkittava prosessi ylimaaraisten ra-

vinteiden poistajana (Bernhard 2010.)
NO3z; — NOz' — Nzo — N> (Kaava 4)

Heterotrofiset eli toisenvaraiset bakteerit tuottavat paatuotteenaan ammoniakkia hajot-
taessaan orgaanista materiaalia. Vedessad ammoniakki esiintyy paaosin ammonium-io-
nina (NH4%), mutta pH:sta riippuen myés ammoniumhydroksidina (NH4sOH). Happa-
massa vedessd ammoniumin maara on suhteessa huomattavasti suurempi ammonium-

hydroksidiin verrattuna, eméksisessa ymparistéssa suhde tasaantuu.

Kasvit eivat voi hyddyntaa suoraan nitraattia (NO3’), yhdiste on pakko muuttaa ammoni-
akiksi. Kasveille ja leville kaikista energiatehokkain typen muoto on NHa-typpi, vaikka
joskus ammoniumhydroksidin myrkyllisyys saattaa aiheuttaa NOs-typpiravinteen suosi-
misen (Wetzel 1983: 233.)

2.1.1 Typpikuorma ja Itdmeri

Vesistdjen rehevoityminen on niin sisdvesien kuin merienkin ongelma. Elididen kasvua
rajoittaa fyysisten olosuhteiden lisdksi my6s ravinteiden puute, erityisen tarkeitd ovat
typpi ja fosfori. Ylim&&raiset ravinteet hyddynnetdan tehokkaasti, jolloin kasvien ja kas-

visplanktonien maara lisdantyy huomattavasti. Vesi samentuu ja hapen mé&éra vahenee



rehevoityneissa systeemeissé biomassan lisdé&ntymisen myota, jolloin osa lajeista ei par-
jdd enda muuttuneissa olosuhteissa. Vesistojen pohjaliejuun varastoituu ravinteita,
mutta osa ndista vapautuu takaisin etenkin hapettomissa olosuhteissa prosessissa, jota
kutsutaan siséaiseksi kuormitukseksi (Biologian ja maantieteen opettajien liitto.)

Mereen typpi paatyy yleensa jokiveden mukana, mutta myos ilmalaskeumana ja suorana
pistekuormituksen. Pistekuormitusta aiheuttaa muun muassa kalankasvatus, jateveden-
puhdistamot sekd yhdyskunnat (Suomen ymparistokeskus SYKE 2014.) Toisin kuin pis-
tekuormitus, hajakuormitus on peraisin monesta eri lahteesta eivatka vaikutukset ole pel-
késtaan paikallisia. Hajakuormituksena voidaan pitda maa- ja metsataloutta, teollisuu-

desta ja liikenteesta ilmaan joutuvia typpipaastoja seké haja-asutusta.

[tdmeri on muuttunut 1900-luvun alusta lahtien nopeasti. Ihmisisté johtuva typpikuorma
on lisdantynyt huomattavasti esiteollisesta ajasta lahtien, erityisesti sinilevan maara on
kasvanut paljon rehevoitymisen myota. Luonnostaan ravinnekuormalle Itdmeri on herkka
sijaintinsa ja luonnonolosuhteiden vuoksi. ItAmeri on matala, silla on laaja valuma-alue,
se on véahasuolainen eika veden vaihtuvuus ole suurta. Vaikka ulkoinen kuormitus on
laskenut 1980-luvulta lahtien, Itdmeren ravinnetilanteen parantaminen vaatii viela suu-

rempia toimenpiteita (Pitkdnen 2008.)

2.2  Ammoniumin mittausmenetelmét

Yleisesti kaytetty indofenolimenetelma eli Berthelotin reaktio mittaa ammoniakin ja am-
moniumin summaa, ionitasapaino on veden pH-arvosta riippuvainen (Grasshoff 1976:
127 - 128). Spektrofotometrilla mitattava indofenolisininen syntyy ammoniakin rea-
goidessa fenolin kanssa, hypokloriitin ollessa lasna (kuva 1). Lopputuote voidaan mitata
aallonpituudella 625 nm (Harris 2010: 414.) Reaktiota katalysoi nitroprussidi-ioni ja yli-
maara hypokloriittia. Vedessa esiintyvat Mg- ja Ca-ionit saattavat saostua pH:n ollessa
suurempi kuin 9,6, mutta trinatriumsitraattia lisdéamalla hairidtekijoita voidaan vahentaa
(Grasshoff 1976: 127 - 128.) Reaktion pH:n on oltava valilla 10,4 - 11,3 (Koroleff 1979:
31). Indofenolisinisen muodostuminen on hidasta, [ammitys tai reagenssien lisays no-
peuttaa reaktiota (Grasshoff 1976: 128.) Indofenolimenetelméan heikkous on sen kyky
maarittaa pienid ammoniumpitoisuuksia, pelkastaan reagenssien aiheuttama vaste on jo
huomattava (Holmes ym. 1999: 1801).



GCl_ :C>7
+ NH, — 0 —N

oOH \\ /

o
Kuva 1. Ammoniakin reaktio fenolin kanssa hypokloriitin ollessa lasné (Harris 2010: 414)

Nesslerin reaktiossa ammoniakki reagoi elohopean, kaliumin ja jodin kanssa emé&ksi-
sissé olosuhteissa, jolloin muodostuu kellertéva yhdiste. Lopputuote analysoidaan spekt-
rofotometrisesti aallonpituusalueella 400 - 425 nm. Vesinayte ei valttamatta vaadi esika-
sittelyd, mutta veden varillisyytta ja sameutta aiheuttavat ionit (kuten Ca?*, Fe?* seka
Mg?*) saattavat vaikuttaa lopputulokseen. lonien sitominen esimerkiksi etyleenidiamiini-
tetra-asetaatilla (EDTA:lla) voi poistaa ongelman (Jeong ym. 2013.)

Nesslerin reaktion lopputuote on kolloidi, jolloin yhdisteen koostumus ei ole homogee-
nista (Hansen & Nielsen 1939: 309). Indofenolimenetelma on Nesslerin reaktiota noin

nelja kertaa herkempi eika siina synny myrkyllista elohopeajatetta (Koroleff 1979: 31)

Ammoniumin mittaukseen kaytetaan ylla olevien menetelmien liséksi useita muita sovel-
luksia, jotka eivét ole kuitenkaan yhta suosittuja. Titrimetrisessa menetelmassa vesinay-
tetta titrataan laimealla rikkihapolla, analyysin paatepisteessa vari muuttuu vaalean purp-
puraksi. Toisessa menetelméssa hyddynnetd&n ammoniakin ja ammoniumin valista ta-
sapainoreaktiota - kun pH on tasan 11, on tasapaino voimakkaasti ammoniakin puolella.

Ammoniakille selektiivinen elektrodi mittaa muuttunutta potentiaalia (Jeong ym. 2013.)

2.3 Virtausinjektioanalysaattori (FIA)

Ensimmaista kertaa virtausinjektioanalytiikan (FIA) toimintaperiaate keksittiin 1970-lu-
vulla, saksalaisten Ruzickan ja Hansenin vastatessa kehitystyosta. Historiansa aikana
FIA on kaynyt 1&pi kolme suurta vaihetta. 1975 kehitettiin virtausinjektiolaitteisto (Fl), 90-
luvulla tdhan systeemiin liséttiin Lab-on-Valve eli monitieventtiili sek& lopuksi bead injec-
tion (BI) -tekniikka (Yebra-Biurrun 2009: 1 - 2.) Bead injection perustuu tutkittavien yh-



disteiden sitoutumiseen kiintedan faasiin, jolloin analyysin tulos on spesifisempi. Moni-
tieventtiili vaikuttaa puolestaan virtauksien kulkureitteihin, jolloin suoraa injektointia ei
tarvita (Kolev & McKelvie 2008: 36 — 37.)

2.3.1 Toimintaperiaate

Analyysimenetelmé&na FIA on suosittu, nopea ja helppokayttdinen. Erilaisia kayttéomi-
naisuuksia on paljon kvantitatiivisen kemiallisen analytiikan puolella, monipuolisena tun-
nettu FIA on saavuttanut vakaan jalansijan markkinoilla. Menetelman yksi suurista
eduista on mittava automatiikka, tdmé& ominaisuus helpottaa analyysia ja saastaa aikaa.
Reagenssien ja naytteiden kulutukset ovat varsin pieniéa kontrolloitujen virtausnopeuk-
sien vuoksi, jolloin my6s mahdollisesti haitallista jatettd syntyy vihemman. Ymparistoys-
tavalliseksi kuvattu FIA on siitd hyddyllinen, ettei naytetta ole pakko esikasitella - analyy-

sin aikana laite sekoittaa itse tarvittavat reagenssit (Yebra-Biurrun 2009.)

FIA:n eduiksi voidaan luetella myos turvallisemmat tyéskentelyolosuhteet seké kontami-
naatioriskin pieneneminen. Suljettuna systeemina FIA on vain vahaisessa maarin kos-
ketuksessa ilman kanssa, joten haitallisten kemikaalien kanssa ei tarvitse olla jatkuvassa
vuorovaikutuksessa. Automaattinen reagenssien ja naytteiden kasittely vahentaa inhi-
millisen erehdyksen mahdollisuutta, joten tarkkuuskin on suurempi. (Yebra-Biurrun
2009: 3-4.)

Yksinkertaistettuna FIA-tekniikassa liuosmuotoinen nayte injektoidaan kantajavirtaan tai
muuhun haluttuun liuokseen, jolloin syntyy naytevydhyke. Ajon aikana nayteliuoksen
kohdemolekyylit muodostavat reagenssiliuoksen kanssa sellaisen yhdisteen, joka voi-
daan havaita detektorilla. Naytevydhyke laimenee ajon aikana, mutta tAhan ominaisuu-
teen vaikutetaan muun muassa injektiotilavuudella, virtausnopeudella seka letkun pituu-
della ja paksuudella (Yebra-Biurrun 2009: 2 - 3.)

FIA:n yksi tarkeimmista fyysisista kvantitatiivisuuteen vaikuttavista ominaisuuksista on
naytevydhykkeen hallittu dispersio. Linjastossa liikkuessaan virtauksesta tulee laminaa-
rista. Analyyttisesti laminaarinen virtaus ei ole toivottavaa, silla hajaantunut naytevyo-
hyke pienentaa herkkyyttd. Luonnostaan tapahtuva diffuusio tarjoaa ratkaisun ongel-
maan. Diffuusion vuoksi molekyylit tasoittavat konsentraatioeroja siirtymalla vahvem-
masta liuoksesta laimeampaan. lImion seurauksena virtauksen laminaarinen luonne

muuttuu nopeuden ollessa tarpeeksi hidas. Valttamatonta diffuusion toiminnalle on myés



l[Apimitaltaan tarpeeksi kapea putkisto, jotta molekyylien ei tarvitse siirtyd pitkd& matkaa
(Yebra-Biurrun 2009: 4 - 5.)

2.3.2 Peristalttinen pumppu, naytteensyottdja, kaasudiffuusiokammio ja detektori

Tavallinen FlIA-laitteisto koostuu pumpusta, naytteensyottdjasta, reaktiosilimukasta seka
detektorista (kuva 2). Laitteen kokoonpano voi vaihdella paljon sen mukaan, millaiseen
kayttoon FIA tulee (Yebra-Biurrun 2009: 7.) Varsin yleinen lisdosa on reaktiosilmukkaan
lisattava lammitin, jolla nopeutetaan detektorilla havaittavan yhdisteen muodostumista
(Yebra-Biurrun 2009: 12).

Pumppu Naytteen injektointi
PP Kaasudiffuusiokammio
c 1 ]
R1 — >
R2 — \ K
L JLOO000,
. 00000
Jatevirta —— - . o
Lammitin Detektori Vastapaineyksikko
+

reaktiosilmukka

Kuva 2. FlA-laitteisto kaasudiffuusiokammiolla ja vastapaineyksikoélla

Pumpun tehtava on liikuttaa nayte-, kantaja- ja reagenssivirtauksia putkistoissa. Tyypil-
lisesti kaytettyjen peristalttisten pumppujen kapasiteetti linjastojen maaréan suhteen on
enintdan 16, mutta yleensa kaytdssa on nelja linjaa. Peristalttinen pumppu koostuu py6-
rivista rullista, joiden liike ja puristusvoima saavat nesteen liikkumaan putkissa (Yebra-
Biurrun 2009: 7 - 8.)

Naytteensyottadjayksikoitd on kahta eri laatua - toinen perustuu ndytemaaran tilavuuteen,
toinen puolestaan kuluneeseen aikaan. Ensimmaiseksi mainitussa menetelmassa FIA-

laitteissa on usein naytesilmukka ja venttiili suoran injektoinnin sijaan. Venttiilin vaihta-



essa asentoa virtaukset vaihtavat kulkureittejaan, injektiotilassa ollessaan silmukka tayt-
tyy naytteesta ja latausasennossa puolestaan kantajavirta siirtyy kulkemaan silmukan
lapi. Kaytetyin tilavuuteen perustuva injektiosysteemi on kuusiporttinen venttiili (kuva 3).
Aikaan perustuvissa naytteensyottajayksikoissé virtausnopeus ja kulunut aika voidaan
muuttaa tilavuusyksikoksi (Yebra-Biurrun 2009: 9 - 11.)

Kantajavirta

Kantajavirta

Detektorille
meneva

)4) /  virtaus

Nayte-| %‘ f | Detektorille
virta \ > 7/ menevi
\ Y Y / virtaus

Jatevirta

Jatevirta

Kuva 3. Kuusiporttinen venttiili, vasemmalla silmukka tayttyy naytteesta ja oikealla kantajasta
(Yebra-Biurrun 2009: 10)

Kaasun diffundoitumiseen perustuvissa kammiomenetelmissa naytevirta ei sekoitu suo-
raan reagenssiliuoksen kanssa, kuten yksinkertaisemmassa FIA-sovelluksessa. Dif-
fundoitumisen mahdollistavassa kammiossa huokoinen hydrofobinen kalvo sallii ainoas-
taan kaasujen kulkemisen lapi, jolloin menetelmasta tulee varsin selektiivinen. Kaasudif-
fuusiokammiossa naytevirta ja johdosreagenssi kulkevat eri puolella, jolloin kohdemole-
kyyli kaasumaisena siirtyy naytteesta reagenssivirtaan, muodostaen toivotun yhdisteen
(Cerda ym. 2014: 87 - 88.)

FIA ei ole sidottu vain yhdenlaisen detektorin pariksi, erilaisten sovellusten kirjo on laaja.
Havainnointiyksikkéna voidaan kayttaa esimerkiksi spektrofotometrid, potentiometria,
kromatografia (HPLC) tai fluorometria (Yebra-Biurrun 2009: 13.)

2.3.3 Soveltaminen ammoniumin mittaukseen

Ammoniume-ioni (NHs*) muuttuu kaasumaiseksi ammoniakiksi (NHs) ollessaan alkali-

sissa olosuhteissa (kaava 5). Fluorometrinen FIA-menetelma perustuu o-ftaalialdehydin,



natriumsulfiitin ja ammoniakin véaliseen reaktioon, tetraboraattipuskurin pitaessé olosuh-
teet alkalisina (Cerda ym. 2014: 209.) Reaktiossa (kuva 4) syntyy yhdiste, joka on fluo-
resoiva isoindolin johdannainen (Felix & Cardoso 2012: 143).

NHz* (1) + OH" (I) <> NHs (g) + H20 (1) (Kaava 5)

Vesinaytteissa olevat primaariset amiinit ja aminohapot reagoivat samalla tavalla kuin
ammoniakki - kuvasta 4 voidaan todeta, ettd ammoniakin paikalla voisi olla esimerkiksi
edella mainittu primaarinen amiini (NH»2-R). Hairiotekijoiden vuoksi fluoresenssinen me-
netelma karsii taustan korkeasta vasteesta. Kaasudiffuusiokammiota (2.3.2.) kaytetta-
essa selektiivisyys kasvaa, silla vain kaasumaiset yhdisteet paasevat reagoimaan joh-
dosreagenssin kanssa hydrofobisen membraanin lapi (Cerda ym. 2014: 209.) Etenkin

merivesinaytteissa hairidtekijoiden minimoiminen muodostuu varsin tarpeelliseksi.

S0,
- CHO , N __._._._-_-_-.-<
| \I + SO7 + NH, - [ { by + HO0 + OH
.~ . i _—
~7" “cHo ~7
o-phthaldialdehyde isoindole

Kuva 4. Ftaalialdehydin (o-phthaldialdehyde) reaktio ammoniakin ja sulfiitin kanssa fluore-
soivaksi isoindolin (isoindole) johdannaiseksi (Felix & Cardoso 2012: 143)

2.4 Fluoresenssispektrometri

Fluoresenssispektrometria on herkkd menetelma, joten se soveltuu erinomaisesti pitoi-
suudeltaan pienien yhdisteiden maaritykseen. Naytteen on kuitenkin fluoresoitava tai
muodostettava fluoresoiva johdannainen, lisdksi sen on absorboitava riittavasti virittavaa
valoa. Herkkyytensa vuoksi menetelma on hyvin hairicherkka, etenkin lampdtila ja pH

muuttavat intensiteettia.

Molekyyli on kykenevainen absorboimaan valoa sille tyypillisilla aallonpituuksilla. Mole-
kyyliin absorboitunut energia saa elektronin siirtyméaéan ylemmalle energiatasolle eli toisin
sanoen virittyméaéan. Kun elektroni palautuu takaisin perustasolle lyhyen ajan jalkeen, va-
pautuu prosessissa fotoni eli molekyyli emittoi. Emittoituneen fotonin aallonpituus on

suurempi kuin aikaisemmin tapahtuneen absorption.
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Emissio voidaan jakaa kahteen eri luokkaan, fosforenssiin seké fluoresenssin. Eroavai-
suudet liittyvat elektronien spintiloihin (kuva 5), pidempikestoisessa fosforenssissa elekt-
ronin spintila vaihtaa suuntaa. Fluoresenssispektrometri mittaa kokonaisemissiota, joten
kaytannossa ei ole valia, kummasta lajista puhutaan. Kestoajan perusteella fluoresenssi

ja fosforenssi voidaan periaatteessa erottaa toisistaan.

_—e + hv —_— e + hv

S
T

(R

Fluoresenssi Fosforenssi

Kuva 5. Fluoresenssin ja fosforenssin ero elektronitasolla (Jaarinen & Niiranen 2008: 66)

Monokromaatin I&pi ohjattu valonléahde (esimerkiksi ksenonlamppu tai LED) virittaa tut-
kittavan yhdisteen elektronit, aiheuttaen niiden eksitoitumisen eli ylemmalle elektro-
nitilalle siirtymisen. Fluoresenssispektrometrilla voidaan mitata perustasolle palaavien
elektronien emittoimaa energiaa. Fluoresenssispektrometrilla naytteestd emittoitunut
valo siirretdan linsseilla eteenpdin, lopulta valodiodille. Detektori ilmoittaa tuloksen aal-

lonpituuden funktiona, emission intensiteetin mukaisesti.

Eksitaatiota voidaan mitata kahden optisen suodattimen laitteella, muuttamalla viritysva-
lon aallonpituutta emissioaallonpituuden ollessa vakio. Muodoltaan eksitaatiospektri on
emissiospektrin peilikuva ja usein absorptiospektrin kaltainen (Jaarinen & Niiranen 2008:
66 - 68.)

3 Optimointi ja validointi

Menetelman kehityksessa optimointi ja validointi ovat valttamattémia. Optimoinnilla pa-

rannetaan laitteen toimintakykyé ja validoinnilla varmistetaan tulosten luotettavuus.
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3.1 Validoinnin parametrit

Validoinnilla varmistetaan, etta laite soveltuu kayttotarkoitukseensa ja osoitetaan tulos-
ten luotettavuus. Validointi on esimerkiksi tarpeen silloin, kun kehitetdén uusi menetelma
tai parannetaan vanhaa (Ehder 2005: 25 - 26.) Tutkittavia parametreja validoinnissa ovat
muun muassa lineaarisuus, mittausalue, herkkyys, toteamis- ja maaritysraja, tarkkuus-
ja toistettavuus, saanto seka mittausepavarmuus. Naiden liséksi tarkedaa on myds tutkia

erilaisia naytematriiseja, jotta voidaan varmistaa menetelman selektiivisyys.

3.1.1 Lineaarisuus, mittausalue ja herkkyys

Mikali menetelma antaa hyvaksyttavan lineaarisen korrelaation mitattujen arvojen ja
naytteiden pitoisuuksien vdlille, voidaan analyysia kutsua lineaariseksi. Lineaarisuuden
selvittamiseksi valmistetaan mielellaan vahintaan viisi pitoisuudeltaan erilaista standar-
diliuosta, joiden tarkka konsentraatio on tiedossa (Ehder 2005: 28.) Liuosten vélinen ka-
librointikéyrd muodostaa lineaarisen mittausalueen, jossa herkkyys eli suoran kulmaker-
roin on aina vakio. Mikali kulmakerroin on liian pieni, ei eri pitoisuuksia voida selvittaa
tarpeeksi luotettavasti. Suuri kulmakerroin nostaa herkkyytta, silla pienikin muutos vai-
kuttaa mitattuun arvoon (Jaarinen & Niiranen 2008: 18.)

Laskennallisesti lineaarisuus selvitetdan muodostamalla regressiosuora kayttamalla pie-
nimman nelidssumman menetelmaa. Laskusta saatu residuaaliarvo ilmoittaa, kuinka pal-
jon laskennallinen piste poikkeaa mitatusta. Lineaarisella mittausalueella residuaalit ovat
satunnaisesti jakautuneita, kolmen tai useamman samanmerkkisen arvon perakkainen
joukko kertoo epalineaarisuudesta. Korrelaatiokerroin r puolestaan ilmoittaa, kuinka hy-
vin kalibrointipisteet osuvat suoralle. lhanteellisessa tilanteessa kertoimen nelio r? eli se-

litysaste on tasan 1 (Jaarinen & Niiranen 2008: 25 - 26.)

Analyysi saattaa sisaltdd useita eri mittausalueita (kuva 6). Luotettava tulos voidaan
saada vain tyoskentelyalueen sisaltd, joka koostuu lineaarisesta mittausalueesta. Dy-
naaminen alue on tydskentelyaluetta laajempi, mutta kalibrointikdyra saattaa olla epali-
neaarinen etenkin suurissa ja pienissa pitoisuuksissa (Jaarinen & Niiranen 2008: 18.)
Tydskentelyalueella mittausvirhe on aina oltava sallittujen rajojen sisélla (Ehder 2005:
28).
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Dynaaminen alue

F

Lineaarinen alue

Vaste

. LoQ

Tyoskentelyalue

v

Konsentraatio

Kuva 6. Eri alueiden erot, kuvassa LOQ on méaaritysraja ja LOD toteamisraja (Jaarinen & Niira-
nen 2008: 18)

3.1.2 Toteamis- ja madritysraja

Toteamisraja (limit of detection, LOD) ilmoittaa sen pienimmaén pitoisuuden, joka voidaan
luotettavasti erottaa nollatasosta. Toteamisraja maaritetddn analysoimalla useita nolla-
naytteita ja laskemalla néille rinnakkaisméaarityksille keskihajonta (95 %:n todennakoi-
syydelld) seka keskiarvo. Yleensa toteamisrajan laskemisessa kaytetaan nollanaytteen

kolminkertaista keskihajontaa keskiarvon lisdksi (kaava 6).

LOD=x%+3"-s (Kaava 6)

missa X = nollanaytteiden keskiarvo

s = nollanaytteiden keskihajonta

Kvantitatiivisen analyysin pienintd mahdollista luotettavaa pitoisuustasoa naytematrii-

sissa kutsutaan maéaaritysrajaksi (Jaarinen & Niiranen 2008: 13). Maaritysraja eli LOQ
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(limit of quantitation) on yleensé 6 tai 10 kertaa nollanéytteen keskihajonnan suuruinen

(kaava 7) ja mahdollisesti kalibrointik&yran alhaisin piste. (Ehder 2005: 30).
LOQ=x+£6"-s (Kaava 7)

missa X = nollanaytteiden keskiarvo

s = nollanaytteiden keskihajonta

Siina missa maaritysraja on kvantitatiivisen analyysin alin raja, toteamisraja ilmoittaa pel-
kastaan kvalitatiivisesti analyytin olemassaolosta. Mikéli tulos on toteamisrajan ja maa-
ritysrajan valilla, ei tarkkaa pitoisuutta voida antaa (Jaarinen & Niiranen 2008: 13.)

3.1.3 Tarkkuus ja toistettavuus

Mittauksen tarkkuus eli oikeellisuus ilmoittaa, onko analyysimenetelmédn antama vaste
lahella oikeaa tulosta. Oikeellisuus lasketaan kayttamalla mittaustuloksista saatua kes-
kiarvoa, jota verrataan todelliseen arvoon. Toistotarkkuus tarkastelee keskiarvon sijasta
samoissa olosuhteissa mitattujen, toisistaan riippumattomien tulosten keskindista yhte-
naisyyttéd. Systemaattista virhettd kuvaa oikeellisuus, satunnaisvirhe toistotarkkuutta
(Ehder 2005: 35 - 37.)

Oikeellisuutta eli poikkeamaa mitataan vertaamalla menetelm&n mittaustuloksia refe-
renssiarvoon. Yleensa referenssina kaytetaan sertifioitua kaupallista vertailuliuosta,
mutta myds mahdollisesti toista, jo validoitua menetelmaa voi hyddyntaa vertailuarvona.
Ideaalitilanteessa referenssimateriaali on samankaltainen naytteen kanssa, jolloin erilai-
nen matriisi ei paase aiheuttamaan mittausepavarmuutta. Oikeellisuutta mitattaessa re-
ferenssinaytteitd on hyva olla useita, esimerkiksi 6 - 10 kappaletta. Oikeellisuuden arvo

E (kaava 8) iimoitetaan suhteellisena lukuna (Jaarinen & Niiranen 2008: 34.)

E= % . 100 % (Kaava 8)

missa X = mittaustulosten keskiarvo

K = vertailumateriaalin sertifioitu arvo



14

Toistettavuus testataan lyhyella aikavalilla, mahdollisimman samankaltaisissa olosuh-
teissa. Toistotarkkuutta maarittdessa valmistetaan useita eri rinnakkaisnaytteita, jotka
eroavat pitoisuudeltaan toisistaan. Toistosarjojen vélinen hajonta on yleensa suurempaa
kuin niiden siséinen hajonta, mutta merkittavéasti suurempi ero kertoo todellisesta vaih-
telusta. Sarjojen valisten mittausolosuhteiden muutos voi selittda osan virheesta (Ehder
2005: 35 - 37.) Toistotarkkuus voidaan laskea muun muassa jakamalla mittaustulosten

keskihajonta keskiarvolla, jolloin saadaan niin kutsuttu CV-prosentti (kaava 9).

CV % = f—c . 100 % (Kaava 9)

missa s = mittaustulosten keskihajonta

X = mittaustulosten keskiarvo

3.1.4 Saanto

Tutkittavan analyytin kokonaismaara voi muuttua esikasittelyn jalkeen useista eri syista.
Tulokseen vaikuttavia hairidtekijoita ei ole aina mahdollista maarittaa, joten analyytin
saantoprosentti on oleellista mitata erikseen jokaiselle eri menetelmélle. Saantoa tutki-
taan muun muassa lisaédmalla sertifioitua vertailumateriaalia naytteeseen tai vertaile-
malla saatuja tuloksia toisen, jo validoidun menetelméan kanssa. Laskennallisesti saanto

on yleensa prosenttimuodossa (kaava 10).

C1-C2
Saanto R = ( c

3 ) X 100 % (Kaava 10)
missa C1 = lisayksen sisaltavien mittausten keskiarvo
C2 = analyytin pitoisuus ilman lisdysta

C3 = lisdyksen laskennallinen konsentraatio

Edella mainitussa kaavassa tarkastellaan, katoaako analyysissa mahdollisesti analyyttia
tai aiheutuuko héairiotekijoista vaaria positiivisia tuloksia (Ehder 2005: 32 - 33.) Joissakin
analyyseissa naytetaustan korkea vaste voidaan ohittaa kayttamalla sisdisen standardin
metodia. Sisdinen standardi on tutkittavan analyytin kaltainen yhdiste, jota lisitaan kaik-

kiin standardiliuoksiin ja naytteisiin sama maara (Jaarinen & Niiranen: 21 - 22.)



15

3.1.5 Mittausepavarmuus

Mittausepavarmuus ilmoittaa sen vaihteluvalin, jonka sisalle mittatulos osuu jollain to-
dennakdisyydella. Mittausepavarmuutena voidaan kayttaa esimerkiksi keskihajontaa tai
sen monikertaa, mutta useimmiten parametri koostuu useista eri osista (Ehder 2005: 18.)

Mittausmenetelman kokonaisepavarmuus (u) yhdistaa analyysiin kuuluvat epavarmuus-
tekijat, jotka voidaan laskea esimerkiksi joko arvioidulla tai mitatulla keskihajonnalla.
Yhté tekijaé voidaan tarkastella jakamalla keskihajonta epé&varmuustekijalld, jolloin pu-
hutaan suhteellisesta standardiepavarmuudesta. Suhteelliset standardiepavarmuudet

yhdistamalla saadaan suhteellinen kokonaisepavarmuus (kaava 11).

uy) = Xieq —uix) (Kaava 11)
missa ur(y) = suhteellinen kokonaisepavarmuus

u(x) = mittausmenetelman epavarmuus

X = epavarmuustekija

Absoluuttinen mittausepavarmuus saadaan kertomalla analyysitulos suhteellisella koko-
naisepavarmuudella (kaava 12). Yleensa analyyttisessa kemiassa mittausepévarmuus
iimoitetaan laajennettuna epavarmuutena (U), jolloin yhdistetty mittausepavarmuus u(y)
kerrotaan kertoimella 2. Kerroin vastaa luotettavuustasoa 95 % (Jaarinen & Niiranen
2008: 35 - 36.)

u(y) = udy) -y (Kaava 12)

missa u(y) = absoluuttinen mittausepavarmuus
ur(y) = suhteellinen kokonaisepavarmuus

y = yksittdinen mittaustulos

Mittaustulokseen vaikuttavat hyvin monet eri tekijat - muun muassa matriisin aiheuttamat
hairiét, naytteenotto, ymparistdolosuhteet, punnitus seka tilavuuden maaritys. Mit-
tausepavarmuutta maarittaessa hyddynnetaan niin kirjallisuustietoja, laboratorioiden va-
lisia vertailumittauksia, analyysin laadunvarmistuksen ja validoinnin tuloksia seka vertai-

lumateriaalien ilmoitettuja epavarmuuksia (Ehder 2005: 19, 23.)
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3.1.6 Naytematriisin vaikutus

Selektiivisyys kertoo, kuin kuinka spesifisesti voidaan analysoida tutkittava yhdiste eri-
laisista ndytematriiseista. Hairiotekijat voivat nostaa tai laskea vastetta niin, etta naytteen
analysoitu pitoisuus ei vastaa todellisuutta. Selektiivisyyden tutkimiseen voidaan kayttaa
esimerkiksi saantokokeita (3.1.4) sek& useita erilaisia naytematriiseja (Ehder 2005: 27.)

Merivesinaytteisséa muun muassa korkeat suolapitoisuudet saattavat aiheuttaa ongel-
mia. Naytematriisissa olevat epapuhtaudet voivat nostaa tai laskea analyytin vastetta,
jolloin saatu mittaustulos ei vastaa todellisuutta. Joissain tapauksissa voidaan valmistaa

standardiliuokset samaan naytematriisiin, jolloin taustan virhe saadaan minimoitua.

3.2 Optimointi

Optimoinnin tavoite on parantaa laitteen toimintakykya esimerkiksi nostamalla herk-
kyyttd, vahentamalla hairidtekijoita tai nopeuttamalla ajoa. Optimoinnin lahtékohta on
aina laitteen kayttotarkoituksen pohtiminen, silla erilaiset tavoitteet ovat keskeisessa
asemassa muutoksia tehdessa. Pieniin konsentraatioihin keskittyessa analyytin anta-
man vasteen on oltava mahdollisimman suuri, mutta suurissa pitoisuuksissa ongelma

voi olla painvastainen.

Laitteen komponenttien ominaisuudet ovat ratkaisevassa asemassa, kun halutaan tehda
muutoksia analyysimenetelmaan. Analyytin saantoon voi vaikuttaa voimakkaasti esimer-
kiksi reaktiolampédtilan, injektiotilavuuden tai detektorin asetusten muuttaminen. Optimoi-
tavat tekijat ovat hyvin paljon laitteen ominaisuuksista kiinni - FlA-laitteelle tyypillisia
muutoskohteita yleisten parametrien liséksi ovat muun muassa pumpun nopeus, nayte-
silmukan pituus ja mahdollisen vastapaineyksikdon asentaminen. Kaasudiffuusiokam-
miolla varustellun FIA-analysaattorin optimoitaviin ominaisuuksiin voi kuulua myos tef-

lon-kalvon kummallakin puolella liikkuvien virtauksien suuntien muutos.

4 Vdlineet ja reagenssit

Analyysissa kaytettiin A-luokan mittapulloja, jotka olivat aina varattu samoille reagens-

seille kontaminaatioriskin pienentamiseksi. Lasiset osat happopestiin 2 M suolahapolla

vahintdan kerran viikossa, uudet mitta- ja sailontapullot pidettiin yon yli happopesussa.
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4.1 FlA-laitteisto

FIA-laitteisto koostui useista eri osista, joten laitteen muokkaaminen oli helppoa (kuva
7). Laite koostui ndytteenottajasta, pumpusta, venttiilista, kaasudiffuusiokammiosta, lam-

mittimesta, reaktiosilimukasta seka detektorista (2.3.2, kuva 2). Pumppu liitettiin tietoko-

neeseen LabJack Ul12-laitteella. FIA:n osat on tarkemmin lueteltu taulukossa 1.

Kuva 7. FIlA-analysaattorin osat

Kuvassa 7 naytteenotin on A, B pumppu, C venttiili ja D kaasudiffuusiokammio. Reaktio-
silmukka on kohdassa E, kiertyneena lammittimen F ymparille. Lammittimen jalkeen on

detektori kohdassa G, sen jalkeen H edustaa vastapaineyksikkoa ja | tietokonetta.

Taulukko 1.  FlA-analysaattorin osat

Valmistaja Tuote
Kaasudiffuusiokammio FlAlab P/N 790031 80 mm x 1 mm
Pumppu Watson-Marlow 403U/VM4
Detektori FlAlab PMT-FL 100 pl
Naytteenottaja Aim Lab AIM3200
Lammitin Watlow EZ-Zone
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Venttiili VICI Cheminert C22

Kapillaariletku Upchurch Tub PEEK Grn 1/16 x 0,30

4.2 Reagenssit ja niiden valmistus

Reagenssien valmistukseen kaytettavd ammoniakkivapaa vesi (Millipore Q-POD) oli ult-
rapuhdasta ja suodatettua (Millipak ® Express 0,22 um). FlA-laitteella suoritettavaan

analyysiin tarvittavat reagenssit on lueteltu taulukossa 2.

Taulukko 2.  FIA-analyysiin tarvittavat reagenssit

Valmistaja Tuotenumero Puhtaus
Natriumhydroksidi Merck 1.06498.1000 299,0 %
o-Ftaalialdehydi . i o
(OPA) Sigma P1378-25G 297,0%
Natriumtetraboraatti Sigma-Aldrich S9640-500G 299,5%
Natriumsulfiitti Merck 1.06657.0500 97,0 % - 100,5 %
Etanoli Altia ETAX Aa 99,5 m-%
NH4* (1000 pg/ml) AccuStandard IC-NH4-10X-1
NHa4* (1000 mg/l) Merck 1.19812.0500

Reagenssi 1 valmistettiin kiinteasta natriumhydroksidista. NaOH-kiteita punnittiin 160 g
ja ndma liuotettiin 2000 ml:n mittapullossa ultrapuhtaaseen veteen. Tasta tehtiin laimen-
nos mittaamalla 200 ml natriumhydroksidiliuosta 1000 ml:n mittapulloon ja tayttamalla
ultrapuhtaalla vedella merkkiin asti. Lopullinen reagenssi 1 saatiin aikaiseksi pipetoimalla
5 ml edelld mainittua natriumhydroksidiliuosta 200 ml:n mittapulloon ja tayttamalla ultra-
puhtaalla vedella merkkiin asti. Reagenssi 1 oli valmistettava joka paiva uudelleen.

Kaikki NaOH-liuokset sdilytettiin hyvin suljetuissa polyeteenipulloissa.

Reagenssi 2 valmistettiin punnitsemalla 10 g natriumtetraboraattia 500 ml:n mittapulloon
ja tayttamalla merkkiin asti ultrapuhtaalla vedella. Natriumtetraboraatti saatiin liukene-

maan veteen kayttamalla voimakasta sekoitusta. Taman jalkeen punnittiin erilliseen as-
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tiaan 400 mg o-ftaalialdehydia ja liuotettiin se 2 ml:aan etanolia. OPA sekoitettiin eta-
noliin voimakkaalla sekoituksella, liuoksen valonarkuuden vuoksi kaytettiin foliota. Kun
OPA:n vari muuttui kirkkaaksi, sekoittaminen voitiin lopettaa. Kolmatta reagenssia varten
natriumsulfiittia punnittiin erilliseen astiaan 120 mg ja se liuotettiin 2 ml:aan ultrapuhdasta

vettd, kevyt sekoitus riitti liukenemiseen.

Natriumtetraboraattiliuokseen lisattin OPA kokonaan, 0,20 um suodattimen |&api. Nat-
riumsulfiittiliuosta pipetoitiin mukaan 1,5 ml. Reagenssi 2 sdilyi tummassa lasipullossa
kuukauden, kayttdvalmista liuos oli vasta 24 h valmistamisen jalkeen. Reagenssi 2 oli
valmistettava vetokaapissa, silla OPA on akuutisti toksista, syovyttavaa ja lisaksi myrkyl-

listd ymparistolle.

Kantajaliuoksena kaytettiin ultrapuhdasta vetta, jota kuplitettiin heliumkaasulla noin yh-
den minuutin ajan ilmakuplien poistamiseksi. Jos kantajaliuosta oli enemman kuin 1 |,

kuplitusta voitiin jatkaa pidempaan.

NH4*-standardi valmistettiin kantaliuoksesta (AccuStandard), jonka konsentraatio oli
1000 pg/ml. 200 pmol/l valikantalaimennos tehtiin pipetoimalla 360 pl kantaliuosta 100
ml:n mittapulloon ja tayttamalla ultrapuhtaalla vedella merkkiin asti. Standardiliuokset
valmistettiin tasta valikannasta ultrapuhtaaseen veteen taulukon 3 mukaisesti. Vélikanta
sdilyi jadkaapissa kaksi viikkoa, mutta standardiliuokset valmistettiin uudelleen joka

paiva.

Taulukko 3.  Standardiliuosten valmistus véalikannasta (200 pmol/l)

1 pmol/l 2 umolll 5 pmolll 7 pmol/l 10 pmol/l
Valikanta (ml) 1 1 5 3,5 5
Mittapullo (ml) 200 100 200 100 100

Kontrolliliuokset valmistettiin Merck-merkkisesta kantaliuoksesta, jonka konsentraatio oli
1000 mg/l. Vélikantaliuos valmistettiin pipetoimalla 1 ml kantaliuosta 200 ml:n mittapul-
loon ja tayttamalla ultrapuhtaalla vedella merkkiin asti, jolloin konsentraatio oli 277
pmol/l. Vahvempi kontrolliliuos tehtiin valikannasta pipetoimalla 3 ml 200 ml:n mittapul-

loon ja tayttamalla merkkiin ultrapuhtaalla vedella, lopulliseksi konsentraatioksi tuli 4,16
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pmol/l. Pienempi kontrolli (0,416 pmol/l) valmistettiin pipetoimalla 1 ml vahvempaa kont-
rollia 10 ml:n mittapulloon ja tayttdmalla merkkiin ultrapuhtaalla vedella. Valikanta sailyi
jaékaapissa kaksi viikkoa, standardiliuokset valmistettiin uudelleen joka paiva.

5 Menetelmat

FIA-analyysin alkuperdisen menetelméaohjeen laatija on FlIAlab Intstruments Inc. Ammo-
niumin mittaaminen spektrofotometrisesti perustui Suomen ymparistékeskuksen tyéoh-

jeeseen. FIA-menetelmaélle tehty tarkempi tyoohje on liitteessa 4.

5.1 FIA-menetelma

Analyysia varten valmistettiin joka paiva uudelleen standardi- ja kontrolliliuokset sekéa
reagenssi 1. Kantajana toimivaa ultrapuhdasta vetta kerattiin ennen ajoa lasiseen pul-

loon noin 500 ml ja kuplitettiin heliumkaasulla 1 min ajan.

Ennen ajoa kaynnistettiin naytteenottaja, pumppu, lammitin, detektori ja tietokone. De-
tektorin asetukset olivat Ex 365 nm ja Em 430 nm. Naytteiden, standardien ja kontrollien
sijainnit maaritettiin csv-tiedostoa kayttamalla (kuva 8). Tyypillisessa jarjestyksessa en-
sin oli kaksi nollanaytettd, sitten standardiliuokset (std1 - std5) ja niiden jalkeen jalleen
nollanayte. Nollanaytteen jalkeen tulivat varsinaiset naytteet ja sitten kontrollit ja mah-

dollinen uusi toistettavuutta tarkistava standardi, lopuksi nollanéayte.

Ennen ajon aloitusta letkuja huuhdeltiin ultrapuhtaalla vedella muutama minuutti ja sen
jalkeen viela tarkastettiin reagenssien kanssa pohjaviivan tasaisuus nollanaytteilla. Ta-
man jalkeen varsinainen ajo kaynnistettiin. Ajon ylimaaraista pysaytysta varottiin, silla

OPA saattoi kiteytya linjastoon ollessaan paikallaan.
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“| NH4_01715.csv - Notepad = B %
File Edit Format Wiew Help

rack 1 , 1, Blank, BE, B, B, B -
rack 1 , 2, samplel, o, 0o, 0, 0

std rack , 1, stdli, 1, 1, 1, 1

std rack , 2, stdz2, 2, 2, 2, 2

std rack , 3, std3, 5, %, %, %

std rack , 4, stda, 7, 7, 7, 7

std rack , %, stds, 10, 10, 10, 10

rack 1 , 2, sample2, o, 0, 0, 0

rack 1 , 3, sample3, ?, 7, 7, 7

rack 1 , 4, sampled, ?, 7, 7, 7

rack 1 , 5, sample5s, ?, 7,7, 7

rack 1 , 6, samplef, ?, 7, 7, 7

rack 1 , 7, sample?, 0,416, 0.416, 0.416, 0.416

rack 1 , 8, sample§, 4,16, 4.16, 4.16, 4.16

std rack , 3, stda, 5, 5, 5, %

rack 1 , 2, sampled, o, 0, 0, 0

4 2

Kuva 8. Naytteitd sisaltdvan ajon csv-tiedosto

Ajon kulkua ohjailtiin koodin avulla (koodi 1). Koodi luki ainoastaan ne rivit, joiden edessé
ei ollut *-merkkia. Riveilla 1 - 6 kaynnistettiin ohjelmisto ja ladattiin naytteiden paikat. Ri-
veilla 7 - 15 maaritettiin peristalttisen pumpun nopeus, huuhdeltiin naytteenottaja 50 se-
kunnin ajan ja siirryttiin ensimmaiseen koeputkeen. Tata naytetta kulki laitteen 1&pi 500
sekuntia, kunnes injektioneula siirtyi seuraavaan koeputkeen (rivit 16 - 19). Neulan siir-
tyessa venttiili kaantyi niin, ettd naytesilmukkaan meni kantajan sijasta ensimmaista nay-
tetté 80 sekunnin ajan ja sen jalkeen venttiili vaihtui takaisin samaan asemaan (rivit 20 -
22). Naytesilmukasta kaasudiffuusiokammiolle etenevaa naytevirtaa analysoitiin detek-
torilla 315 sekunnin ajan (rivit 23 - 27). Taman jalkeen palattiin riville 16 ja jatkettiin oh-
jelmaa niin pitkdén, kunnes naytteita ei ollut enempaé. Lopuksi maaritettiin, pitddko nayt-

teenottajan neulaa huuhdella ja suljettiin laite (rivit 30 - 37).

1. ' Test Assay (NH4)

2. ' FIA Template for NH4 analyses using FIA-FL
3. ' Global Logon

4. ' logon to all components

5. Sample Description

6. ' load sample description file

7. Instrument Valve Load

8. ' set delay time, start pump to prime lines
9. Peristaltic Pump CounterClockwise (%) 20
10. autosampler Wash
11. autosampler Pump On
12. Delay (sec) 50
13. autosampler Pump Off
14. Next Sample
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15. Delay (sec) 500

16. LoopStart (#) 5000

17. ' inject sample, load next sample
18. Analyte New Sample

19. Next Sample

20. Instrument Valve Inject

21. Delay (sec) 80

22. Instrument Valve Load

23. Delay (sec) 15

24, PMT Start Scans

25. ' perform reference scan and start absorbance scans
26. Delay (sec) 315

27. PMT Stop Scans

28. ' refresh plots and update concentrations
29. Refresh Plot

30. If SampleID < 0 then

31. autosampler Wash

32. autosampler Pump On

33. Delay (sec) 10

34. autosampler Pump Off

35. End If

36. Loop End

37. Peristaltic Pump Off

Koodi 1. Ajo-ohjelma ammoniunmittauksiin

5.1.1 Validoinnin suoritus

Lineaarisuus ja herkkyys maaritettiin mittaamalla kolme standardisuoraa eri paivina, aina
uusilla liuoksilla. Standardiliuosten konsentraatiot olivat 1 umol/l, 2 umol/l, 5 umol/l, 7
umol/l ja 10 umol/l. Mittauksissa kaytettiin rinnakkaisia standardeja, jolloin tulosten luo-
tettavuus oli parempi. Saaduista kuvaajista laskettiin residuaalit ja tarkasteltiin, esiin-
tyyko niissa mahdollisesti ei-toivottuja epasatunnaisuuksia. Mittausalueen saturoitumista
tutkittiin laimentamalla pitoisuudeltaan 1000 umol/l standardiliuosta aina puoleen, kun-
nes laimein liuos oli 3,9 pmol/l. Kalibrointikayrastéa valittiin silmamaaraisesti lineaarinen
alue, jota tarkasteltiin viela residuaalikuvaajalla. Kun lineaarinen ja méaaéritysraja alue

saatiin selville, voitiin samalla myds todeta mittausalue.

Toteamis- ja maaritysrajaa selvitettiin mittaamalla kolmena eri paivana kymmen nolla-
naytettd. Tuloksissa tarkasteltiin nollanaytteiden keskiarvojen keskiarvoa seka keskiha-
jontaa, jolloin jokaiselle paivalle saatiin omat tulokset. Fluoresenssi muutettiin standar-
disuoran sovituksen yhtaloa kayttamalla konsentraatioksi ja lopuksi saatiin kolmen péi-

van konsentraatioiden keskiarvot méaaritettya.
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Tarkkuutta ja toistettavuutta maarittaessa mitattiin kolmena eri paivana sertifioidun ver-
tailumateriaalin pitoisuus kayttamalla kahta rinnakkaista naytetta. Referenssin tuotenu-
mero oli QC SW3.1B, keskihajonta 0,265 ja ammoniumpitoisuus 2,03 pumol/l. Referens-
simateriaalin liséksi mittaukseen kaytettiin myos kontrollinaytetta (4,16 pmol/l), joita ana-
lysoitiin kolmena eri paivana. Aikaisemmin mainittua referenssinaytetta mitattiin FIA-ana-
lysaattorin lisaksi spektrofotometrilld, jolloin voitiin vertailla kahta eri menetelmaa. Refe-

renssin suolapitoisuus oli 11 %o, joten tdma huomioitiin laskuissa.

Naytematriisin vaikutusta tutkittiin mittaamalla erilaisia suolanaytteitd. Ensimmaisessa ja
toisessa kokeessa kaytettiin trooppista merisuolaa, josta valmistettiin ltamerelle ja valta-
merille tyypillisia suolapitoisuuksia - suolapitoisuudet olivat 2 %o, 4 %o, 6 %o, 8 %o, 10 %o,
20 %o ja 30 %0. Ensimmainen suolaliuos valmistettiin punnitsemalla 2 g merisuolaa hap-
popestyyn 1 | mittapulloon ja tayttamalla ultrapuhtaalla vedella merkkiin asti, jolloin suo-
lapitoisuudeksi tuli 2 %.. Muut suolanéytteet valmistettiin vastaavasti. Mittauksia varten
tehtiin standardi 5 pumol/l ultrapuhtaan veden lisdksi myds suolaliuoksiin, jolloin voitiin
tutkia matriisin vaikutusta. Kolmannessa kokeessa kaytettiin trooppisen merisuolan si-
jasta natriumkloridia, mutta olosuhteet olivat muuten samat. Neljannessa kokeessa tes-

tattiin myos suolanollien aiheuttamaa vastetta natriumkloridilla.

Saanto mitattiin analysoimalla merivesinaytteita, joihin oli tehty tunnettu lisdys. Lisayk-
sen laskennallinen konsentraatio oli 1 umol/l tai 7 pmol/l paivasta riippuen. Saantokoe
tehtiin useampana eri paivana, yleensa neljasta eri naytteesta. Lisdys tehtiin noin 45

minuuttia ennen naytteiden ajoa, silla ammonium hajoaa nopeasti merivedessa.

Mittausepavarmuus laskettiin kahdelle eri pitoisuusalueelle. Suuremman pitoisuusalu-
een (2 - 10 umol/l) mittausepavarmuus laskettiin mittaamalla kontrollinayte (4,16 pmol/)
ja referenssinayte (2,03 pumol/l) kolmena eri paivana. Pienemman pitoisuusalueen (0,20
pmol/l - 2 pmol/l) mittausepavarmuus laskettiin samasta referenssinaytteesta, mutta
kontrollindyte oli konsentraatioltaan 0,42 pmol/l. Naiden lisaksi kéaytettiin useita eri rin-
nakkaismittauksia, muun muassa erilaisia standardeja ja naytteita. Mittausepéavarmuus

laskettiin kummassakin tapauksessa suhteellisena, eli vastaus oli prosenttimuodossa.
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5.1.2 Optimoinnin suoritus

FlA-laitteen optimointi keskittyi ndytesilmukan pituuteen, pumpun nopeuteen, l[Ammitti-
men lampotilaan sek& detektorin asetuksien muuttamiseen. Naiden tekijoiden liséksi
huomioitiin my6s ilmakupliin vaikuttava vastapaineyksikkd sekad kaasudiffuusiokammi-

ossa liikkuvien virtauksien suunnan vaikutus.

Naytesilmukan alkuperainen pituus oli 25 cm. Pidemmalla naytesilmukalla pyrittiin suu-
rempaan vasteeseen, joten ensimmaisesséa kokeessa oli pituudeltaan erilaisia silmukoita
- intensiteettia testattiin pituuksilla 25 cm, 50 cm, 75 cm ja 100 cm. Naytesilmukan toimi-
vuutta mitattiin nollanaytteella seka standardeilla 5 umol/l ja 10 umol/l, kayttden kahta
rinnakkaista. Saatujen mittauspisteiden perusteella luotiin jokaiselle naytesilmukan pi-
tuudelle oma kalibrointikdyra. Kalibrointisuorien yhtéaldiden kulmakertoimia kaytettiin lo-
pullisiin tuloksiin, kun haluttiin tarkastella pituuksien vaikutusta. Toisella mittauskerralla
koeolosuhteet olivat muuten samanlaiset kuin aikaisemmin, mutta naytesilmukan pituu-

det olivat 100 cm ja 150 cm.

Lahtdtilanteessa pumpun nopeus oli 30 %. Pumpun nopeutta sdatamalla haluttiin saada
suurempi vaste, mutta reaktioaika ei saanut kasvaa liiaksi tai piikkien muodot vaaristya.
Pumpun nopeultta testattiin nollanaytteelld seka standardeilla, joiden konsentraatiot oli-
vat 5 umol/l, 25 pumol/l ja 50 umol/l. Kokeessa testattiin rinnakkaisten standardien ja nol-
landytteiden intensiteettid pumpun nopeuksilla 15 %, 20 %, 25 %, 30 % ja 35 %. Saa-
duista mittauspisteiden arvoista luotiin kalibrointikayrat, joiden kulmakertoimia kaytettiin

lopullisiin tuloksiin.

Lammittimen [ampdtila oli aluksi 65 °C, mutta lAmpdtilaa haluttiin korottaa suuremman
vasteen toivossa. Koetilannetta varten valmistettiin standardiliuokset 5 pmol/l, 25 pumol/l
seka 50 umol/l, joista mitattiin rinnakkaiset eri lAmpdtiloissa. Matalin Iampétila oli 50 °C
ja korkein 75 °C, kokeessa lampétilaa nostettiin aina viidella (5) asteella. Tuloksia varten
tehtiin mitattujen nollanaytteiden kautta kulkevat kalibrointikayrét, joiden kulmakertoimia
tarkasteltiin mahdollisen saturoitumisen vuoksi. Intensiteetin muutoksen liséksi tarkas-

teltiin myds lampdtilan vaikutusta piikkien muotoihin.

Detektorin asetukset optimoitiin kokeilemalla, miten integraatioaika vaikuttaa vastee-
seen. Suhteellisen pitkalla integraatioajalla saadaan paljon vastetta lisaantyneen datan

vuoksi, mutta toisaalta mahdolliset hairiét voivat aiheuttaa ongelmia piikkien muotoihin.
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Alkuperaisessa menetelméaohjeessa integraatioaika oli 100 msec. Kokeessa voitiin kéyt-
taé integraatioaikoja, jotka olivat valilla 50 - 200 msec, joten varsinaiseen mittaussarjaan
valittiin integraatioajan arvoiksi 50 msec, 75 msec, 100 msec, 125 msec, 150 msec seké
200 msec. Mittausliuoksena kaytettiin standardiliuosta 5 pmol/l, jonka aiheuttama vaste
vahennettiin nollanaytteen tuloksesta. Kuvaajan tekoon kaytettiin saatua erotusta.

Detektorin tasaisuutta tutkittiin kiniinisulfaattiliuoksella, jonka konsentraatio oli 0,05 mol/I.
Kiniinisulfaattiliuos siirrettiin kyvettiin ja intensiteetin muutosta mitattiin 45 minuutin ajan.
Suoran sovitusta kayttamalla tutkittiin, muuttuuko vaste ajan my6td. Suoran yhtalosta

voitiin laskea mahdollinen prosentuaalinen muutos.

Epavarmuutta aiheuttavat ilmakuplat haluttiin optimoida pois, joten vastapaineyksikko
muodostettiin kayttamalla ajon lopussa 180 cm pitkaa letkua, joka oli kapeudeltaan 0,20
mm. Vastapaineyksikkd asennettiin yhdistamalla detektorilta lahteva jateletku NaOH-
poistovirtaan. Ensimmaisen vastapaineyksikon testauksen jalkeen kokeiltiin kapillaarilet-
kua, jonka halkaisija oli 0,30 mm ja pituus 99 cm. Tuloksissa vertailtiin seitseman nolla-
naytteen keskihajontaa ilman vastapaineyksikk6a ja vastapaineyksikon kanssa.

Kaasudiffuusiokammiossa virtaukset liikkuivat aluksi samaan suuntaan teflonkalvon
kummallakin puolella. Alkuperaisesta menetelméaohjeesta poiketen OPA-reagenssin vir-
taussuunta vaihdettiin vastakkaiseksi. Muutoksen aiheuttamaa eroa tarkasteltiin valmis-
tamalla 10 umol/l standardiliuos, jota testattiin rinnakkaisena kummallakin virtaussuun-

nalla. Intensiteetteja vertailtiin toisiinsa ja tulosten perusteella laskettiin prosenttiero.

5.2 Indofenolisiniseen perustuva spektrofotometrinen menetelma

Standardi- ja kontrolliliuokset valmistettiin kappaleen 4.2 mukaisesti mutta standardiliu-
oksia oli vain kaksi — 1 umol/l ja 5 pmol/l. Naiden liuosten lisdksi menetelmaan kuului
kolmen muun reagenssin valmistus — fenolin, trinatriumsitraatin ja trionin (dikloro-s-triat-
siini-2,4,6-(1H,3H,5H)-trionin natriumsuola dihydraatti). Jokainen kolme reagenssia al-

kaloitiin natriumhydroksidilla.

SYKE Merikeskuksen kaytdssa ollut spektrofotometrinen menetelma kaytti hypokloriitin
sijasta trionia, jolloin onnistuttiin valttymaan jatkuvalta hypokloriitin maaritykseltd. Mene-

telman lineaarinen alue oli trionin kanssa 0,25 pmol/l - 90 pmol/l.
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Naytteisiin pipetoitiin tydohjeen mukaiset maaréat reagensseja ja lammityksen jalkeen mi-
tattiin varin intensiteettia spektrofotometrilla, kayttaen aallonpituutta 630 nm. Kerran kuu-
kaudessa maaritettiin F-arvo, jonka vaihteluvali oli rajattu arvoihin 9,5 - 11,0. F-arvon
maaritykseen kaytettiin sekd standardi- ettd kontrolliliuoksia, muissa mittauksissa kay-
tettiin pelkastaan kontrolleja. Reagenssien laatua tarkkailtiin vertailemalla nollanayttei-
den aiheuttamaa vastetta sellaisiin naytteisiin, joihin oli lisatty reagensseja tuplamaara.

Kaikista naytteista, kontrolleista ja standardeista valmistettiin kolme rinnakkaista.

6 Tulokset

Validoinnin prim&ariset mittaustulokset 16ytyvat liitteesta 1 ja optimoinnin puolestaan liit-
teestd 2. Tulosten merkitysta on selitetty kappaleessa 7.

6.1 Validointi

Validointi suoritettiin aikavalilla 18.5.2015 — 10.7.2015. MUkit-ohjelmalla suoritetun mit-

tausepavarmuuden arvioinnin lomake on liitteessa 3. Laskuesimerkit ovat liitteessa 5.

6.1.1 Lineaarisuus, herkkyys ja mittausalue

Lineaarisuutta ja herkkyytta analysoitiin tekemalla kolmena eri paivana standardisuorat
samoilla pitoisuuksilla. Ensimmainen lineaarisuuden maaritys oli 1.6.2015, toinen
11.6.2015 ja kolmas 12.6.2015. Mittausalueen saturoitumista tutkittiin 18.5.2015.

Ensimmaisella kerralla suoran kulmakerroin eli herkkyys oli kaikista suurin, toisella ja
kolmannella kerralla suunnilleen sama (kuvio 1). Regressiokuvaajista néhtiin, kuinka ar-
vot jakaantuvat varsin tasaisesti negatiiviselle ja positiiviselle puolelle (kuviot 2, 3 ja 4).
Analyysi oli lineaarinen alueella 1 umol/l - 10 umol/l, mutta pitoisuusalueella 3,9 pmol/l -
62,5 umol/l residuaalit jakaantuivat vield satunnaisesti (kuvio 6). Tata suuremmilla pitoi-
suuksilla vaste ei noussut endé samassa suhteessa kuin aikaisemmin (kuvio 5). Satu-

roituminen alkoi silloin, kun fluoresenssin arvo oli yli 460 000 (liite 1).
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Kuvio 5. 18.5.2014 mitattu kalibrointikayré pitoisuusalueella 3,9 - 1000 pmol/l
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6.1.2 MaAaritys- ja toteamisraja

Maaritys- ja toteamisraja selvitettiin analysoimalla kolmena eri paivdna kymmenen nol-
lanaytteen keskiarvoja. Ensimmainen maaritys tehtiin 1.6.2015, toinen 11.6.2015 ja kol-
mas 12.6.2015. Kolmen paivan keskiarvon perusteella maaritettiin lopulliset arvot (tau-
lukko 4). Lopulliseksi maaritysrajaksi FIA-menetelmalle tuli keskiarvon perusteella 0,18
pumol/l ja toteamisrajaksi 0,12 pmol/l. Pohjaviivan hajonnan vuoksi méaaritysrajaksi ehdo-
tettiin 0,20 pmol/l ja toteamisrajaksi 0,14 pumol/l. Spektrofotometrisen menetelméan maa-
ritysraja oli 0,25 pmol/l.

Taulukko 4.  Kolmen péaivan laskennalliset méaritys- ja toteamisrajat (umol/l)

1.6.2015 11.6.2015 12.6.2015 Keskiarvo Ehdotettu
Méaéritysraja | 0,17 0,18 0,20 0,18 0,20
Toteamisraja | 0,13 0,10 0,12 0,12 0,14

6.1.3 Tarkkuus ja toistettavuus

Tarkkuutta eli systemaattista virhettéa selvitettiin mittaamalla referenssinaytettd (2,03
pumol/l) kolmena eri paivana. Referenssinaytteen suolapitoisuus oli 11 %.. Suolapitoisuu-
den vaikutukseen ei saatu kunnollista vastausta, joten tulosten luotettavuus kérsi huo-
mattavasta epavarmuudesta (6.1.5). Suuren epavarmuustekijan vuoksi tarkkuus lasket-
tiin my6s mittaamalla kolmena eri paivana konsentraatioltaan 4,16 umol/l olevaa kont-
rolliliuosta (6.1.4, taulukko 7). Tarkkuus laskettiin sivulla 13 olevan kaavan 8 avulla kum-
mallekin mittaukselle erikseen. Taulukossa 5 on lueteltu mitatut ja korjatut arvot refe-
renssille yksikdssa umol/l. Laskennallinen tarkkuus ja toistettavuus ovat taulukossa 6,

korjatut arvot laskettiin taulukon 10 mukaisesti, kayttamalla suolapitoisuusarvoa 10 %o.

Toistettavuus eli satunnaisvirhe maadritettiin samoista referenssi- ja kontrollindytteista
kuin tarkkuus, mutta korjattujen arvojen sijasta kaytettiin alkuperéisia vertailumateriaali-
tuloksia. Toistettavuuden laskuun kaytettiin sivulla 14 olevaa kaavaa 9. Tarkkuus ja tois-
tettavuus mitattiin 26.5.2015, 29.5.2015, 1.6.2015 ja 3.6.2015.
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Taulukko 5.  Referenssin konsentraatio yksikdssa umol/l

26.5.2015 | 26.5.2015 | 29.5.2015 | 29.5.2015 | 1.6.2015 | 1.6.2015 | Ka.
Mitattu 2,68 2,63 2,80 2,76 2,83 2,78 2,75

Korjaus | 1,86 1,90 1,96 1,99 1,97 2,01 1,95

Taulukko 6.  Laskennallinen tarkkuus ja toistettavuus, ref. on referenssi ja kont. kontrolli

Tarkkuus (ref.) Tarkkuus (kont.) Toistettavuus (ref.) Toistettavuus (kont.)

3,99 % 2,05% 2,83% 3,91 %

6.1.4 Mittausepavarmuus

Mittausepavarmuuden laskemiseen kaytettin muun muassa erilaisia kontrolliliuoksia.
Pienemmalle pitoisuusalueelle (0,20 - 2 umol/l) kaytettiin kontrolliliuosta, jonka konsent-
raatio oli 0,42 pumol/l. Isommalle alueelle (2 - 10 umol/l) kaytetty kontrolli oli pitoisuudel-
taan 4,16 umol/l. Kummallekin pitoisuusalueelle kaytettiin kontrollindytteiden lisksi suo-
lakertoimella korjattua referenssinaytetta (6.1.3, taulukko 5). Mittausepavarmuus lasket-
tiin MUkit-ohjelmalla (liite 3), jolloin tarvittin myos useita rinnakkaismittausten tuloksia.
Rinnakkaismittausten tulokset ovat liitteessa 1. Kontrollindytteiden tulokset ovat taulu-

kossa 7 yksikdssa pmol/l ja mittausepévarmuus on taulukossa 8.

Taulukko 7.  Kontrolliliuosten konsentraatio yksikossa pmol/l

0,42 pmol/l Ka. 0,42 pmol/l 4,16 pmol/l Ka. 4,16 pmol/l
0,49 4,30

0,45 4,33

0,49 0,47 4,27 4,25

0,43 4,37

0,49 3,96
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Taulukko 8.  Mittausepavarmuus MUkit-ohjelmalla

Pitoisuusalue Yhdistetty epavarmuus Laajennettu epavarmuus
0,2 - 2 umol/l 9,99 % 20 %
2 -10 pmol/l 9,01 % 19 %

6.1.5 Naytematriisin vaikutus

Naytematriisin vaikutusta tutkittiin valmistamalla erilaisia suolavesinaytteita, joita kaytet-
tiin 5 umol/I standardiliuoksen tekoon. Ensimmaiset suolanaytteet (taulukko 9) valmistet-
tiin 22.5.2015 trooppisesta merisuolasta niin, etta liuosten suolapitoisuudet olivat 2 %o, 4
%o, 6 %o, 8 %o, 10 %o, 20 %o sekd 30 %.. Toinen suolapitoisuuden testaus suoritettiin
2.6.2015 (taulukko 10) samoilla promillepitoisuuksilla, mutta uusituilla suolaliuoksilla.
Kolmannella kerralla (3.7.2015) olosuhteet olivat muuten samanlaiset kuin aikaisemmin,
mutta trooppisen merisuolan sijasta kaytéssa oli NaCl (taulukko 11). Pelkastaan NacCl-
suolaliuosten aiheuttamaa vastetta tutkittiin 6.7.2015 (taulukko 12).

Taulukko 9.  Suolapitoisuuden (trooppinen merisuola) vaikutus vasteeseen 22.5.2015

Suolapit. 0 %o 2 %o 4 %o 6 %o 8 %o 10 %o 20 %o 30 %o

Saanto 100 % 122 % 122% | 122% 127% | 131% | 153% | 146 %

Taulukko 10. Suolapitoisuuden (trooppinen merisuola) vaikutus vasteeseen 2.6.2015

Suolapit. 0 %o 2 %o 4 %o 6 %o 8 %o 10 %o 20 %o 30 %o

Saanto 100% | 123% | 130% | 136% | 133% | 129% | 133% | 139%

Taulukko 11. Suolapitoisuuden (NaCl) vaikutus vasteeseen 3.7.2015

Suolapit. 0 %o 2 %o 4 %o 6 %o 8 %o 10 %o 20 %o 30 %o

Saanto 100 % 112 % 128% | 142 % 148% | 162% | 185% | 194 %
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Taulukko 12. Suolapitoisten nollanaytteiden (NacCl) vaste 6.7.2015

Suolapit. 0 %o 2 %o 4 %o 6 %o 8 %o 10 %o 20 %o 30 %o

Saanto 100 % 102 % 103% | 103 % 104% | 107% | 108% | 104 %

Rinnakkaisten mittausten valilla oli eroja, varsinkin trooppista merisuolaa kayttaessa (liite
1). Tulosten perusteella yksiselitteistd saantoprosenttia eri suolapitoisuuksille ei saatu
maaritettyd, silla trooppinen merisuola ja NaCl erosivat toisistaan huomattavasti.

6.1.6 Kahden eri menetelman vertailu

Kahta eri menetelmaa verrattiin kayttamalla sertifioitua referenssimateriaalia (6.1.3), jota
mitattiin kolmena eri paivana rinnakkaisena (taulukko 5). Toinen analyyseista oli SYKE
Merikeskuksen kaytossa oleva spektrofotometrinen menetelma (5.2), joka oli jo validoitu.
Naytematriisin suurista epavarmuustekijoista johtuen FIA-analyysin tulos kéarsi huomat-
tavasta epaluotettavuudesta (6.1.5). Tavoitearvo analyysille oli 2,03 pmol/l. Spektrofoto-
metrisen menetelman tulos oli 1,92 umol/l ja FIA:lla mitattu puolestaan 1,95 pmol/l.

Taulukko 13. FIA:n ja spektrofotometrisen menetelméan keskiarvojen vertailu

Spektrofotometri FIA Kkorjattu (6.1.3)
26.5.2015 1,88 umol/l
28.5.2015 1,77 pumol/l
29.5.2015 2,03 pmol/l 1,97 pmol/l
1.6.2015 1,95 pmol/l 1,99 pmol/l
Keskiarvo 1,92 pumol/l 1,95 pmol/l

6.2 Optimointi

Optimointi suoritettiin aikavalilla 22.4. - 11.5.2015. Vastapaineyksikkd asennettiin
20.5.2015.
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6.2.1 Naytesilmukan pituus

Naytesilmukan pituuden vaikutusta vasteeseen testattiin 23.4.2015 valmistamalla stan-
dardien 5 pmol/l ja 10 pmol/l kautta kulkeva kalibrointisuora. Lahtotilanteessa naytesil-
mukan pituus oli 25 cm. Ensimmaisessa kokeessa (kuvio 7) oli nelja (4) pituudeltaan
erilaista naytesilmukkaa - 25 cm, 50 cm, 75 cm ja 100 cm. Naytesilmukan pidentaminen

nosti kulmakerrointa huomattavasti, mutta haittapuolia ei havaittu.

Naytesilmukan pituuden vaikutus kulmakertoimeen 23.4.2015
5000 4 659

4500
4000 3617
3500

3000 2568

2500

2000 1567

1500

1000

500

0
25 50 75 100

Naytesilmukan pituus (cm)

Kulmakerroin

Kuvio 7. Kulmakertoimen kasvu naytesilmukan pituuksilla 25 cm, 50 cm, 75 cm ja 100 cm

Naytesilmukan pituutta nostettiin viela lisda seuraavassa kokeessa, joka suoritettiin
11.5.2015. Vertailussa oli kaksi pituudeltaan erilaista naytesilmukkaa - toinen oli 100 cm
ja pidempi 150 cm (kuvio 8). Vaste nousi jalleen silmukan pituuden myo6ta, mutta nega-
tiivisia vaikutuksia ei ollut piikkien muodoissa. Analyysiaikaa ei haluttu pidentaa kohtuut-
tomasti, joten naytesilmukan lopulliseksi pituudeksi valikoitui 150 cm.
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Naytesilmukan pituuden vaikutus kulmakertoimeen 11.5.2015
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Kuvio 8. Kulmakertoimen kasvu naytesilmukan pituuksilla 100 cm ja 150 cm

6.2.2 Pumpun nopeus

Pumpun nopeutta testattiin 23.4.2015 prosenteilla 15, 20, 25, 30 ja 35 (kuvio 9), kayttaen
standardeja 5 pmol/l, 25 pmol/l ja 50 umol/l. Tuloksista nahtiin, kuinka nopeuden hidas-
taminen kasvatti kalibrointikayran kulmakerrointa. Kun pumpun nopeus oli 20 %, reak-

tioaika oli 220 sekuntia ja 294 sekuntia nopeuden ollessa 15 %.

Pumpun nopeuden vaikutus kulmakertoimeen 23.4.2015
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Kuvio 9. Kulmakertoimen muutos pumpun nopeuden muuttuessa
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Mahdollisimman korkean vasteen ja riittdévan nopean reaktioajan lisaksi tarkasteluun jou-
tui myds piikin muoto. Kun pumpun nopeus oli 15 %, piikit olivat toisinaan epadmuodos-
tuneita (kuvio 10). Pumpun nopeudeksi valittiin tulosten perusteella 20 %.

Pumpun nopeuden vaikutus piikkien muotoihin 23.4.2015
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30000 .l
20000
10000 }
0
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o de LYY

Vaste

°20% *15%

Kuvio 10. Piikkien muodon vaihtelu pumpun nopeuksilla 20 % ja 15 %

6.2.3 Lampdtilan vaikutus

Lampdtilaa testattiin 22.4.2015 alueella 50 - 75 °C, viiden (5) asteen valein (kuvio 11),
kayttaen standardeja 5 umol/l, 25 umol/l ja 50 umol/l. Vaste nousi nopeasti, kun [ampo-
tilaa nostettiin alarajoilta yldspain. Kun lampétila oli valilla 65 °C - 75 °C, ei vaste muut-
tunut yhta nopeasti. Lopulliseksi lampdtilaksi valittiin 65 °C, silla sitéd korkeampi lampdétila
aiheutti ilmakuplien muodostumista reaktiosilmukkaan. limakuplat nékyivat kuvaajassa,

aiheuttaen mahdollista epatarkkuutta (kuvio 12).
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Lampdtilan noston vaikutus kulmakertoimeen 22.4.2015
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Kuvio 11. Lampdétilan muutoksen vaikutus

Lampatilan vaikutus piikkien muotoihin 22.4.2015
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Kuvio 12. Piikin muodon vaihtelu lampdétiloissa 75 °C ja 65 °C

6.2.4 Detektori

Lahtdtilanteessa integrointiaika oli 100 msec. Mahdollinen alue oli 50 - 200 msec, joten
8.5.2015 suoritetussa kokeessa kaytettiin arvoja 50 msec, 75 msec, 100 msec, 125
msec, 150 msec seka 200 msec. Kokeessa kaytettiin standardia 5 umol/l, jonka anta-
masta vasteesta vahennettiin pohjaviivan taso ja erotus merkattiin ylés. Tuloksista huo-

mattiin, etta vaste nousi huomattavasti integrointiajan kasvaessa (kuvio 13).
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Integraatioajan nostamisen vaikutus 8.5.2015
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Kuvio 13. Integraatioajan vaikutus fluoresenssiin

Integraatioajan nostaminen vaikutti positiivisesti vasteeseen, mutta piikin muodossa
esiintyi epatasaisuuksia. Kun integrointiaika oli yli 125 msec, heilahtelut aiheuttivat on-

gelmia (kuvio 14). Lopulliseksi arvoksi valittiin 125 msec.

Integraatioajan 200 msec vaikutus piikin muotoon 8.5.2015
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Kuvio 14. Piikin heilahtelu integrointiajalla 200 msec

Kiniinisulfaattiliuoksella testattiin detektorin vakaus 20.5.2015 (kuvio 15). Kuvaajasta
huomattiin, etta vaste pienenee 0,27 yksikktd sekunnissa. Kalibrointikdyran yhtalosta
saatiin selville, ettd 4500 sekunnin eli 75 minuutin aikana muutos on alle 2 %.
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Detektorin tasaisuus kiniinisulfaatilla 20.5.2015
72500

72000 ° y =-0,2683x + 71416
. R2 = 0,6107

71500

71000

70500

Vaste

70000

69500
69000

68500
0 500 1000 1500 2000 2500 3000 3500 4000 4500 5000

Aika (sec)

Kuvio 15. Detektorin toimintakyvyn testaus kiniinisulfaatilla

6.2.5 Vastapaineyksikko

Reaktiosilmukkaan muodostuvien ilmakuplien vuoksi laitteeseen asennettiin vastapaine-
yksikkd 20.5.2015. Vastapaineyksikon myoéta ilmakuplien maara pieneni huomattavasti
(kuviot 16 ja 17). Kaasudiffuusiokammioon muodostui kuitenkin liikaa painetta, joten uu-

deksi vastapaineyksikoksi valittiin 99 cm pitka letku, joka oli kapeudeltaan 0,30 mm.

liImakuplia nollanaytteissa 18.5.2015
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Kuvio 16. Nollanaytteiden ilmakuplia ilman vastapaineyksikkda
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Nollanaytteet 20.5.2015
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Kuvio 17. Nollanaytteiden ilmakuplattomuus vastapaineyksikoélla (180 cm, 0,20 mm)

Vastapaineyksikén aiheuttamaa muutosta tarkasteltiin laskemalla seitseman nollanayt-
teen keskiarvo kahtena eri paivana (taulukko 14). Ensimmaisena paivana (18.5.2015)
vastapaineyksikkoa ei ollut ja ilmakuplia esiintyi melko runsaasti, toisena koepaivana
(20.5.2015) ilmakuplia ei ollut juuri lainkaan vastapaineyksikdn asentamisen jalkeen.

Keskihajonta pieneni 54 % muutoksen myota.

Taulukko 14. Vastapaineyksikon jalkeinen keskihajonnan muutos

18.5.2015 20.5.2015 Muutos

Keskihajonta 180 83 -54 %

6.2.6 Kaasudiffuusiokammion virtaussuunta

Alkuperaisessa menetelmaohjeessa nesteet liikkuivat samaan suuntaan kaasudiffuu-
siokammiossa. 8.4.2015 virtaus teflonteipin alla oleva OPA-virtaus vaihdettiin vastak-
kaissuuntaiseksi, 7.4.2015 virtaus kulki vield perinteisesti. Kumpanakin paivana mitattiin
rinnakkaisena 10 umol/l standardiliuos. Lopulliseksi muutosprosentiksi (taulukko 15)

saatiin + 58 %.
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Taulukko 15. Kaasudiffuusiokammion virtaussuuntien vaikutus intensiteettiin

7.4.2015 8.4.2015 Muutos

Intensiteetti 14641 23143 + 58 %

7 Yhteenveto

Lineaarisuutta tutkittiin valmistamalla kolme standardisuoraa pitoisuusalueella 1 pmol/l -
10 umol/l (6.1.1). Mittauspisteiden tasaista jakautumista nollatason molemmille puolille
tarkasteltiin kayttamalla Excel-ohjelmaa, jolla laskettiin residuaaliarvot. Tuloksista selvisi,
ettd menetelma on lineaarinen alueella 1 - 10 pmol/l. Residuaalit jakaantuivat kolmena
eri paivana tasaisesti nollatason kummallekin puolelle, mutta 11.6.2015 (kuvio 3) arvot
olivat useammin negatiivisia kuin positiivisia. Yleensa kolme samanmerkkista arvoa tar-
koittaa epalineaarisuutta, rinnakkaisia kayttamalla maara nousee kuuteen. Kuvaaja tayt-
taa ehdon, vaikka se ei ole yhta tasaisesti nollatason kummallekin puolelle jakautunut
kuin kaksi muuta residuaalikuvaajaa. Lineaarisuuteen on voinut vaikuttaa esimerkiksi yk-
sittdinen arvo, joka on vaaristanyt tulosta. Standardisuorien selitysasteet olivat valilla

0,999 - 0,9995 (kuvio 1), joten pisteet osuivat kohtuullisen hyvin suoralle.

Lineaarisuutta tutkimalla voitiin myos tarkastella analyysimenetelman herkkyytta. Kuvi-
ossa 1 herkkyys on valilla 4061 - 7880, joten vaihtelua on runsaasti. Fluorometrinen me-
netelmé eroaa taltd osin huomattavasti spektrofotometrisesta, silla fluorometrinen me-
todi on aina suhteellinen ja tulokset saattavat vaihdella paljon paivan aikaan. Eri paivien
keskinainen vaihtelu johtaa siihen, ettéa toisinaan analyysimenetelmalla on mahdollista

analysoida pienempia pitoisuuksia ja toisinaan taas metodi ei ole yhta tarkka.

Mittausalue saatiin selville mittaamalla standardisuoran saturoitumista. Uusi kalibrointi-
kayra valmistettiin pitoisuusalueelle 3,9 umol/l - 1000 pumol/l, laimentamalla aina vah-
vasta puoleen. Lineaarinen metodi oli silloin, kun konsentraatio oli valilla 3,9 umol/l - 62,5
pmol/l (kuvio 6). Kun fluoresenssi oli yli 460 000, alkoi kalibrointikayran saturoituminen.
Menetelman herkkyyden vaihtelun vuoksi oli oleellista, etta vahvempia kalibrointiliuoksia

tehdessa kiinnitetd&n huomiota myds fluoresenssin arvoon pelkan konsentraation sijaan.



41

Méaaritys- ja toteamisraja laskettiin mittaamalla kolmena eri paivana kymmenen nolla-
naytteen keskiarvojen keskiarvo ja standardisuoraa kayttamalla tulokset saatiin muutet-
tua yksikkoon pmol/l (6.1.2). Maaritysraja oli valilla 0,17 umol/l - 0,20 umol/l, toteamisraja
oli puolestaan 0,10 pmol/l - 0,13 pmol/l. Maéaritysrajan keskiarvo oli 0,18 pmol/l ja to-
teamisrajan 0,12 pmol/l, vertailuun kaytetyn spektrofotometrisen menetelman maéaritys-
raja oli 0,25 pmol/l.

Korkeiden maaritys- ja toteamisrajojen syyna oli l[&ahinna se, etta pohjan heilahtelu oli
varsin mittavaa (liite 1). liman suurta keskihajontaa méaaéritys- ja toteamisrajat olisivat voi-
neet olla hyvinkin paljon pienemmat. Nollanaytteiden suurelle keskihajonnalle ei keksitty
erityista selitysta, etenkin kun valilla vaste kasvoi ja valilla pieneni ajon edetessa. Nolla-
naytteiden keskiarvojen keskiarvoa kayttdmalla tilanne kuitenkin vaaristyi hieman, silla
tulokset nayttivat nain paremmilta. Menetelméan kehityksen ensimmaisina paivina huo-
mattiin ilmakuplat, joiden vuoksi jouduttiin kayttdmaan keskiarvoa korkeimman arvon si-
jaan. Vaikka ilmakuplat saatiin paljon paremmin hallittua vastapaineyksikon myota, silti
jattaydyttiin keskiarvoon tulosten vertailukelpoisuuden vuoksi. Naiden syiden vuoksi eh-
dotettiin, ettd maaritysrajaksi tulisi 0,20 pumol/l ja toteamisrajaksi 0,14 pumol/I.

Tarkkuutta (systemaattista virhettd) ja toistettavuutta (satunnaisvirhettd) analysoitiin mit-
taamalla kolmena eri paivana referenssinaytettd, jonka konsentraatio oli 2,03 umol/l ja
suolapitoisuus 11 %o (6.1.3). Suolapitoisten naytteiden kanssa oli kuitenkin ongelmia,
joten referenssimateriaalin liséksi laskuihin kaytettiin my6s kontrollindytetta, jonka kon-
sentraatio oli 4,16 umol/l (6.1.4). Referenssia kaytettdessa tarkkuus piti laskea korja-

tuista pitoisuuksista, mutta toistettavuus voitiin aina laskea laitteen antamista tuloksista.

Referenssista laskettu tarkkuus eli systemaattinen virhe oli 3,99 %, kontrollista laskettu
tarkkuus puolestaan 2,05 %. Toistettavuus eli satunnaisvirhe oli 2,83 % referenssia kayt-
tamalla ja 3,91 % kontrollin kanssa (taulukko 6.) Tarkkuus ja toistettavuus olivat kaikilla
mittauksilla melko hyvat. Kontrollin suuri keskihajonta aiheutti suuremman virheen tois-
tettavuudessa, tarkkuudessa puolestaan referenssinaytteen keskiarvo ei ollut yhta la-
hell& oikeaa arvoa. Liuosten matriisipohja tuntui vaikuttavan paljon tuloksiin. Referenssin
kanssa epavarmuutta aiheutti suuresti suolapitoinen nayte, jolle ei Idydetty yksiselitteista
kerrointa, lisaksi jouduttiin kayttAmaan suolapitoisuutta 10 %o oikean arvon sijaan. Kont-

rollin tulokset olivat varmempia, mutta toisaalta kontrollin&ytteita oli vain viisi (5).
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Mittausepavarmuutta tutkiessa mitattiin kahta eri kontrollindytetté vahintdan kolmena eri
paivana (6.1.4), seka pienelle (0,2 - 2 umol/l) etté suurelle mittausalueelle (2 - 10 pmol/l)
erikseen. Kontrollinaytteiden lisaksi kaytettiin myos referenssinaytettd kummallekin pitoi-
suusalueelle (6.1.3). MUkit-ohjelma vaati erikseen rinnakkaismittauksia, joten ndité oli
useampia laskuissa (liite 1). Pienelle mittausalueelle laskettu yhdistetty mittausepévar-
muus oli 20 %, mittauslaitteen virhe (bias) oli 7,85 % referenssinaytteita kayttamalla ja
laboratorion sisdisten toistettavuuskokeiden hajonta oli 6,18 %. Suurella mittausalueella
yhdistetty mittausepavarmuus oli puolestaan 19 %, mittauslaitteen virhe oli sama mutta

laboratorion sisaisten toistettavuuskokeiden tulos oli 4,42 % (liite 3.)

Mittausepavarmuus oli melko suuri, mutta ei mikdan mahdoton. Toistettavuuskokeiden
suuret hajonnat nostivat virhetta, kuten myds referenssimateriaalin korkea virheprosentti
(6,66 %). Referenssimateriaalia kayttamalla virheen mahdollisuus oli jatkuvasti lasna yk-
siselitteisen suolakertoimen puuttumisen vuoksi. Epavarmuutta kontrollinaytteisiin toi nii-
den vahainen maard, mutta toistettavuuden arviointiin kaytettyja naytteita oli 18 isolla
alueella ja 23 pienella. Rinnakkaismittauksissa nékyvat erot vastaavat varsin hyvin to-
dellisuutta, silla laskuihin kaytettiin niin suolaisia merivesinaytteita kuin standardisuoran
pisteitd. Mittausepavarmuus oli pienissa pitoisuuksissa hieman suurempi kuin suurissa,

joten odotukset osuivat silté osin oikeaan.

Naytematriisin vaikutusta analysoitiin tekemalla erilaisia suolaliuoksia (6.1.5). Kahtena
eri paivana suolaliuoksena kaytettiin trooppista merisuolaa, kolmantena ja neljantena
kertana kaytossa oli NaCl. Trooppista merisuolaa kaytettaessa standardin 5 umol/l vaste
nousi suolapitoisuuden kasvun my6ta, mutta ensimmaisessa kokeessa (taulukko 9)
saantoprosentti oli 153 % kun naytteen pitoisuus oli 20 %o ja 146 % suolapitoisuuden
ollessa 30 %.. Toisella mittauskerralla (taulukko 10) trooppisen merisuolan pitoisuus
nousi kohtuullisen tasaisesti, mutta saantoprosentti oli suurempi suolapitoisuudella 6 %o
kuin 8 %o. Trooppista merisuolaa kayttamalla ei saatu aikaan yksiselitteista saantopro-
senttia, silla kahden eri paivan tuloksissa oli suuria eroja varsinkin korkeissa suolapitoi-
suuksissa. Rinnakkaisten mittausten valilla oli eroja, toisinaan huomattavasti. Saanto-

prosentit olivat valilla 122 % - 153 %, joten menetelma reagoi voimakkaasti suolaan.

Saantoprosentti nousi huomattavasti myds silloin, kun kaytdssa oli pelkastaan NacCl (tau-
lukko 11). Vaste nousi melko tasaisesti, mutta tulokset eivat olleet erityisen verrannollisia
trooppisen merisuolan kanssa. Saantoprosentti oli korkeimmillaan 194 %. Rinnakkais-

mittaukset olivat huomattavasti toistettavampia aikaisempaan trooppiseen merisuolaan
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verratessa. Pelkkid suolaliuoksia kayttamalla saantoprosentti oli korkeintaan 104 % (tau-
lukko 12). Referenssimateriaalia (6.1.3, taulukko 6) kayttamalla todettiin, etté suolapitoi-
suuden korjaus osuu melko hyvin kohdalleen. Hieman lilan pieni tulos saattaa johtua

muun muassa mittausepavarmuudesta, mutta korjauskerroin voi olla silti lian suuri.

Menetelma reagoi suolaliuoksiin voimakkaasti, vedessa olevat epédpuhtaudet saattavat
nostaa vastetta. Epapuhtauksista muun muassa sulfiitin tiedetdan nostavan vastetta,
mutta toisaalta saantoprosentti nousi kaikista voimakkaimmin silloin, kun liuokset oli
tehty NaCl:iin eik& suolaseoksesta koostuvaan trooppiseen merisuolaan. Tarkkaa syyta
tahan ei viela tiedetd, menetelma tarvitsee lisda kehitystyota erilaisten naytematriisien
vaikutuksen selvittdmiseksi. Vaihtoehtoisesti standardit voidaan valmistaa suoraan sa-

maan liuokseen kuin missa naytteetkin ovat, mutta tama vie enemman aikaa.

Kahta eri menetelmaa verratessa (6.1.6) kaytdssa oli sama referenssimateriaali (6.1.3),
joka oli jo mainittu edelld. Spektrofotometrilla voitiin analysoida referenssinayte ilman
mittavaa epavarmuustekijad, silld suolaisen naytteen korjauskerroin oli 1,04. Keskiar-
voksi referenssille tuli 1,92 umol/l spektrofotometrilla, FIA-menetelmalla keskiarvo oli
1,95 pumol/l. Ero oli erittain pieni, joten tulos oli varsin onnistunut. Suuresta epavarmuus-
tekijasta johtuen kuitenkin ei voitu varmasti todeta, oliko tulos onnistunut sattumalta vai
oliko korjauskerroin oikeassa. Rinnakkaismittauksia oli kuitenkin kaksi kolmena eri péi-

vana, joten taysin pelkasta sattumasta tuskin oli kyse.

Saantoprosenttia yritettiin maarittaa pipetoimalla naytteiden paalle standardiliuosta niin,
ettd ammoniumkonsentraatioksi tuli vahintaédn 1 pumol/l tai jossain tapauksissa 7 pmol/l.
Lisaysnaytteitd verrattiin kasittelemattdmiin naytteisiin, mutta kunnollisia tuloksia ei
saatu. FIA-laitteen kanssa oli silloin suuria ongelmia, silla laitteen antama intensiteetti
pieneni jatkuvasti ajon aikana. Tama yksinaan ei kuitenkaan selita sita, miksi lisdyksen
tulokset olivat aivan liilan pienié ja toisinaan katosivat kokonaan. Yksi selitys katoavalle
ammoniumille olivat naytteissa olevat kasvit ja levat, jotka kayttavat typpiyhdisteita ra-
vinnokseen. Tama pyrittiin huomioimaan siten, ettd lisaysnaytteet valmistettiin noin 30
minuuttia ennen niiden ajoa. Tasta huolimatta 1 umol/l lisdys oli kadonnut kokonaan. 7

pumol/l lisdys ei kadonnut kokonaan, mutta pitoisuus oli erittain pieni.

Saantokokeen tuloksia ei kaytetty validoinnissa, silla laitteen ongelmat vaikuttivat liikaa.
FIA-laitteen vaste tippui hyvin voimakkaasti muutaman tunnin sisalla kaikilla standar-

deilla ja kontrolleilla, joten tulosten luotettavuus ei ollut parhain.
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Optimointiin kuului monta osaa, yksi niisté oli naytesilmukan pituus (6.2.1). Pituuden vai-
kutusta vasteeseen testattiin kayttamalla erilaisia naytesilmukoita. Eri kalibrointikayra
tehtiin jokaiselle eri silmukan pituudelle, jolloin voitiin vertailla suorien kulmakertoimia. 25
cm pitkaa naytesilmukkaa kayttamalla suoran kulmakerroin oli 1567, 100 cm pitkalla nay-
tesilmukalla kerroin oli puolestaan 4659 (kuvio 7). Saturoitumista ei ndkynyt kulmaker-
toimissa, silla 50 cm ja 75 cm pitkilla naytesilmukoilla vaste nousi tasaisesti. Vasteen
nousu ei kuitenkaan ollut ainut muutos, jota seurattiin. Piikkien muotoa tarkasteltiin jat-
kuvasti, mutta muutoksia ei esiintynyt. Naytti siltd, ettd naytesiimukkaa pidentamalla

myds tulokset paranivat suuremman vasteen myota.

Hyvien tulosten vuoksi naytesilmukan pituutta testattiin viela uudestaan. Kaytdssa olivat
100 cm ja 150 cm pitkat naytesilmukat. 100 cm pitkalla naytesilmukalla suoran kulma-
kerroin oli 4077 ja 150 cm pitkalla puolestaan 4823 (kuvio 8). Mitaan vaikutuksia piikkien
muotoihin ei havaittu pidemmallakaan naytesilmukalla. Tulosten perusteella voitiin olet-
taa, ettd laimentumista tapahtui paljon. Jos nayte oli yhté vahvaa jatkuvasti, silloin ku-
vaaja ei olisi ollut piikki vain pikemminkin muodoltaan nelidmainen. Luultavasti pidem-
milla naytesilmukoilla laimentumista ei olisi pdassyt tapahtumaan yhta suuressa mitta-
kaavassa, jolloin piikkien muodot olisivat alkaneet karsia. Tulosten perusteella oikeaksi
naytesilmukan pituudeksi valittiin 150 cm, silla myds ajoaika pidentyi pituuden myota.

Pumpun nopeutta testattiin valmistamalla eri nopeuksille standardisuorat, jolloin voitiin
verrata suorien kulmakertoimia (6.2.2). Pumpun nopeus vaihteli valilla 15 % - 35 %, mit-
taukset suoritettiin aina viiden (5) prosentin valein. Kulmakerroin oli 1766 kun nopeus oli
15 % ja 707 nopeuden ollessa 35 % (kuvio 9). Kulmakerroin pieneni voimakkaasti siir-
ryttdessa suurempiin nopeuksiin. Tama oli oletettavissa, silla pidemmalla ajanjaksolla
ammonium kerkesi reagoimaan paremmin johdosreagenssin OPA:n kanssa. Nopeudella
15 % piikin muoto vaaristyi, jolloin tulokset eivat olleet enaa niin hyvia (kuvio 10). Muodon
vaaristyminen johtui luultavasti siitd, etta hitaamman nopeuden vuoksi virtaus ei ollut
enaa niin tasaista. Taman pystyi huomaamaan paljaalla silmalla, silla hitaissa nopeuk-
sissa virtaus ei ollut tasaista vaan liikkui nykien. Lopulliseksi pumpun nopeudeksi valittiin

nailla perusteilla 20 %.

Lampdtilaa tarkasteltiin mittaamalla standardisuora eri asteissa (6.2.3). Ohjelma aloitet-
tiin lampdtilasta 50 °C ja sitéd nostettiin aina viiden (5) asteen valein. 75 °C oli ohjelman
lopullinen lampdtila. Kulmakerroin oli 700 lampétilalla 50 °C, 1753 kun lampétila oli 65

°C ja 1852 lampdtilassa 75 °C (kuvio 11). Saturoitumista selkedasti tapahtui, silla pienissa
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asteissa vaste nousi nopeammin korkeisiin verrattuna. Saturoitumisen liséksi piikkien
muodoissa havaittiin muutoksia, silla korkeissa lampdtiloissa muoto ei ollut tarpeeksi
symmetrinen (kuvio 12). Ongelmat johtuivat luultavasti osittain ilmakuplista, silla [Ampo6-
tilan noustessa ilmakuplia muodostui reaktiosilmukkaan huomattavasti enemman kuin
aikaisemmin. Kun lampdtila oli 65 °C, ilmakuplien maaré oli suhteellisen pieni, vaste tar-

peeksi korkea ja piikkien muoto hyva. Lopulliseksi lampatilaksi valikoitui 65 °C.

Detektorin asetuksia testattiin muuttamalla integraatioaikaa alueella 50 msec - 200 msec
(6.2.4). Integraatioajan muutoksen tarkasteluun kaytettiin pelkastdan standardin anta-
maa vastetta, josta vahennettiin pohjan korkeus. Kun integraatioaika oli 50 msec, vaste
oli 3752 ja 15 412 integraatioajalla 200 msec (kuvio 13). Muutos oli erityisen suuri, vaste
nousi voimakkaasti integraatioajan noston myo6ta. Integraatioaikaa pidentdessa dataa
keraantyi enemman, jolloin arvot luonnollisesti kasvoivat. Haittapuolena olivat mahdolli-
set ilmakuplat ja muut hairidtekijat, jotka saattoivat nakya helpommin mittauksissa. Ta-
man huomasi tuloksia tarkastellessa, silla integraatioajalla 200 msec piikin muodossa
nakyi epasaannollisia alueita (kuvio 14). Piikkien muotojen vuoksi valittiin lopulliseksi ar-
voksi 125 msec, vaikka vaste oli parempi integraatioajan ollessa suurempi.

Detektorin tasaisuutta tutkittiin kiniinisulfaattiliuoksella. Kiniinisulfaattiliuos pidettiin ky-
vetissa 45 minuutin ajan, vastetta tutkittiin jatkuvasti. Vasteen laskusta piirrettiin kuvaaja,
jolloin voitiin arvioida, kuinka tasainen detektori on. Tuloksista nahtiin, etta vaste laski
ajan myo6ta, mutta vain 0,27 yksikkéa sekunnissa (kuvio 15). Aikaan suhteutettuna virhe
oli 2 %. FlIA-laitteen kanssa oli intensiteettiongelmia, silla vaste tippui ajon myo6ta, toisi-

naan hyvin huomattavasti. Detektorin virhe ei selita silti kaikkia ongelmia.

Vastapaineyksikkda pohdittiin laitettavaksi ilmakuplien vuoksi, silla reaktiosilmukassa
likkuva neste ei pysynyt enda tarpeeksi yhtendisend linjana. Vastapaineyksikén vaiku-
tusta testattiin analysoimalla seitseman nollandytettd ennen ja jalkeen asennuksen
(6.2.5). llmakuplien maaran vaheneminen oli havaittavissa silmin, vastapaineyksikon
asentamisen jalkeen niitd nékyi vain muutama. Nollandytteiden keskihajonnat laskettiin
erikseen kummallekin paivélle, jolloin voitiin verrata muutosta kaytannossa. Tulosten pe-

rusteella keskihajonta pieneni 54 % vastapaineyksikon kanssa (taulukko 14).

Vastapaineyksikkda kayttamalla muutos oli mittava, mutta toisinaan kaasudiffuusiokam-
mio ja letkujen liitokset kerésivat itseensa painetta. Laite saattoi vuotaa, vaikka letkuja ja

ruuveja kiristettiin, lisdksi reaktiosilmukassa neste liikkui sykahdyksittain. Linjastojen
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vuotojen vuoksi vaihdettiin toiseen vastapaineyksikkdon, joka ei ollut yhta kapea ja pitka.
Uudella yksikélla ilmakuplia ei ndkynyt muutamaa lukuun ottamatta eikd vuotoja ei ta-
pahtunut samalla tavalla, liséksi reaktiosilmukassa oleva neste liikkui jéalleen tasaisesti.

Kaasudiffuusiokammion toimivuutta testattiin kokeilemalla, mita virtaussuuntien muutos
saa aikaan (6.2.6). Ensimmaisessa kokeessa virtaus kulki samaan suuntaan teflon-kal-
von molemmin puolin, toisena paivana vaihdettiin OPA-virtauksen suuntaa. Intensiteet-
tiero oli varsin huomattava, silla vastakkaissuuntaisella virtauksella muutos oli + 58 %
(taulukko 15). Vastakkaissuuntainen virtaus saattaa aiheuttaa enemman painetta, jolloin

ammoniakki siirtyy helpommin teflon-kalvon lapi OPA-virtaan.

Menetelman kehityksessa torméttiin monenlaisiin ongelmiin. Suurimmat ongelmat liittyi-
vat intensiteetin laskuun, naytematriisin saanto-ongelmiin seka mittaustulosten epatasai-
suuteen. Optimointi sujui helpommin kuin validointi, jota jouduttiin jatkamaan varsin pit-

kadan naytematriisin testauksen ja kontrollien osalta.

Intensiteetin lasku nékyi selke&sti tuloksissa vastapaineyksikon asentamisen jalkeen.
Kahden tunnin aikana rinnakkaisissa kontrollindytteissa saattoi tapahtua 50 % lasku. On-
gelmaa yritettiin ratkaista tarkastamalla linjastojen liitokset ja katsomalla, etté neste var-
masti virtasi tasaisesti. Suurimpien intensiteettiongelmien aikana kaasudiffuusiokammio
usein vuosi, vaikka ruuveja oli kiristetty. Ongelma saatiin lopulta ratkaistua niin, etta vent-
tiili ja kaasudiffuusiokammio puhdistettiin sisélta, letkujen paat tasattiin ja kaikki liittimet
Kiinnitettiin kayttamalla ruuvimeisselia kevyesti. liman tykalua kiristdessa linjastoihin jai
luultavasti paineeltaan erilaisia alueita, jolloin vuotoja esiintyi. Lopuksi kokeiltiin ajaa

standardia 5 umol/l useita perakkain, tuloksissa ei nakynyt enda ongelmia.

Suolapitoisuuden ongelmat jaivat osittain ratkaisematta. Vaikka hajontaa tuloksissa oli
jonkin verran, silti referenssinaytteen suolakorjausprosentti saattoi osua melko hyvin
kohdalleen. Saantoprosentti oli ensimmaisella kerralla 131 % (6.1.5, taulukko 9) ja toi-
sella kerralla 129 % (taulukko 10), kun suolapitoisuus promilleina oli 10. Tuloksista nah-
tiin, ettd kahdella eri menetelmalla tulos oli varsin sama (6.1.6, taulukko 13). Vaikka suo-
lanaytteiden kanssa kysymyksia jai paljon, silti tulosten valossa nayttaa silta, etta ainakin
joltain osin onnistuttiin 16ytamaan oikea korjauskerroin. Pelkasta sattumasta tuskin oli
kyse. Naytematriisi kuitenkin tuntui vaikuttavan hyvin voimakkaasti esimerkiksi saanto-
naytteisiin, silla lisdtty ammonium katosi tunnin sisalla lahes kokonaan. Meressa olevat

kasvit ja levat saattoivat kayttdd ammoniumia ravinnokseen, mutta tuskin niin nopeasti.
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Koko FIA-analyysia varjostava ongelma oli tulosten epétasaisuus. Ajon aikana nakyvat
pohjaviivan heilahtelut vaikeuttivat analyysid huomattavasti, toisinaan myds kontrollin tu-
lokset olivat kummallisia ja piikeissa esiintyi satunnaisesti epasymmetrisyyttd. Ongelmaa
oli hankala poistaa, mutta osittain vakautta onnistuttiin lisdéamaan. Kun OPA suodatettiin
boraattiliuokseen pelkdstdén pipetoimisen sijaan, toisinaan nakyvat hiukkaset katosivat.
Reagenssi 2 valmistettiin aina niin, etta se sai olla vahintdan 24 tuntia sekoittumassa.
Pumppuletkujen vaihdolla oli myds merkitysta, letkujen piti olla jatkuvasti kireita. Toimen-
piteiden jalkeen pohjaviiva oli vakaampi, mutta ongelmia silti esiintyi edelleen. Usein mi-

tattiin 2 - 3 nollanaytetta ennen varsinaisen ajon alkua, jolloin laite kerkesi tasaantua.

Ennen FIA-menetelman kehitysta odotukset olivat pienen maaritysrajan lisaksi myos laa-
jassa mittausalueessa. Validoidun menetelman lineaarinen mittausalue yltaa varsin kor-
kealle (62,5 umol/l), mutta ei ihan levakasvatuksen vaatimiin pitoisuuksiin (1000 pmol/l).
Levanaytteita voidaan aina laimentaa tai vastaavasti validoida laite vahvemmille pitoi-
suuksille esimerkiksi pienentamalla detektorin lampdtilaa. Tyon yksi tavoitteista ei kui-
tenkaan tayttynyt - jatkuvatoimisiin mittauksiin FIA-laite tuskin soveltui. Jatkuvatoimissa
mittauksissa laite voisi itse mitata aktiivisesti naytteittd, mutta niin automaattinen mene-
telm& ei ole. Tulosten laatua on jatkuvasti tarkkailtava mahdollisten epatasaisuuksien
vuoksi, lisdksi OPA saattaa kiteytya linjastoihin virtauksen pysahtyessa.

Laitteessa havaittiin toisinaan pienia vaaleita kiteitd kaasudiffuusiokammiossa ja ruskeita
Kiteita linjastoissa. Ruskeat kiteet ovat luultavasti kiteytynytta OPA:a, vaaleat puolestaan
reaktioissa syntyneita sivutuotteita. Kaasudiffuusiokammion liséksi vaaleita kiteita esiin-
tyi myos venttiilin sisalla. Ruskeat OPA-kiteet aiheuttivat selkedasti virtausnopeuksien

muutosta, mutta valkoisten kiteiden aiheuttamat vaikutukset eivat tulleet esille.

Ongelmista huolimatta menetelmaa saatiin kehitettya huomattavasti eteenpdin. Vastetta
saatiin paljon ylospain, naytteita onnistuttiin analysoimaan ja validointikin onnistui suu-
rimmaksi osaksi hyvin. FIA-menetelmén seuraava kehityskohde on selkeéasti suolapitoi-
suuden testaus. Jos yleispatevaa suolapitoisuuden korjauskerrointa ei saada aikaiseksi,
standardiliuokset voidaan aina valmistaa samaan naytematriisiin tai vastaavasti kokeilla
saantonaytteitd. Saantonaytteiden ongelmiin ratkaisu voisi olla joko suodatus tai sentri-

fugointi steriileilla suodattimilla.
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Validoinnin primaariset mittaustulokset

Standardisuorat

Liite 1
1(8)

Taulukko 16. 18.5.2015, 26.5.2015 ja 29.5.2015 valmistettujen standardisuorien mittauspisteet

Pitoisuus
(umolf)

0,00
3,91
3,91
7,81
7,81
15,63
15,63
31,25
31,25
62,50
62,50
125,00
125,00
250,00
250,00
500,00
500,00
1000,00

1000,00

Vaste
18.5.2015

5635,03

31802,47

32351,77

58114,09

58763,89

126581,30

124226,00

235755,70

236250,00

453208,10

459231,00

871520,10

860662,80

1538633,00

1528143,00

2453345,00

2460568,00

3333638,00

3395721,00

Pitoisuus
(nmol/l)

0,00
0,50
0,50
0,50
1,00
1,00
1,00
2,00
2,00
2,00
5,00
5,00
5,00
7,00
7,00
7,00
10,00
10,00

10,00

Vaste
26.5.2015

5494,06

9554,89

9350,97

9469,10

12765,17

13120,36

12892,17

20205,90

20211,74

20300,11

42707,70

43761,50

44619,83

60748,21

61361,24

60524,54

83560,70

83772,10

83953,45

Pitoisuus
(nmol/)

0,00
1,00
1,00
5,00
5,00
10,00

10,00

Vaste
29.5.2015

11002,80

18123,26

18089,56

46258,01

47406,18

88721,04

88451,46



Liite 1
2(8)

Taulukko 17. 1.6.2015, 3.6.2015, 11.6.2015 ja 12.6.2015 valmistettujen standardisuorien arvot

Pitoisuus
(umolf)

0,00
1,00
1,00
2,00
2,00
5,00
5,00
7,00
7,00
10,00

10,00

Residuaalit

Vaste 1.6.2015

8443,11

16295,37

16898,61

22563,94

22405,88

46608,69

48256,84

62700,13

62018,80

87116,09

87340,71

Vaste 3.6.2015

38072,11

44938,30

52856,23

72663,77

87601,25

111627,30

Vaste 11.6.2015 | Vaste 12.6.2015

6175,49

10568,37

10446,23

15126,90

15081,97

29515,40

28447,47

38017,76

37519,40

50932,07

50740,41

5385,18

9508,69

9565,30

13464,63

13374,61

25553,18

25308,05

34027,80

33072,56

46488,38

45925,35

Taulukko 18. 18.5.2015, 1.6.2015, 11.6.2015 ja 12.6.2015 tehtyjen residuaalikuvaajien arvot

Paivamaara

18.5.2015

Pitoisuus
0,00 pmol/l
3,91 umol/l
3,91 umol/l
7,81 umol/l
7,81 pumol/l
15,62 pmol/l

15,62 pmol/l

Ennustettu

6184,78

34473,28

34473,28

62761,78

62761,78

119338,77

119338,77

Residuaali

-549,75

-2670,81

-2121,51

-4647,69

-3997,89

7242,53

4887,23



1.6.2015

11.6.2015

31,25 pmol/l
31,25 pmol/l
62,50 umol/l
62,50 umol/l
0,00 pmol/l
1,00 umol/l
1,00 pmol/l
2,00 pmol/Il
2,00 pmol/l
5,00 umol/l
5,00 pumol/Il
7,00 umol/l
7,00 umol/l
10,00 pmol/l
10,00 pmol/l
0,00 pmol/l
1,00 pmol/l
1,00 pmol/l
2,00 pmol/l
2,00 pmol/Il
5,00 pumol/Il
5,00 pmol/l
7,00 pmol/l
7,00 pmol/l

10,00 pmol/l

232492,75

232492,75

458800,71

458800,71

7871,32

15752,59

15752,59

23633,87

23633,87

47277,69

47277,69

63040,23

63040,23

86684,05

86684,05

6191,94

10681,14

10681,14

15170,34

15170,34

28637,95

28637,95

37616,36

37616,36

51083,97
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3262,95
3757,25
-5592,61
430,29
571,79
542,78
1146,02
-1069,93
-1227,99
-669,00
979,15
-340,10
-1021,43
432,04
656,66
-16,45
-112,77
-234,91
-43,44
-88,37
877,45
-190,48
401,40
-96,96

-151,90
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10,00 umol/l 51083,97 -343,56
0,00 pmol/l 5308,95 76,22
1,00 pmol/l 9374,46 134,23
1,00 pmol/l 9374,46 190,85
2,00 pmol/l 13439,96 24,67
2,00 pmol/l 13439,96 -65,35
12.6.2015 5,00 pmol/l 25636,48 -83,30
5,00 pumol/l 25636,48 -328,43
7,00 pumol/| 33767,49 260,31
7,00 pmol/l 33767,49 -694,93
10,00 pmol/l 45964,00 524,38
10,00 pmol/l 45964,00 -38,65

Toteamis- ja maaritysraja

Taulukko 19. 1.6.2015, 11.6.2015 ja 12.6.2015 mitattujen nollanaytteiden vasteiden keskiarvot

Vaste 1.6.2015 Vaste 11.6.2015 Vaste 12.6.2015

Keskiarvo 8519,11 6264,56 5489,83

Keskihajonta 123,42 127,40 109,59
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Kymmenen nollanaytetta 1.6.2015
9000
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8200
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Kuvio 18. 1.6.2015 laskettuun maaritys- ja toteamisrajaan kaytetyt nollanaytteet
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Kuvio 19. 11.6.2015 laskettuun méaaritys- ja toteamisrajaan kaytetyt nollanaytteet

Kymmenen nollanaytetta 12.6.2015

TV LLTT N

2500 3000 3500 4000 4500 5000 5500 6000 6500 7000
Aika (sec)

6000
5800

5600

Vaste

5400

5200

Kuvio 20. 12.6.2015 laskettuun maaritys- ja toteamisrajaan kaytetyt nollanaytteet



Mittausepavarmuus

Taulukko 20. Suuremman kontrolliliuoksen (4,16 umol/l) vasteet

Mittaus 1

Mittaus 2

Vaste 29.5.2015

43361,27

43102,43

Vaste 1.6.2015

42295,97

Liite 1
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Vaste 3.6.2015
69131,52

66422,88

Taulukko 21. Pienemman kontrolliliuoksen (0,42 umol/l) vasteet ja pitoisuudet (umol/l)

Vaste

Pitoisuus

1.7.2015

14331,17

0,49

7.7.2015

12480,87

0,43

8.7.2015

16655,96

0,45

9.7.2015

15993,68

0,49

10.7.2015

15906,16

0,49

Taulukko 22. MUKkit-ohjelmassa kaytettyjen rinnakkaismittausten konsentraatiot (umol/l)

26.5.2015

29.5.2015

1.6.2015

8.7.2015

Pieni pitoisuusalue

1,90

0,55

1,00

1,91

1,99

0,95

2,01

1,04

1,84

0,27

0,23

1,86

0,52

0,97

191

1,96

0,95

1,97

1,12

1,82

0,24

0,24

26.5.2015

29.5.2015

1.6.2015

Suuri pitoisuusalue

1,90

191

4,77

7,07

9,98

1,99

4,30

4,63

10,17

2,01

4,90

1,86

191

491

7,15

10,01

1,96

4,27

4,78

10,14

1,97

511



9.7.2015

10.7.2015

0,21 0,22
0,28 0,26
0,26 0,26 3.6.2015
0,24 0,24
0,25 0,25
8.7.2015
1,16 1,18
0,25 0,26
1,33 1,24
0,24 0,24
0,21 0,20
0,21 0,21
0,24 0,24

Naytematriisi

Taulukko 23. 22.5.2015 mitattujen suolaliuosten arvot

Suolapit.
Mittaus 1
Mittaus 2

Keskiarvo

Taulukko 24.

Suolapit.
Mittaus 1
Mittaus 2

Keskiarvo

0 %o 2 %o 4 %o 6 %o
44255 54246 54420 | 53804
44163 53879 53497 54462

44209 54062 53959 54133

2.6.2015 mitattujen suolaliuosten arvot

0 %o 2 %o 4 %o 6 %o
81534 98005 103090 | 112645
78546 99679 105940 @ 105661

80040 98841 104514 | 109153

8 %o

55878

56587

56233

8 %o

106572

106781

106676

6,96

10,07

4,33

3,20

2,53

2,84

2,07

10 %o

58901

57201

58051

10 %o

102653

103146

102899

Liite 1
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6,87
10,10
3,96
3,12
2,40
2,90

2,15

20 %o 30 %o
71281 | 62449
64420 | 66757

67850 | 64603

20 %o 30 %o

106647 | 111153

106647 | 111153
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Taulukko 25. 3.7.2015 mitattujen suolaliuosten arvot

0 %o 2 %o 4 %o 6 %o 8 %o 10 %o 20 %o 30 %o
Mittaus 1 28429 31816 36232 40127 41881 | 45904 | 52930 | 55096
Mittaus 2 28322 32013 36662 40417 41990 | 45912 | 52227 | 55474

Keskiarvo | 28375 | 31914 | 36447 | 40272 | 41936 | 45908 | 52579 | 55285

Taulukko 26. 6.7.2015 mitattujen suolaliuosten arvot

0 %o 2 %o 4 %o 6 %o 8 %o 10 %o 20 %o 30 %o
Mittaus 1 10976 11177 11488 11466 11778 | 11947 11483
Mittaus 2 11057 11192 11171 11290 11472 | 11891 11470

Keskiarvo | 11017 11184 11330 11378 11472 | 11835 | 106647 | 11477

Kahden eri menetelman vertailu, referenssinayte

Taulukko 27. 28.5.2015 - 1.6.2015 saadut mittaustulokset spektrofotometriltd absorbanssina

Kont- Kont- Stan- Stan-

rolli rolli . . Refe- Refe-
1xreag @ 2xreag dardi1 | dardi 5 : .

0,42 4,16 M M renssi renssi

UM UM H M

28.5.2015 | 0,06 0,10 0,10 0,43 0,15 0,53 0,23 0,22
29.5.2015 | 0,06 0,10 0,10 0,43 0,25 0,25

1.6.2015 0,06 0,10 0,10 0,45 0,24 0,24

Taulukko 28. 26.5.2015, 29.5.2015 ja 1.6.2015 saadut referenssitulokset FIA-menetelmalla

Vaste 26.5.2015 Vaste 29.5.2015 Vaste 1.6.2015
Mittaus 1 26140,02 31653,99 30177,83

Mittaus 2 25726,21 31334,13 29776,78



Optimoinnin prim&ariset mittaustulokset

Naytesilmukan pituus

Taulukko 29. 23.4.2015 mitatut vasteet eri naytesilmukan pituuksilla

25cm
0 pmol/l 9017
5 umol/l 16880
5 umol/l 16256
10 pmol/l 25349
10 pmol/l 23874

50 cm

10004

23681

23242

35819

35850

75cm

9391

26986

27006

46783

44106

Taulukko 30. 11.5.2015 mitatut vasteet eri naytesilmukan pituuksilla

0 pmol/l
5 umol/l
5 pmol/l
10 pmol/l

10 pmol/l

Pumpun nopeus

100 cm

7464

27537

27585

48237

Taulukko 31. 23.4.2015 mitatut vasteet eri pumpun nopeuksilla

15%
0,00 pumol/l 5732,69

5,00 umol/l 13426,40

20 %

5462,93

13818

37

25%

5354,02

12300,6

150 cm

7515

32532

31473

56363

55319

30 %

5161,18

8965,83

100 cm

9153

31254

31845

55148

55890

35%

4947,82

8558,06

Liite 2
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5,00 pmol/l

25,00 umol/l
25,00 umol/l
50,00 pmol/l

50,00 pumol/l

14684,22 14180,01 12629,52 9677,84
51745,83 42826,88 42589,56 32012,19
54383,86 42160,99 37856,15 30353,16
103494,60 73367,52 67040,53 60245,33
83406,95 84460,1 76022,71 64061,08

Lampdtilan vaikutus

Taulukko 32.

0 pmol/l
5 pmol/l
5 pmol/l
25 pumol/l
25 pmol/l
50 pmol/l

50 pumol/l

Detektori

Taulukko 33.

0 pumol/l

5 pmol/l

22.4.2015 mitatut vasteet eri lampétiloissa

50 °C 55°C 60 °C 65 °C
5767 5916 6114 5988
9400 11844 14312 15032
12123 11447 13636 14988
22418 35782 45657 47808
25136 34764 47936 47332
42900 63825 78257 95603
40501 62791 71892 92367

8.5.2015 mitatut vasteet eri integraatioajoilla

50 msec 75 msec 100 msec 125 msec
4431 6961 9017 10494
8183 12838 16256 19288

70 °C

6046

14939

16290

67004

48684

101888

92955

150 msec

13155

25036

Liite 2
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8248,14

21735,00
27059,18
42590,86

37657,46

75°C
6125
16668
14631
50449
54041
98437

99362

200 msec
17462

32874



Mittausepavarmuus MUKit-ohjelmalla

Pieni lineaarisuusalue (0,20 umol/l - 2 umol/l)

Liite 3
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Step | Action

Measurand 7.10.2015

1 Specify Measurand

Concentration range: 0,2 - 2

Quantify within-laboratory reproducibility,
u(R,)

A: Control sample
B: Possible steps not covered by control
sample

A: Control samples:

Matrix: Ultrapuhdas vesi

Period of measurements: 24.6.2015 - 10.7.2015
Number of control samples: 5

Average concentration: 0,469

Standard deviation, “Rw : 5,50 %

B: Routine replicate samples :

Period of measurements: 26.5.2015 - 10.7.2015
Number of routine replicate samples: 23
Number of parallell measurements: 2
Concentration range: 0,2065 - 1,990954

Standard deviation estimate from range, Sr oy 2,82 %

— 2, _ 2
‘U.(R“j = Spw” +sr“ =6,18 %

Quantify method and laboratory bias,
3 u(bias)

Method and laboratory bias from certified reference material:

Different certified reference materials count, N : 1

i 1

Certified concetration, “ref 2,03
Standard uncertainty of certified concentration,

ulenep) 6,66 %
Measured concentration, 1,543000
Standard deviation of measured concentration,

Shias 2,83 %
Number of Measuremeants, ' 5

. €~ Crop .

bias, . 100% -3,99 %

Craf

Period of measurements 26.5.2015 - 1.6.2015

Suolapitoinen vesi, 11

Matrix -
promillea

Additional information

u(bias) = \{biaslz + (s%i-)z +u (C'rs'fl)z — 785

Convert components to standard
uncertainty

u(R,) —6,18 %

u(bias) _ ; g5 o,

Calculate combined standard uncertainty, I ey

5 u, U, = Ju(Rw)* + u(bias)* _ 9,99 %
Calculate expanded uncertainty,

& |u U=2-U _3p0




Suuri mittausalue (2 umol/l - 10 pmol/l)
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Step | Action

Measurand 7.10.2015

1 Specify Measurand

Concentration range: 2 - 10

Quantify within-laboratory reproducibility,
u(R,)

A: Control sample
B: Possible steps not covered by control
sample

A: Control samples:

Matrix: Ultrapuhdas vesi

Period of measurements: 26.5.2015 - 3.6.2015
Number of control samples: 5

Average concentration: 4,245325

Standard deviation, “Rw : 3,91 %

B: Routine replicate samples :

Period of measurements: 26.5.2015 - 10.7.2015
Number of routine replicate samples: 18
Number of parallell measurements: 2
Concentration range: 1,882916 - 10,1545

5

Standard deviation estimate from range, 7 : 2,07 %

— 2, _ 2
‘U.(R“j = Spw” +sr“ = 4,42 %

Quantify method and laboratory bias,
3 u(bias)

Method and laboratory bias from certified reference material:

Different certified reference materials count, N : 1

i 1

Certified concetration, “ref 2,03
Standard uncertainty of certified concentration,
(ennr) 6,66 %
Measured concentration, © 1,543000
Standard deviation of measured concentration,
P 2,83 %
Number of Measuremeants, ' 5

€~ Crop .
bias, - CE L 1005 -3,99 %

Period of measurements 26.5.2015 - 1.6.2015

Suolapitoinen vesi, 11

Matrix -
promillea

Additional information

u(bias) = Jbiaslz—l- (Sbj“f')z +H(Cr9f1)2 .

Convert components to standard
uncertainty

u(R,) = 4,42 %
u(bias) _ ; g5 o,

Calculate combined standard uncertainty, o~ i

5 u, ¥ U, = Ju(Rw)? +u(bias)? _ 9,01 %
Calculate expanded uncertainty,

& |u U=12-U _yg0
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AMMONIUMIN (NH4+) MAARITYS FIA-RAVINNEANALYSAATTORILLA

1 Soveltamisala

Menetelma soveltuu ammoniumnaytteille pitoisuusalueella 0,20 uM - 62,5 pM. Suurem-
mat pitoisuudet laimennetaan. Maéaritysraja menetelmalle on 0,20 puM, toteamisraja
0,14 uM.

Suolapitoisuudet nostavat voimakkaasti vastetta, joten standardisuorat on syyta tehda
naytematriisiin.

2 Periaate

OPA eli o-ftaalialdehydi muodostaa natriumsulfiitin kanssa fluoresoivan yhdisteen olles-
saan alkalisessa puskurissa, natriumtetraboraattiliuoksessa.

3 Reagenssit

Reagenssien on oltava analyysipuhdasta laatua. Liuosten valmistukseen kaytetaan ult-
rapuhdasta Milli-Q-vetta, ellei toisin mainita.

3.1 Ammoniakkivapaa vesi

Reagenssien valmistukseen ja naytteiden laimennoksiin kaytetaén ultrapuhdasta Milli-
Q-vettad. Membraanisuodattimen Iapimitta on 0,22 ym. Kantajana toimivaa Milli-Q-vetta
kuplitetaan heliumkaasulla 1 min ajan.

3.2 Etanoli

Etanolin on oltava Aa-laatua, 99,5 til-%. Etanolia kaytetdaan o-ftaalialdehydin (3.4) val-
mistukseen.

3.3 Natriumhydroksidi, 20 mM

Reagenssi 1 valmistetaan pipetoimalla 5 ml 0,8 molaarista NaOH:ia 200 ml:n mittapul-
loon. Merkkiin tayton jalkeen liuos siirretadn muoviseen sailytysastiaan. Reagenssi 1
on uusittava joka péaiva.

3.4 o-Ftaalialdehydi (OPA), 6 mM (Sigma P1378)

Punnitaan 400 mg o-ftaalialdehydia 2 ml:aan etanolia (3.2). Vaatii voimakkaan sekoi-
tuksen ja on suojattava valolta. Liuoksen voi jattaa jaakaappiin yon yli (4 - 8 astetta).
Valmista OPA on silloin, kun se kirkastuu, variltd&n liuos on joko keltaista (ilman jaa-
kaappia) tai valkoista (yon yli jadkaapissa oltuaan). Mahdolliset liukenemattomat hiuk-
kaset on suodatettava.



Liite 4
2 (5)

3.5 Natriumtetraboraatti dekahydraatti, 0,05 M (Sigma-Aldrich S9640)

Punnitaan 10 g natriumtetraboraatti dekahydraattia 500 ml:n mittapulloon. Taytetaan
merkkiin ultrapuhtaalla vedella.

3.6 Natriumsulfiitti, 2 mM (Merck 1.06657.0500)
Liuotetaan 120 mg natriumsulfiittia 2 ml:aan ultrapuhdasta vetta. Liukenee helposti.

3.7 Reagenssi 2

Siirretédén boraattiliuos (3.5) tummaan lasipulloon ja lisataéan astiaan OPA-liuos (3.4)
kokonaan suodattimen lapi, natriumsulfiittiliuosta (3.6) pipetoidaan 1,5 ml. Yhteistila-
vuus on yli 500 ml. Liuos on sdilytettava valolta suojattuna ja sité saa kayttaa aikaisin-
taan 24 h valmistuksen jalkeen. Kayttokelpoinen liuos on kuukauden ajan. Natriumsul-
fiitti saattaa reagoida ilman kanssa, jos korkki on pitkaan auki. Vahainen natriumsulfiitin
liséys voi poistaa ongelman.

3.8 HCl, 10 mM

Vahvasta suolahaposta (12 M, m-% 37) valmistetaan laimennos (1 M) mittaamalla 83
ml taté liuosta 1000 ml:n mittapulloon. 1 M vélikantaa pipetoidaan 2,5 ml 250 ml:n mit-
tapulloon ja taytetddn ultrapuhtaalla vedella merkkiin.

3.9 Standardit

Standardit valmistetaan kaupallisesta liuoksesta (AccuStandard), jonka konsentraatio
on 1000 mg/l. 200 uM valikanta tehdaan pipetoimalla 360 pl kantaliuosta 100 ml:n mit-
tapulloon. Vélikanta sailyy jadkaapissa (4 - 8 astetta) kaksi viikkoa. Tasta valikannasta
valmistetaan kayttostandardit (taulukko 1), liuottimena ammoniakkivapaa vesi (3.1).
Kayttdstandardit valmistetaan uudelleen joka paiva.

Taulukko 1. Standardiliuosten valmistus valikannasta (200 pM)

1uM 2 uM 5 uM 7 uM 10 uM
Vélikanta (ml) | 1 1 5 3,5 5
Mittapullo (ml) | 200 100 200 100 100

3.10 Kontrollit

Kontrollit valmistetaan ammoniumliuoksesta (Merck 1.19812.0500), jonka konsentraa-
tio on 1000 mg/l. Tata ammoniumliuosta pipetoidaan 1 ml 200 ml:n mittapulloon, tdma
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valikanta sailyy kaksi viikkoa jadkaapissa (4 - 8 astetta). Suurempi kontrolli valmiste-
taan pipetoimalla 3 ml valikantaa 200 ml:n mittapulloon, pienempi kontrolli puolestaan
tehdaan pipetoimalla 1 ml suurempaa kontrollia 10 ml:n mittapulloon.

4 Laitteet ja valineet
FIA-laitteisto

- Fluoresenssilaitteisto (FIAlab, PMT-FL)

- Kaasudiffuusiokammio (SMFC-STR 1 mm x 80 mm x 0,8 mm)

- Venttiili (VICI Cheminert)

- Peristalttinen pumppu (Watson-Marlow 403U/VM4) + LabJack U12
- Naytteenotin (AIM 3200 / 3300)

- Lammitin (WATLOW EZ-Zone)

Mittausvalineet

- 1 x 10 ml mittapullo

- 4 x 100 ml mittapullo

- 5 x 200 ml mittapullo

- 1 x 250 ml mittapullo

- 1 x 500 ml mittapullo

- 1 x 1000 ml mittapullo

- Automaattipipetteja (1 - 5 ml ja alle 500 - 1000 pl)
- 100 ml mittalasi

Sailytys

- Tumma lasipullo (yli tai tasan 500 ml)
- Lasipullo (yli 500 ml)
- Muovinen sailytysastia (yli tai tasan 200 ml)

5 Analysointi

Analysoinnissa kaytettavat koeputket on pestava hapolla (2 M HCI) kayton jalkeen.
Avonaisissa pulloissa on kaytettava parafilmia kontaminaation valttamiseksi.

5.1 Naytteet

Naytteiden kasittely ei vaadi erillisia toimenpiteitd. Happopestyt koeputket huuhdotaan
2 - 3 kertaa naytteella.

Suolapitoisia naytteitd analysoidessa on syyté tehda standardiliuokset samaan matrii-
siin!

5.2 Laitteen kaynnistys
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Kaynnistetdan naytteenottaja, pumppu, detektori ja tietokone. Lammitin kannattaa
kaynnistaa vasta sitten, kun letkuissa ei ole iimaa.

Valitaan tietokoneen tyopoydalta fiareg30032015 NH4.reg, sen jalkeen FlAlab for Win-
dows 5.0. Ohjelman avaamisen jalkeen valitaan kuvake FlAlab ja sielté logon. Venttiilin
toiminta on varmistettava settings-valilehden kautta, valitsemalla “injection valve on /
off” vuorotellen. Oikein toimiessaan venttiili naksahtaa aina vaihdon myéta. Toiminnan
varmistuksen jalkeen kirjaudutaan sisaéan muiden laitteiden ohjelmistoihin. PMT pitaa
asettaa arvoon 125 msec, autosamplerin portti puolestaan on vaihdettava portista 4
porttiin 5. Oikea ajo-ohjelma on nimellda NH4 tydpdydan kansiossa “FIA Ammoniakki”.
Ajo-ohjelman kautta valitaan “sample definition file”, tydpodydan kansiossa “FIA Ammo-
niakki” on aikaisempia csv-paatteisia tiedostoja.

Ajo lahtee kayntiin valitsemalla start. Ennen varsinaista ajoa on hyvin oleellista tarkis-
taa pohjaviivan taso ammoniakkivapaalla vedella. Pohjaviivan lisaksi on tarkistettava
virtauksen tasaisuus, etenkin lammittimessa ollessaan neste saattaa liikkua hitaammin.

5.3 Kayton jalkeinen pesu

Laitteen pesuun voidaan kayttdd 10 mM HCl-liuosta (3.8). Letkuja huuhdotaan n. 5 min
hapolla ja sitten 5 - 10 min vedella.

5.4 Ongelmat

Venttiilin toiminnassa saattaa esiintya mahdollista epavarmuutta. Ennen ajoa on var-
mistettava, etta venttiili varmasti kdantyy. Ongelmat saattavat johtua tukoksesta tai
siitd, etteivat venttiilin menevat letkut ole tarpeeksi tiukasti ruuvattu kiinni. Jos venttiili
ei toimi settings-valilehden kautta ollenkaan, kannattaa irrottaa hetkeksi joko usb-piuha
tai mustan VIClI-laitteen johto.

Toisinaan laitteessa esiintyy liilan suuresta paineesta johtuvaa vuotoa, yleensa kaasu-
diffuusiokammiossa. Ruuvien kiristaminen auttaa, lisdksi on varmistettava etta laitteen
muut letkut ovat tarpeeksi kireitd. Vastapaineyksikon on oltava 99 cm ja 0,30 mm, ei pi-
dempi / kapeampi.

Pohjaviivan epatasaisuus voi johtua venyneistd pumppuletkuista tai siitd, ettd OPA:n
valmistuksesta on kulunut liian védhan aikaa. OPA:n mahdollinen kiteytyminen saattaa
my0s aiheuttaa ongelmia virtausnopeuteen ja siten pohjaviivan tasaisuuteen. Kaasudif-
fuusiokammio on toisinaan syyta avata ja tarkistaa mahdollisten kiteytymien vuoksi, li-
saksi lammittimen letkuja voi vaihtaa.

6 Tulosten laskeminen

FlAlab ohjelmisto tekee standardisuoran valmiiksi. Analysis-ikkunan véalilehden Calibra-
tion Report-kuvakkeesta saa txt-péatteisen tulostiedoston standardisuorasta ja nayt-
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teistd. Koko mittausdata on mahdollista saada talteen Analysis-ikkunan Data-valileh-
den kautta dat-paatteisend. llmakuplien poistoon voi kayttaa Excel-ohjelmaa, mutta
useampaa suurta perakkaista arvoa ei saa poistaa.

7 Laadunvarmistus
Standardisuoran liséksi analysoidaan kontrollit (3.10), joiden pitoisuutta tarkkaillaan.

Ammoniakkivapaata vetta (3.1) ajetaan vahintdan kolmesti yhden ajon aikana, mittaa-
malla nollataso seka ennen etté jalkeen standardien ja naytteiden.

8 Tyoturvallisuus

o-Ftaalialdehydi on akuutisti myrkyllista nieltyn&, lisdksi se on syovyttavaa ja valitto-
masti myrkyllista vesielidille. Kasittelyn on tapahduttava vetokaapissa.

9 Paivityshistoria

31.8.2015 Tehty Inka Peltokangas
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Laskuesimerkkeja

Tulosten laskemiseen kaytettiin tarkkoja arvoja.

Maaritys- ja toteamisraja
LOD (1.6.2015) =x +3 - s =8519,11 + 3 - 123,42 = 8889,37

8889,4—7890,2

Suoran sovituksesta: x = = 0,13 (umol/)
7878,6
Tarkkuus
| x—p | | 1,95-2,03 |
E (ref.)= -100 % =———— - 100 % = 3,99 %
Toistettavuus
0,0776

CV%(ref.)=§-100%= . 100 % = 2,83 %
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