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Sissejuhatus

Aastal 1935 viis Saksa keemik Karl Fischer esmakordselt l1&bi veesisalduse mahtanaltitilise
tiitrimise joodiga. Ta avastas, et lisades Bunseni reaktsioonile suures tlehulgas vaaveldioksiidi,
on vOimalik madrata veesisaldust mittevesilahustes. See avastus on osutunud erakordselt
viljakaks ning samale reaktsioonimehhanismile tuginedes on vélja to6tatud rida erinevaid
solvendististeeme ja tiitrimise tehnilisi lahendusi madramaks veesisaldust erinevates proovides.
Kéesolevaks ajaks on Karl Fischer’i nime kandev tiitrimine muutunud de facto

standardmeetodiks veesisalduse maaramisel.

Veesisalduse madramiseks Karl Fischeri meetodil on kaks tehnilist lahendust: mahtanaliditiline
tiitrimine ja kulonomeetriline tiitrimine. Aja jooksul on tdiustatud reaktsioonide ja solventide
keemilist poolt, vottes kasutusele ohutumaid ja ajas stabiilsemaid reagente. Samuti on tdiustatud
seadmeid, mille Uheks néiteks on tahkete proovide kuumutusahju lisamine, mis teeb
vBimalikuks vaga selektiivselt keerulistes tahketes proovimaatriksites veesisaldust médta. Tanu
taiendustele on niitdseks tegu laialt levinud meetodiga veesisalduse maaramiseks toiduainetes,

polimeerides, ravimites ning ka erinevates solventides. [1]

Karl Fischeri meetod on védga vdimekas ning laialdaselt kasutatav kui primaarmeetod (vt. Lisa
1). Samas on Karl Fischeri tiitrimisel mitmeid eksperimendiparameetreid ning madramatuse
allikaid, mis on téhelepanuvéarselt véhe labi uuritud. K&esoleva t60 eesmérk on valideerida
reaalsete tahkete proovide analliiisiks kasutatav kuumutusiisteemiga kulonomeetriline Karl
Fischeri titraator ning sealjuures viia labi pohjalik md6temaaramatuse alane anals.
Eksperimentaalses osas on kasutatud kulonomeetrilist Karl Fischeri titraatorit 831 KF
Coulometer ning proovide kuumutussusteemi 874 Oven Sample Processor. M6lemad seadmed
on tootnud Metrohm AG Sveitsis. Kéesolev uurimustdd on osa rahvusvahelisest projektist
SIB64 METefnet, mis toimub Euroopa Metroloogiauuringute programmi (EMRP) raames.
Selle projekti eesmargiks on arendada Uheseid p&himdtteid, meetodeid ning seadmeid Sl

jalgitavuse loomiseks veesisalduse mé&aramisel véga erinevates tahketes ainetes (vt. Lisa 2).



1. Kirjanduse Ulevaade

1.1 Karl Fischeri reaktsioon
Karl Fischeri meetod pohineb niinimetatud Karl Fischeri (edaspidi KF) reaktsioonil:

Esimene etapp [1]:

ROH + SO2+ R'N — [R'NH]SO3R 1)
Teine etapp [1]:

[RINH]SO3R + H20 + I+ 2R'N — 2[R'NH]I + [R'NH]SO4R (2)
Reaktsioonid kulgevad kontrollitud tingimustel range stéhhiomeetriaga. Uhe mooli joodiga (I2)
reageerib ks mool vett (H20). Esimeses etapis reageerivad alkohol (ROH), véaéveldioksiid
(SO2) ja alus (R'N), andes alkudlsulfiti soola ([R'NH]SO3R). Teises etapis okstideerib jood
alktdlsulfiti soola alkitlsulfaadi soolaks ([R'NH]SO4R), milleks kulub st6hhiomeetriline

kogus vett. Une mooli joodiga reageerib tiks mool vett. [1] [2] [3]

KF reaktsiooni kulgemist kontrollib reaktsioonikeskkonnas olev vesi. Kui veesisaldus on
korgem kui 1 mol/dm?3, on eelistatud Bunseni reaktsioon. Sellisel juhul reageerib (ihe joodi

molekuliga kaks vee molekuli. [1]
Bunseni reaktsioon [4]:

2H20 + SOz + 12 — H2S04 + 2HI 3)
KF reaktsioonile on iseloomulik optimaalne pH vahemik. Selle tagamiseks sisaldavad
reagendid aluseid ja reagendil on markimisvaarne puhvermahtuvus. Reaktsiooni
tasakaalukonstant K on konstantne vaid pH! vahemikus 5.5 — 7.5. pH optimaalses vahemikus

on KF reaktsiooni stihhiomeetria 1 : 1 ning reaktsiooni saagis on 100 %.

Kui pH on alla viie, kasvab K lineaarselt pH-ga. Kui pH on ule seitsme ja poole, kasvab K
kdrvalreaktsioonide tottu. Lisaks mdjutab reaktsiooni kiirust ka jodiidioonide kontsentratsioon.
Jood reageerib jodiidioonidega, moodustades trijodiidioone, mis mdjutab KF reaktsiooni
tasakaalu. [1] [5] [6]

1 pH on mé6detud kombineeritud klaaselektroodiga, elektroliiiidina kasutati kiillastunud LiCl
lahust metanoolis. Praktilise rakenduse jaoks annab see meetod piisava tapsuse.



1.2 Mahtanaltutiline Karl Fischeri tiitrimine
Mahtanalutilisel ehk volumeetrilisel KF tiitrimisel lisatakse buretiga joodi sisaldav reagent

lahusesse. Tanapdevased buretid suudavad reagente doseerida tépsusega kuni 0.25 pl.
Mahtanaludtilist tiitrimist sobib kasutada, kui veesisaldus proovis on vahemikus 100 mg/kg
kuni 100%. VoOimalik on analulsida pastasid ning ka tahkeid aineid, asetades nad otse
mddterakku. Mahtanaludtilise tiitrimise korral arvutatakse proovi veesisaldus kulunud titrandi
ruumala jargi. Selle meetodi puuduseks on reagentide ebastabiilsus ajas, mist6ttu on vajalik

madrata enne madtmist titrandi tiiter (tiitrimislahuse kontsentratsioon). [1]

Mahtanalutilisel KF tiitrimisel kasutatakse kahte tulpi titrante: Uhekomponentsed ning

kahekomponentsed.

Uhekomponentse tiitrimise puhul on koik tiitrimiseks vajalikud reagendid hes lahuses.
Mooterakku valatakse tavaliselt metanool. Md6terakuks nimetatakse Kinnist anumat, kus
toimub uuritav reaktsioon. See peab olema voimalikult hasti suletud, et vé&hendada
valiskeskkonna mdjutusi (eeskatt oOhuniiskuse ligipddsu reagendile). Taolise sisteemi

kasutamine on lihtsam ning reagendid on tldiselt odavamad. [7]

Kahekomponentse tiitrimise korral on titrandis ainult jood ja alkohol. Ulejaanud reagendid on
lahuses, mis valatakse modterakku, kuhu lisatakse ka proov. Kahekomponentsed reagendid on

vorreldes tihekomponentsetega kallimad. Samas on kahekomponentsed reagendid stabiilsemad.
[7]

Mahtanaludtilise susteemi kasutusvGimalused mé&érab dra tema ehitus. Kuna tegemist on
mahtanalultilise meetodiga, siis madrab |8pptulemuse tdpsuse ja tdesuse reagentide
doseerimise tapsus, samuti titrandi tiitri tdpsus. Titrandi tapseks doseerimiseks kasutatakse
spetsiaalseid dosaatoreid. Nendes olevate liikuvate detailide kulumine vdib mdjutada
mdootetulemusi. Kuigi uuemad seadmed lubavad doseerida kuni 0.25 pl eraldusvéimega (véhim
ruumalade vahe, mida doseeriv seade veel eristada suudab), ei tdhenda see seda, et tiitrimist
vOib 1abi viia eraldusvbime piiril. Lisaks on vajalik erinevate veesisalduste maaramiseks
kasutada erineva tiitriga reagente ning reagentide tiitrid ei ole ajas stabiilsed. Need asjaolud
muudavad mahtanaltdtilise  ststeemi  kasutamise tilikamaks ning suurendavad

maoaotemaaramatust.



1.3 Kulonomeetriline Karl Fischeri tiitrimine
Kulonomeetriline KF tiitrimise korral saadakse vee tiitrimiseks vajalik jood elektroltdsil.

Reaktsioon anoodil:

21-2e -1 4)
Reaktsioon katoodil:
2H"+2e— Hxt (5)
Tiitrimise kaigus tekkinud joodi kogus mdddetakse elektrihulga kaudu ehk kulonomeetriliselt.
Kulonomeetrilise KF tiitrimise korral genereeritakse reaktsiooniks vajalik jood otse
mdodterakus. Selleks kasutatakse nn. generaatorelektroodi. Kulonomeetrilised siisteemid
sobivad veesisalduste maaramiseks vahemikus alates 1 mg/kg kuni 5%. Tiitritud vee kogus

arvutatakse Faraday elektroliiusi seaduse alusel [1] [8]:

e (@)

Kus m on elektroodil eraldunud aine mass, Q on siisteemi labinud laengu hulk, M on aine

molaarmass, z on tilekantud elektronide arv ning F on Faraday arv 96 485 C/mol™. [1]

Kulonomeetrilise tiitrimise eelduseks on, et elektrokeemiline reaktsioon kulgeb thtlikult ning
efektiivsusega 100%?2. [1] [9] Meetodi oluliseks eeliseks on see, et puudub vajadus titrandi
kontsentratsiooni (tiitrit) madrata ehk standardiseerida. [10] Kuna voolutugevus on mdddetav
vaga kOrge tapsusega ja see tapsus on ajas pusiv, ei ole regulaarne kalibreerimine vajalik.
Teiseks, kuna jood genereeritakse alles analliusi ajal, on kasutatavad reagendid stabiilsed, ei ole
vaja reagendi tiitrit ajas méadrata. Kuna reaktsioonil on kindel stdhhiomeetria ja voolutugevust
ning aega modoOdetakse kodrge tépsusega, on tegemist primaarmeetodiga (vt. Lisa 1).
Kolmandaks, reaktsiooniks vajalikud ained on kdik md&dtelahuses, mistdttu puudub vajadus
seda anallilisi ajal juurde lisada. Neljandaks, puuduvad liikuvad osad ja rakk on paremini
valiskeskkonnast isoleeritud. Ko&igi nende omaduste tdttu on kulonomeetriline susteem

mahtanalutilisest tdpsem ning sobivam just véikeste veesisalduste maaramiseks.

Kulonomeetrilisi KF titraatoreid on kahte tlupi: diafragmata generaatorelektroodiga ning

diafragmaga generaatorelektroodiga. Mdlemat tiitipi elektroodid on valmistatud plaatinast.

Diafragmata generaatorelektroodi korral on mddterakus vaid Uks reagent, mis muudab

susteemi kasutamise lihtsamaks. Diafragmata slsteem saavutab Kiiremini tédseisundi,

2 K1 lahustes saab joodi genereerida 99.9999+ % efektiivsusega. [9]



luhendades seelédbi analliusidele kuluvat aega. Generaatorelektroodi katoodi- ja anoodiruumid
ei ole fuusiliselt eraldatud. Diafragma ulesannet taidab joodi genereerimise ajal katoodile tekkiv
gaasilise vesiniku kiht. Tootjate sonul vélistab elektroodide spetsiaalne kuju joodi katoodil
tagasi jodiidiks redutseerumise. Katseliselt on kindlaks tehtud, et absoluutset kaitset joodi tagasi
redutseerumise eest selline lahendus siiski ei paku. [11] Ststemaatiline hdlve on suurusjargus
10 g [12] ning kui analliisitakse kdrgema veesisaldusega proove ei ole selle siistemaatilise
hélbe mdju véaga suur. Vaga madalaid veesisaldusi mddtes aga toob see kaasa tulemuste

ststemaatilise kdrgenemise kuni mone protsendi ulatuses. [13] [14]

Diafragmaga generaatorelektroodi korral on maodterakus ning generaatorelektroodi
katoodiruumis erinevad reagendid. Generaatorelektroodi anood ja katood on fulsiliselt
eraldatud diafragmaga. Diafragma on poorne keraamiline plaat, mis takistab lahuste
segunemist, vBimaldades samal ajal ioonidel liikuda Ghest lahusest teise. Kui siisteem on
pikemat aega kasutamata seisnud, kulub tédseisundi saavutamiseks mitmeid tunde. See on
pdhjustatud diafragma poorsele pinnale aja jooksul adsorbeeruvast niiskusest ja selle niiskuse
desorptsioon ning difusioon anollti votab aega. Samuti on siisteemi puhastamine aegandudev.
Kuna aga anood ja katood on Uksteisest eraldatud, on valistatud joodi tagasi redutseerumine ja
sellega on tagatud koérgeim voimalik tépsus. Kasutades sobivaid reagente on vdimalik
analutsida ka selliseid lahuseid, mis sisaldavad aineid, mis traditsiooniliselt ei vdimalda edukat
KF tiitrimist. Naiteks ketoonid ja aldehuitidid reageerivad metanooliga, kusjuures reaktsiooni
uheks saaduseks on vesi. Selle reaktsiooni valtimiseks kasutatakse madalama

reaktsioonivBimega alkohole, naiteks metoksuetanool vai glikoeetreid. [1]

Joonis 1. Diafragmaga generaatorelektroodiga mooteraku skeem.

Indikaatorelektrood Generaatorelektrood

{\— Katoliiiit

Anoliiiit I J  Katood
H — | —{——___Diafragma

\__ Anood



1.4 LOpp-punkti maaramise viisid
Kui Karl Fischer meetodi valja todtas oli tal tiitrimise I6pp-punkti vBimalik méarata vaid

visuaalselt. Kuigi sel viisil on vdimalik t66d teha, nduab see eksperimentaatorilt vaga suurt
vilumust. LOpp-punkti saabudes hakkab lahus reageerimata joodi tottu kollakaks vérvuma,
kusjuures varvus tekib jark-jargult ning analtiiisi 10pp-punktile vastav varvus soltub
kasutatavatest lahustitest. Protoonsetes (naiteks metanool) ja aprotoonsetes (néiteks kloroform)
lahustites on 16pp-punkti varvus erinev. Selle t6ttu on visuaalse 16pp-punkti maaramise korral

metoodikat keeruline automatiseerida. [1]

Vahepealsel ajal on elektrokeemilised meetodid joudsalt arenenud ning KF tiitrimisel
kasutatakse koige laiemalt kahest plaatinaelektroodist koosnevat indikaatorelektroodide paari.
Kasutatakse ka kahe plaatinast rongaselektroodiga indikaatorelektroodislisteeme. KF tiitrimisel

kasutatakse kahte elektromeetrilist I6pp-punkti maaramise viisi. [1]

Amperomeetriline meetod, indikaatorelektroodidele rakendatakse konstantne pinge ning selle
tulemusel elektroodipaari labivat voolutugevust mdddetakse. Kummalgi elektroodil kulgeb
elektrokeemiline reaktsioon. Katoodreaktsiooni esitab vorrand 7, anoodreaktsiooni esitab
vorrand 8. Analliusi alguses on reaktsioonikeskkonnas vaga vahe joodi ning elektroode labib
minimaalne vool. Kui vesi on éra tiitritud, siis vaba joodi tekkimisel reaktsioonikeskkonda
voolutugevus kasvab jarsult ning see hetk loetakse tiitrimise 10pp-punktiks. Seda meetodit
kasutatakse peamiselt jodomeetrilistel tiitrimistel vesikeskkonnas. [1]

hb+2e —>21I )

21 -2e— Is (8)
Voltmeetriline meetod, indikaatorelektroodide vahel hoitakse vaikest, konstantset alalis- voi
vahelduvvoolu. Maddtmiste ajal varieerub elektroodide potentsiaalide vahe, mida siis
moddetakse. Kuna vahelduvvoolu kasutamisel on meetod tundlikum, kui alalisvoolu
kasutamisel, siis KF tiitrimisel kasutatakse peaasjalikult vahelduvvoolu. VVoltmeetrilise meetodi
korral on muutused tiitrimisgraafikul suuremad ja hipe on k&rgem. Seet6ttu eelistatakse

praktikas just seda meetodit. Joonis 2 esitab sellisel meetodil saadud tiitrimisgraafikut. [1]



Joonis 2. Tiitrimisgraafik voltmeetrilisel tiitrimisel.

U (mV)

Aeg (s)

Voltmeetrilise meetodi korral maaratletakse tiitrimise 16pp-punkt mingi kindla potentsiaalide
vahe kaudu, mille saavutamisel reagendi lisamine m&dterakku peatatakse (vOi vahendatakse
triivi algse vaartuseni) ning loetakse, et I6pp-punkt on saavutatud. Kui see potentsiaal on liiga
madal, siis on I6pp-punkti saavutamiseks vajalik joodi tlehulk liiga suur. Kui potentsiaal on
lilga kdrgeks méaératud, siis tiitrimist ei saa labi viia, sest seda potentsiaali tiletab juba tiitrimise
alguses tiitrimislahuses olev potentsiaal ning selle saavutamiseks ei ole vaja lahusesse

genereerida voi lisada vaba joodi. [1]

Elektrokeemiliste meetoditega vOib kaasneda mingil mééral tletiitrimine, kuid see tiitrimine on
tehtav siiski vaga hea korduvusega. Lisaks ei ole see tundlik vérviliste proovide analliisil, mis

tekitab probleeme 18pp-punkti visuaalsel maaramisel. [1]

1.5 Korvalreaktsioonid
Kulonomeetrilise KF tiitrimise rakus toimuvad keemilised reaktsioonid on sna keerulised ja

tundlikud. Reaktsioonides esinevad tasakaalud omavahel konkureerivate reaktsioonide vahel.
KF tiitrimisel on arvukalt erinevaid realisatsioone. Mahtanallttilistes siisteemides kasutatakse
uhe- ja kahekomponentseid reagente, kulonomeetriliste stisteemide jaoks on omad reagendid.

Sellise mitmekesisuse tdttu on kaheldav (htse reaktsioonimehhanismi olemasolu. [15] [16]

Analliisides suuri veekoguseid ning kasutades reagente, mis sisaldavad vahemaktiivseid
alkohole, voib paralleelreaktsiooni kéigus moodustuda vesiniksulfit. [15] See muudab
reaktsiooni stéhhiomeetriat, mis seejarel ei ole enam rangelt 1 : 1. Lisaks on téheldatud
erinevusi Uhe- ja kahekomponentsete reagentide vahel, mis viitab erinevate mehhanismide
olemasolule. [15] Kahekomponentse reagendi korral esineb tasakaal metlulsulfiti ja
vesiniksulfiti vahel. Vee liias reageerib joodiga eelistatult vesiniksulfit. Uhekomponentses

reagendis tekib tasakaal alkutlsulfiti ja joodi vahel varem. Tanu sellele reageerib alkuulsulfit

10



joodiga Kkiiremini kui vesiniksulfit jduab moodustuda. Tavarakenduses KF analiiisi niivord

suurte veekoguste analtitisiks ei kasutata. [15]

Lisaks tekivad ajas joodi hudrolidsiproduktid, reaktsioonid 9 ja 10. Selle vahendamiseks on
kasutusele voetud vaiksema aktiivsusega alkoholid, néaiteks metokstietanool ja diettileen
glikool monoetudl eeter. Aluselises lahuses on vdimalik jodeeritud aluste moodustumine. [15]

Selle tdttu on reagendi tiiter ajas ebastabiilne ja tulemuseks on reagendi kasutusaja lihenemine.

I+ H0 — HOl + I+ H* 9)

3HOI — 105 +2 I + 3 H* (10)

1.6 Proovi sisestamise meetodid
Proovi mooterakku sisestamiseks on kaks meetodit: otsesisestus ja kuumutusmeetod.

Otsesisestus on kodige levinum proovi sisestamise viis. Proov sistitakse otse mdoterakku labi
septumi. Sellist meetodit on lihtne ja odav kasutada, kuna spetsiaalseid seadmeid vaja ei ole.
Kogenud kasutaja suudab sellisel viisil saavutada vaga hea korduvuse katsete vahel. Meetod on
vdaga sobiv vedelate proovide jaoks, aga tahkete proovide korral on puuduseks proovi
lahustamise vajadus. Monikord pole proovi vdimalik lahustada, siis sisestatakse proov tahkel
kujul otse modterakku ja vesi ekstraheerub mdne aja jooksul proovist. Taoline meetod on
ajakulukas ning korduvused ei ole kdige paremad, kuna raku avamisel padseb osaliselt rakku
ka Umbritsev 6hk. Kuna mdotelahusesse viiakse aine, mis seal ei lahustu, ei saa sama lahust

hiljem enam kasutada. [1]

Kuumutusmeetod on valja tdotatud, et lahendada tahkete ning tiitrimiskeskkonnas mitte
lahustuvate proovide otsesisestusel tekkivad probleemid. Otsesisestuse korral viiakse
mddbterakku kogu proov, mis toob kaasa kdrvalreaktsioonide toimumise vBimaluse ehk siis voib
olla hairitud selektiivsus. See on eriti problemaatiline ravimitoostuses, kus anallilisitakse vaga
keerulisi Ghendeid. Selle véltimiseks on vélja to6tatud nn. kuumutusmeetod. Proov asetatakse
viaali, mis suletakse. Seejarel pannakse viaal ahju, mille temperatuur on piisav, et vabastada
(aurustada ja samas ka difusioon kontsentratsiooni gradiendi tottu gaasi faasi) vesi proovist.
Vabanenud vesi kantakse gaasi (nditeks Ohk vOi N2) vooluga mddterakku, kasutades
spetsiaalset seadet, mis puhub kuiva gaasi (ndelaga l&bi septumi) viaali ning samaaegselt imeb
niisket gaasi viaalist vdlja ja kannab rakku. Taoline meetod lubab uurida tahkeid aineid ilma
neid lahustamata. Lisa 3 esitab kuumutusstisteemi skeemi.Torge! Ei leia viiteallikat. Kuna

modterakku juhitakse vaid kandegaas koos proovist lendunud komponentidega, langeb
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segavate mojude (kdrvalreaktsioonide) oht ning the koguse reagendiga on vdimalik teha
oluliselt rohkem analtitise, vahendades seeldbi ststeemi Glalpidamiskulusid. Samas tuleb
kontrollida, et kasutatav gaas oleks voimalikult kuiv. Selleks juhitakse gaas labi
molekulaarsdelte, mida tuleb optimaalse tulemuse saamiseks regulaarselt vahetada. Kasutatava
kandegaasi liigne veesisaldus vOib kaasa tuua probleeme, néiteks kordusmddtmiste suur

erinevus voi reagendi kiire ammendumine.

Kdrvalreaktsioonide toimumist téielikult siiski valistada ei saa, sest kuumutades lenduvad
lisaks veele ka proovi muud lenduvad komponendid. lImselt olulisim oht kuumutusmeetodi
juures tekib aga selliste materjalidega, mis kuumutades lagunevad, eraldades vett. Selliste
ainete hulka kuuluvad nditeks kdik suhkrud ja polisahhariidid, sealhulgas kdoik
tselluloosipBhised materjalid (paber, puuvill jt.). Selliste ainete analliisimisel peab olema
kuumutusreziimi valimisel véaga ettevaatlik. Soovitav on kasutada kindlasti kandegaasina

keemiliselt inertset gaasi, mis ei sisalda hapnikku ja seelabi ei okstdeeri proovi.

Erinevad tootjad pakuvad laias spektris kuumutussusteemidega KF titraatoreid. Mdned
seadmed on manuaalseks kasutamiseks, kuhu saab korraga panna vaid Uhe proovi. Teistel
seadmetel on proovisisestussusteemid, mille abil saab automaatselt analliisida suurt arvu

proove. Viimased neist vdimaldavad tiitrimise automatiseerimist. [17] [18]

1.7 Reagendid

Kuna kasutajad analliiisivad védga erinevaid proovimaatrikseid, milles on erinev keemiline
koostis ja erinevad lenduvad lisandid, on vajadus ka erinevate reagentide jarele. Diafragmaga
ststeemidele on eraldi anoluldi ja katolttdi lahused. Samas vdib mdnel juhul kasutada
diafragmaga suisteemi anoluldilahust ka diafragmata slisteemiga. Lisaks on tehtud edusamme
reagentide ohutumaks muutmiseks. Vilja on té6tatud reagendid, kus metanool on asendatud
metoksietanooli v6i mdne muu vahem lenduva alkoholiga. Lisaks on puridiin asendatud
imidasooliga. Pikema susinikahelaga alkohole kasutades ei ole reaktsiooni stéhhiomeetria
enam siiski Uks Uhele. See tuleneb alkoholide erinevast reageerimisvéimest ja selliseid alkohole
KF tiitrimisel alkoholkomponendina kasutada ei saa. Laialdaselt kasutatakse KF tiitrimist
erinevate naftasaaduste veesisalduse mé&&ramiseks. Selleks, et mittepolaarsed komponendid
lahustuksid, lisatakse mdotelahusesse kloroformi. Spetsiaalsed reagendid on vélja to6tatud
ketoone ja aldehulide sisaldavate lahuste analiitisiks. VV6imalike kdrvalreaktsioonide t6ttu on

nende reagentide kasutamine piiratud vaid diafragmaga stisteemidele. [1]
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1.8 Mo0temaaramatus
Kuigi modtmist teostades soovitakse méaarata tdelist vaartust, ei ole see kahjuks vdimalik ning

tulemusena saadakse mdotevaartus, millele omistatakse médteméaaramatus. Modtemadramatus
on olemasoleva info pohjal modtesuurusele omistatud suuruse vaartuste hajuvust iseloomustav
mittenegatiivne parameeter. Mootemadramatus sisaldab sustemaatilistest efektidest tulenevaid
komponente, nagu parandite vGi etalonidele omistatud suuruse vaartustega seotud komponente,
aga ka mddtesuuruse méaaratluse méédramatust. Sageli ei ole ststemaatilise efekti hinnanguid
paranditena arvesse voetud, vaid kaasatud nendega seotud mOdtemadramatuse
komponentidena. Parameetriks vOib olla nditeks standardhédlve, mida nimetatakse
standardmaédramatuseks (vOi selle teatud kordne), vdi antud KattetGendosusega vahemiku
poollaius. Md6teméaédramatus sisaldab uldjuhul palju komponente. Mdnda neist saab hinnata
méaaramatuse A-tldpi hindamismeetodil, mdddiste seeriate statistiliste jaotustega ja
iseloomustada standardhélvetega. Teisi komponente, mida saab hinnata maaramatuse B-tilipi
hindamismeetodil, saab samuti iseloomustada standardhalvetega, hinnatud tdendosusjaotuste

alusel, mis pdhinevad kogemusel vai taiendaval infol. [19]

Mdotemadramatuse pdhjused on jagatud kaheks komponendiks: niinimetatud juhuslikud ning
sustemaatilised. Juhuslikeks komponentideks nimetatakse md@dtetulemuse ettearvamatut
varieerumist the ja sama mddtmise mitmekordsel labiviimisel. Ststemaatiline komponent

mdjutab Uhe ja sama mdotmise mitmekordsel l1&biviimisel mddtetulemust ennustataval viisil.

Uldjuhul esitatakse mddtemaaramatus laiendatud standardméairamatuse kujul, kasutades
kattetegurit k = 2. Kui k on 2, siis on t6eline vaartus selle maaramatusega piiritletud vaartuste

vahemikus 95 %-se tbendosusega.

Mddtetulemuse modtemadramatust on véimalik hinnata v6i arvutada peamiselt kahe omavahel
usna erineva metoodika kohaselt: ISO GUM (luhend sdnadest: International Organization for
Standardization, Guide to the Expression of Uncertainty in Measurement, ja Nordtest. [20] [21]

ISO GUM meetod eeldab kdikide tulemust mdjutavate faktorite identifitseerimist ning seejarel
on vajalik nende arvuline karakteriseerimine. Arvutused viiakse 1abi mddtemudeli baasil. Kus
ilmutatud suurustele leitakse mo6teméédramatuse hinnangud. Mudelis mitte ilmutatud kujul
olevad tulemust mojutavad tegurid, mis ei ole mudelis algselt ilmutatud, Uritatakse tuvastada ja
seejarel mudelisse lisada. Iga Uksiku mdjuva faktori kindlaks tegemine on véga keeruline ja
ajakulukas. Viimasest tuleneb selle meetodi puudus, kui mingit vélist mdjutajat ei suudeta

tuvastada vdi ei suudeta tema poolt avaldatavat moju kvantitatiivselt hinnata, siis jaab see tegur
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uldjuhul ka kahjuks arvestamata, mis ei tdhenda samas, et selle teguri m&ju millegi poolest
vdiksemaks vOi olematuks jadks. Selle meetodi puuduseks on sageli véhemal v6i suuremal

madral alahinnatud mé&&ramatuse hinnangu saamine. [22]

Nordtesti meetod ei eelda kbikide mdju avaldavate faktorite identifitseerimist. Koik taolised
mojutajad voetakse arvesse summaarsena. Samas ei ole sellest vdimalik vélja tuua iga faktori
osakaalu, kuna teada on vaid nende mdjutuste summa. Praktika on naidanud, et tulenevalt
ststemaatilise komponendi hindamise viisist vib Nordtesti meetod anda pigem dlehinnatud
méaaramatuse hinnangu kui alahinnatud. Kéesolevas t60s on rakendatud Nordtesti lahenemist.
[21] Sealjuures on korduvust ja korratavust mojutavad parameetrid valideerimise andmetest
eraldi vélja ekstraheeritud. Stustemaatilise komponendi hindamiseks on kasutatud jéalgitavaid
gravimeetrilisi mdétmisi.

Kéaesoleva to0 Uheks eesmargiks on anda modteméaramatuse hinnang mitte ainult kasutatud
susteemile vaid analoogsetele slsteemidele laiemalt ning anda hinnang ka
mddtemadramatusele, kui on tegemist keerulisema reaalse prooviga, mis ei pruugi olla ajas

stabiilne ja vdib proovi ettevalmistuse kéigus kas siduda voi &ra anda analuti.
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2. EKsperimentaalne osa

2.1 Kasutatud aparatuur
2.1.1 Metrohm 831 KF Coulometer

Kiesolevas to0s kasutati Karl Fischeri kulonomeetriliste tiitrimiste teostamiseks —Sveitsis
Metrohmi poolt toodetud kulonomeetrit marginumbriga 831 KF. Titraator suudab téotada nii
diafragmaga kui ka diafragmata generaatorelektroodidega. Seadme t60 juhtimiseks ning
meetodite loomiseks ning muutmiseks on juhtpult. Titraatori saab ithendada printeriga, et
analiiiiside tulemused kohe vélja printida ning dokumenteerida. Standardseades tuleb proovid
rakku sisestada késitsi, kasutades selleks siistalt voi juhtides rakku gaasivool. [23] Kui
seadmega on iithendatud arvuti, millele on paigaldatud vajalik tarkvara (Tiamo), saab titraatori
parameetreid muuta ja andmeid téodelda arvutiga.

Sellel seadmel on mitmeid parameetreid, mida kasutajal on vdimalik muuta. Tiitrimise 1opp-
punkti madramist saab mojutada muutes nii indikaatorelektroodide potentsiaali, kui tiitrimise
kiirust, mille juures fikseeritakse analiiiisi 16pp-punkt. Voimalik on muuta ka joodi
genereerimiseks kasutatavat voolutugevust ja indikaatorelektroodidele rakendatavat
voolutugevust. Lisaks on kombineeritud parameeter tiitrimise kiiruse kontrollimiseks, see
sisaldab endas mitut komponenti, mille varieerimise tulemusel muutub nii tiitrimise kiirus, kui
ka tiitrimisgraafikute profiil. Seadme pilt on toodud Lisas 4.

2.1.2 Metrohm 874 Oven Sample Processor

Oven Sample Processor (edaspidi nimetatud kuumutussiisteem voi ahi) on automatiseeritud
seade proovide ettevalmistamiseks ning kulonomeetri mooterakku viimiseks. Kédesolevas toos
kasutati 831 KF titraatoriga tarkavariselt tihilduvat Metrohmi poolt toodetud seadet
marginumbriga 874. Seadmel on “rakis” kuhu saab asetada viaalid proovidega, korraga
mahutab siisteem kuni 35 proovi. Masin on vdimeline konditsioneerima mdodterakku ning
proovisisestussiisteemi. Seade toopohimotteks on proovi kuumutamine, et vabaneks vesi, mis
edasi juhitakse kulonomeetrilisse mooterakku. Selleks on ahi, kuhu viaal prooviga langetatakse,
et viia too soovitud temperatuurile ning edasi iilekandesiisteem vee juhtimiseks mdoterakku.
Kuumutussiisteemi t66d kontrollitakse arvuti kaudu tarkvaraga Tiamo (vt. jirgmist peatiikki),
kus saab kindlaks miirata analiilisitingimused, proovi koguse ning hiljem andmeid té6delda.

Seadme pilt on Lisas 4.
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2.1.3 Tiamo

Tiamo on tarkvara, mis on vilja tootatud Metrohmi poolt, et muuta oma seadmete t60
automatiseerimist ning andmetootlust lihtsamaks ja kiiremaks. Programm lubab manipuleerida
seadmete parameetritega ning jélgida t66 kidiku reaalajas. Kui analiiis on 16pule viidud
salvestatakse tulemus automaatselt andmebaasi ja kuvatakse andmed ning graafikud. Vajadusel
saab programmi konfigureerida saatmaks teateid probleemidest e-mailile. Ekraanitommised
programmist on toodud Lisas 4.

2.1.4 Kasutatud reagendid

Eksperimentide labiviimisel kasutati anoltidina HYDRANAL Coulomat AG-Oil'i ning
katolutidina HYDRANAL Coulomat CG'd. Reagendi seisukorra jalgimisel lahtuti
mdo0Otesusteemi  triivist ootereziimis, vee md06terakku difundeerumise Kkiirusest ajas.
Otsesisestusel loeti rahuldavaks triivi vadrtuseks alla 10 pg/min, heaks alla 5 pg/min.
Kuumutussisteemiga olid vastavad vaartused 20 pg/min ja 10 pg/min. Juhul, kui reagent oli

vananenud, vahetati korraga nii anolliut kui ka katolut. Tapsem kirjeldus on toodud Lisas 5.

2.1.5 Gravimeetriline standardlahus

Nii kulonomeetri, kui kuumutussiisteemi parameetrite valideerimiseks kasutati peamiselt
gravimeetrilist standardlahust (edaspidi nimetatud standardlahus), mille veesisaldus on jélgitav
ja vaga madala médtemadaramatusega. Kulonomeetri parameetrite valideerimisel sisestati proov
mddterakku sustla abil ning proovi kogus arvutati lahusega ning tiihja sustla masside vahest.
Kuumutusststeemi  valideerimisel lisati lahus eelnevalt suletud viaali sistla abil.
Standardlahuse valmistamiseks segati omavahel kokku LC puhtusega metanool ning MilliQ
vesi, valmistamise eeskiri on toodud Lisas 6. Lisaks standardlahusele villiti teise samasugusesse
pudelisse puhas metanool. Viimast kasutati metanoolist endast tuleneva veesisalduse arvesse
vOtmiseks. Mdlemat lahust valmistati ligikaudu Uks liiter. Suurema koguse korral on vaikeste
fluktuatsioonide (nt. voimalik vee sisseimbumine I&bi korgi) mdju summaarsele veesisaldusele
vdiksem. Analulside vahel hoiti nii standardlahust kui puhast metanooli kuivboksis. Igal
mddtepaeval madrati puhta metanooli veesisaldus uuesti ning selle suhtes arvutati
standardlahuse referentsvéartus konkreetsel péeval. Otsesisestuseks kasutati Gldiselt 5 ml
mahuga sustlaid Braun, mis olid varustatud tihendiga ning piisavalt pika ndelaga, et proov
lisada otse mdotelahusesse véltimaks vdimalikke kadusid. Enne analliisi lasti kuumutustisteemi
klaasviaalidel ja korkidel tasakaalustuda véhemalt 24 tundi. Koikides mddteseeriates titraatori
parameetrite valideerimisel on teostatud vahemalt 8 paralleelmddtmist ning kuumutussusteemi

parameetrite valideerimisel vdhemalt 3 paralleelmd6tmist. Lisaks arvutati selle t66 kadigus vélja
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ka gravimeetrilise standardlahuse md&dtemadramatus. Saadud tulemus on véga vaike ning

I6pptulemusele tdheldatavat mdju ei avalda.

2.2 M0OOtesusteemi parameetrite valideerimine

Mddteslisteemi erinevate parameetrite moju valja selgitamiseks jagati susteem kaheks osaks.
Esimene osa on titraator ise ning teine osa on kuumutussiisteem. Mdlema osa valideerimisel
voeti referentspunktiks slsteemide vaikeseaded. Nendest lahtudes varieeriti parameetreid

vastavalt siisteemide vBimekusele.

2.2.1 Titraatori parameetrite valideerimine
Varieeriti jargmiseid titraatori parameetreid: polaristasioonivoolu tugevus, tiitrimise kiirus,

mdotepunktide tihedus, 16pp-punkti m&aramine tiitrimise kiiruse ning 16pp-punkti mééramine
indikaatorelektroodi  potentsiaali  alusel.  Katsetes  kasutati  alati  diafragmaga
generaatorelektroodi mille korral on eelistatud joodi genereerimiseks kasutatava voolutugevuse
automaatne seadistamine. Slisteem kasutab vaartuseid 0, 100, 200 ja 400 mA. Kuna protsess on
analusi kaigus automaatne, siis seda vadrtust eraldi ei varieeritud. Kull aga on selle vaartuse
varieerimine hélmatud tiitrimise kiiruse varieerimises. Nimetatud katsete k&igus on varieeritud

koos teiste parameetritega ka joodi genereerimise voolutugevust.
Kdikide parameetrite valideerimisel kasutati Ghte standardlahust.

Polarisatsioonivoolu tugevus on reaalne vahelduvvoolu tugevus, mida rakendatakse kahele
plaatina indikaatorelektroodile. Susteemis saab maarata kindla polarisatsioonivoolu tugevuse
vadrtuse, mida seade mddtmiste ajal hoiab. Selleks, et hoida kindlat voolutugevust peab
ststeem tiitrimise kaigus jark-jargult muutma elektroodide vahelist potentsiaalide vahet,
kusjuures 18pp-punkti saabumisel kasvab etteantud voolutugevuse hoidmise jaoks vajalik
potentsiaalide vahe hlippeliselt ning seda kasutatakse 16pp-punkti maaramiseks ja nimetatakse
voltmeetriliseks meetodiks. Varieerimisel kasutati voolutugevusi: 5 pA, 10 pA ja 30 pA.
Kdikidest varieeritud titraatori parameetritest avaldas nende muutmine kdige suuremat maju.
Nimelt on tiitrimise maksimaalne kiirus 30 pA korral ligi 10 korda suurem kui 5 pA
polaristasiooni voolutugevuse korral. Sellest tulenevalt on ka 5 pA korral tiitrimise aeg umbes
7 korda pikem. Pikem tiitrimise aeg toob kaasa mdGtmistulemuste kdrgema standardhalbe.
Pdhjuseks on triivi ebastabiilsus ajas, mida pikem on tiitrimise aeg seda enam suhteline moju
kasvab tulemusele). Tabel 1 esitab saadud tulemused. Titraatori tiitrimiste profiilide erinevus

tulid selgelt vélja ka tiitrimise graafikutelt (Joonis 3).
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Tabel 1. Indikaatorelektroodi polarisatsioonivoolu tugevuse varieerimise mdju veesisalduse
maaramisele. KOik tulemused on saadud 7 mddtmise keskmisena.

. . Maksimaalne
Po!arlsat Veesisal- Stapdard Tiitrimise tiitrimise Refgrents Erinevus | Erinevus
sioon dus halve aeg (s) Kiirus veesisaldus (markg) (%)
(WA) | (mg/kg) | (mglkg) waminy | (M9k9)
Mo5te- 10 5150 34 201 966 5145 5 0.09
seerial | 30 5139 12 104 2241 5145 6 -0.11
M66'ge- 10 5149 17 242 893 5145 4
seeria
Ti 5 5032 58 697 188 5145 113 -2.24

Joonis 3. Tiitrimise graafikud erinevate indikaatorelektroodi polarisatsioonivoolu tugevustel

Triiv{pg/min)

— 10 pA

—30

Parameeter “tiitrimise Kiirus“ (graafikutel nimetatud ,,triiv pg/min) maérab &ra, milline on
maksimaalne tiitrimise Kiirus (maksimaalne generaatorelektroodile rakendatav voolutugevus)
ja milline on minimaalne tiitrimise Kkiirus. Lisaks madrab see parameeter, millise
indikaatoreletroodide vahelise potentsiaalide vahe juures rakendub minimaalne tiitrimise kiirus.
Titraatoril on kolm sisseehitatud seadistust: ,,aeglane* (slow), ,,optimaalne* (optimal) ja ,,kiire*
(fast). Valideerimise eksperimentides kasutati kdiki kolme seadet. Eelnimetatud parameetreid
on vBimalik ka kasitsi méarata, kuid sellisel juhul paisuks t66 maht vaga suureks. Erinevate
seadete korral modotetulemustes suuri erinevusi ei esinenud. Seeriatevahelised tulemuste
erinevused jadvad seeriasiseste standardhalvete piiridesse. Selgelt eristusid seeriad vaid
standardhélvete ja tiitrimise aegade poolest. Mdlemad olid suurimad ,,aeglase* tiitrimiskiiruse

kasutamisel. Tiitrimise ajad ,,optimaalne* ja ,,Kiire* tiitrimiskiiruse korral olid vdga sarnased.
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,Kiire“ tiitrimiskiirus peaks tagama kiireima analtsi, kuid praktikas see nii ei olnud. P8hjuseks

vOib olla tiitrimise Kiiruse markimisvaarne ebastabiilsus, kui kasutada tiitrimise reziimi ,,kiire®.

Tabel 2 esitab nimetatud analulside tulemused. Tiitrimise graafikud erinevaid seadeid

kasutades on toodud Joonisel 4. Saadud tulemuste pohjal on alust vaita, et kolmest vdimalikust

tiitrimise Kiirusest on ,,optimaalne* tavakasutuseks kdige sobivam. Tavakasutuse all on silmas

peetud olukorda, kus proovis olev absoluutne vee kogus on umbes 1000 ug. Teised tiitrimise

kiirused voivad olla sobivad mones spetsiifilisemas olukorras. Seade ,,aeglane” sobib

juhtudeks, kui vee absoluutne kogus proovis on véga véike, joodi genereerimise Kiirus on

piiratud ning oht tiletiitrimiseks on viiksem. Seade ,,kiire* aitab hoida tiitrimisaegu liithematena,

kui absoluutne veekogus proovis on véga suur, le 10 mg vdi on muul pdhjusel oluline, et

tiitrimine toimuks kiiresti (néiteks vdimalikud reaktsioonid proovis, mille kéigus tekib vett).

Tabel 2. Tiitrimise kiiruse varieerimise tulemused.

Tiitrimise Veesisaldus | Standardhédlve | Tiitrimise vlzg?sr;rc]itjs Erinevus | Erinevus
Kiirus (mg/kg) (mg/kg) aeg(s) (mg/kg) (mg/kg) (%)
"Aeglane” 5140 45 443 5135 5 0.10
"Optimaalne™ 5153 22 284 5135 18 0.35
"Kiire" 5152 36 304 5135 17 0.32

Joonis 4. Tiitrimise graafikud erinevate tiitrimise kiirustega.

Triiv {pg/min)

- Optimaaine

e Kiire

Mdotepunktide tiheduse juures varieeriti andmepunktide tihedust ajas. Antud slsteemi

minimaalne aeg kahe madtepunkti vahel on 1 sekund. Lisaks viidi m&dtmisi l&bi intervalliga 2

ja 3 sekundit. Susteemi poolt véimaldatud minimaalne aeg tekitas kahtlusi. Nimelt on
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elektrokeemilise reaktsiooni jaoks tiks sekund véga pikk aeg. Seetdttu uuriti tootjalt, milline on
titraatori tootslikkel. Selgus, et see parameeter muudab ajaakent, mille jooksul teeb stisteem l&bi
mitu erinevat operatsiooni. Siisteemi toimimise kirjeldus etappide kaupa on dra toodud Lisas 7.
Saadud tulemused viitavad sellele, et selle parameetri varieerimine mdd6tetulemustele olulist

mdju ei avalda. Tabel 3 koondab antud katsete tulemused.

Tabel 3. Mo0otepunktide tiheduse varieerimise katsete tulemused.

Aeg . Standard- | ... . . Referents . .
~x . Veesisaldus - Tiitrimise : Erinevus | Erinevus
mdotepunktide (ma/kg) hélve aeg (s) sisaldus (ma/kg) (%)
vahel (s) gKg (mg/kg) g (mg/kg) gkg 0
1 5142 17 114 5141 1 0.03
2 5161 19 140 5141 21 0.41
3 5159 15 126 5141 19 0.36

LApp-punkti maaramine tiitrimise 16pus toimub indikaatorelektroodide vahelise potentsiaalide
vahe muutust ja joodi genereerimise kiirust jalgides. Viimasel neist on kaks vdimalikku seadet:
suhteline ning absoluutne triiv. Triivina on siin nimetatud indikaatorelektroodi poolt méddetud
vee tegelikku voi néilist difusiooni kiirust rakku antud tGhikuga pg/min. Suhtelise triivi korral
fikseerib titraator mdGtmise alguses algse triivi vaartuse, nn. baastriivi, mis tuleneb Shust
(atmosfadrist) vee difundeerumisest mdéterakku ning votab selle nullpunktiks. Suhtelise triivi
vaartus liidetakse sellele algsele véartusele ning analliusi I6petamiseks peab triiv langema
allapoole nende véaartuste summat. Absoluutse triivi korral ei vGeta algset triivi vaartust arvesse
ning analtsi 1dpetamiseks peab triivi vaartus langema alla sisestatud absoluutse triivi vaartust.
Tootja soovitab kasutada 16pp-punkti madramiseks suhtelist triivi. Selle pdhjuseks on see, et
siis mdotesisteem reaalselt jalgib ja arvestab algset triivi vaartust mis vdib olenevalt seadetest,
raku dhutihedusest, reagentidest, niiskuse reaalsest vaartusest dhus ning kandegaasi kuivusest
olla vdga erinev. Tavakasutuse jaoks on aktsepteeritavaks baastriiviks ~20 pg/min. Kui sellise
baastriivi juures madrata |6pp-punktiks absoluutne triiv 10 pg/min, siis siisteem seda
tdendoliselt maistliku aja jooksul ei saavuta. Kaesoleva t66 raames on reagenti vahetatud ning
rakku puhastatud lihema intervalliga, kui tavakasutuses ning vastuvOetavaks baastriiviks on
~10 pg/min. MdOtmisi teostati nii absoluutse kui suhtelise triivi seadega, esimese seeria
tulemused viitasid, et absoluutne triiv on madalate veesisalduste maaramiseks sobivam.

Seetottu korrati katset, mis kinnitas esmaseid jareldusi. Saadud tulemusi kajastab Tabel 4.
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Tabel 4. Lopp-punkti maaramine absoluutse ja suhtelise triivi alusel.

LOpp-punkti | Veesisal- | Standard- | Algne o Referents . .
e . i e Tiitrimise . Erinevus | Erinevus
maaramise dus halve triiv aeg (s) veesisaldus (ma/kg) (%)
alus (mglkg) | (mg/kg) | (ug/min) g (mg/kg) 9’kg
Suhteline triiv
5 pg/min 5086 32 6 151 5132 -46 -0.90
Suhteline triiv
5 pg/min 4824 8 2 180 4802 22 0.46
Absoluutne
triiv 5 pg/min 5129 16 6 208 5132 -3 -0.06
Absoluutne
triiv 5 pg/min 4815 7 2 200 4802 13 0.15

Kui [0pp-punkti mé&&ratakse voltmeetrilise meetodiga, siis saab slisteemile ette anda
indikaatorelektroodi potentsiaali, mille saavutamisel loetakse tiitrimine I6ppenuks. Seda
parameetrit varieeriti kolme erineva vaartuse 40 mV, 50 mV ja 60 mV vahel. Selle parameetri
erinevate vaartuste korral ei taheldatud tiitrimistulemustes olulisi erinevusi. Ainsaks
silmapaistvaks muutuseks oli pikem tiitrimise aeg, kui 16pp-punkti potentsiaaliks fikseeriti 60

mV. Saadud tulemusi kajastab Tabel 5.

Tabel 5. Mootetulemused méaarates 16pp-punkti indikaatorelektroodi potentsiaali alusel ning
kasutades erinevaid 10pp-punkti kriteeriumi vaartusi.

L5 . Veesisal- | Standard- N Referents . .

_ opp-punktl dus halve Tiitrimise veesisaldus Erinevus | Erinevus

kriteerium (mV) (mg/kg) (mg/kg) aeg (s) (ma/kg) (mg/kg) (%)
50 5129 29 171 5132 -3 -0.06
40 5142 20 177 5132 10 0.20
60 5139 23 244 5132 7 0.14

2.2.2 Kuumutussusteemi valideerimine

Kuumutussiisteemil on vdimalik varieerida ahju temperatuuri ning kandegaasi voolukiirust.
Ahju skeem on toodud Lisas 3. Titraatori parameetrite juures on vOimalik rakendada (hest
lahenemist, suurem osa proovidest on lahuse kujul ning segunemine maoterakus ei vGta kuigi
kaua aega. Sama lahenemist ei ole kuumutussisteemi juures mdlemale parameetrile mdistlik
rakendada, sest anallilisiks sobiv ahju temperatuur on tugevalt séltuv uuritava proovi
omadustest. Uhele proovile sobiv temperatuur vdib teisele olla kas liiga madal vdi liiga korge.
Seega tuleb optimaalne ahju temperatuur iga proovi jaoks eraldi méérata. Detailsema meetodi
arendamise juhend on esitatud Lisas 8. Kandegaasi voolukiirus méérab dra, kui suur hulk kuiva

kandegaasi juhitakse ajatihikus modterakku. Seadme tootja andis selle parameetri kohta vaid
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soovitusliku véaartuste vahemiku: 40 ml/min kuni 60 ml/min. Eksperimentides kandegaasi
voolukiiruse moju valjaselgitamiseks l&htuti nendest vaartustest. Katseseeriad viidi 1&bi
kandegaasi voolukiirustega 40 ml/min, 50 ml/min ja 60 ml/min. Proovideks valiti standardlahus
(vt. peatiikk 2.1 Kasutatud aparatuur), Gheprotsendilise veesisaldusega standardaine (vt. Lisa
9Tdrge! Ei leia viiteallikat.) ja alfa-D-laktoosi monohidraat veesisaldusega umbes 5% (vt.
Lisa 9). Kdikide proovide mdoteseeriate tulemused on uldjoontes kokkulangevad. Suurim
erinevus referents veesisaldusest saadi madalaima kandegaasi voolukiirusega. Keskmise
voolukiirusega olid erinevused paar korda vidiksemad ning omavahel killalt sarnased. Uhe
protsendilise veesisaldusega referentsmaterjaliga oli suurima voolukiiruse korral erinevus
arvutuslikust ligildhedane keskmise kandegaasi voolukiirusega seeria omale. Samas
standardlahuse korral on suurima voolukiiruse korral erinevus minimaalne. See vdib tuleneda

proovide erinevast olekust. Tabelid 6, 7 ja 8 esitavad nende katsete tulemused.

Tabel 6. Kandegaasi voolukiiruse varieerimine, proov: Uhe protsendilise veesisaldusega

referentsmaterjal.

Proov: 1% CRM . Referents s . .
Kandegaasi Veesisaldus veesisaldus Tiitrimisaeg | Erinevus Erlr;evus
voolukiirus (ml/min) (mg/kg) (mg/kg) (5) (mg/kg) (%)
40 9617 9700 638 83 0.86
50 9675 9700 642 25 0.26
60 9674 9700 658 26 0.27

Tabel 7. Kandegaasi voolukiiruse varieerimine, proov: alfa-D-laktoosi monohidraat.

Proov: alfa-D-laktoosi Referents
monohudraat Veesisaldus veesisaldus Tiitrimisaeg | Erinevus Erinevus
Kandegaasi (mg/kg) (ma/ka) (s) (mg/kg) (%)

voolukiirus (ml/min) gKg
40 50095 49748 677 347 0.70
50 49863 49748 586 -115 0.23
60 49744 49748 552 4 0.01

Tabel 8. Kandegaasi voolukiiruse varieerimine, proov: standardlahus.
Proovk:;adr;(ézr:;?hus Veesisaldus VE::?;;{;SS Tiitrimisaeg | Erinevus | Erinevus
/k /k %

voolukiirus (mi/miny | ("9 (mg/kg) ©) (mg/ke) (%)
40 5243 5209 850 34 0.65
50 5220 5209 735 11 0.22
60 5305 5209 786 96 1.85
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2.3 Lineaarsuse hindamine
Kuumutussiisteemi lineaarsuse hindamiseks teostati viiest mdoteseeriast koosnev eksperiment.

Prooviks voeti standardlahus (vt. peatilkk 2.1 Kasutatud aparatuur). lga modteseeria koosnes
kolmest - neljast sGltumatust modtmisest ning iga mooteseeria teostati erineva veesisalduse
juures. Saadud seeriate tulemused keskmistati ning koostati korrelatsioonigraafik telgedes
mdotetulemus vs. referents veesisaldus, Joonis 5. Lineaarsuse hindamiseks kasutati vabaliikme
standardhélvet. Vabaliige on vaid 1.3 korda suurem oma standardhélbest seega vGib vabaliikme
lugeda nulliks. Lineaarsust iseloomustava korrelatsioonikoefitsendi ruudu vaartuseks saadi
R%=0.99991. Tulemustest on naha, et arvutuslik referentsvaartus ja moddetud veesisaldus on

vdaga heas lineaarses korrelatsioonis.

Joonis 5. Kuumutussisteemi lineaarsuse hindamine.
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2.4 Avastamispiiri hindamine
Mdadteslisteemi avastamispiiri hindamine viidi 1&bi kahele situatsioonile. Esimesel juhul voeti

eesmérgiks anda hinnang titraatori avastamispiirile otsesisestusega ja teisel juhul
kuumutussiisteemile. Otsesisestuse avastamispiiri hindamise aluseks voeti ICH? juhend, kus
uhe avastamispiiri definitsioonina kasutatakse signaal — mira suhet vahemikus 2.1 — 3. KF
tiitrimisel vOeti miraks siisteemi baastriiv, kuna see vaartus on ajas muutuv, siis ei saa seda
theselt defineerida. Eksperimentide kdigus ,vdga madalaid veesisaldusi mddtes, saavutati

taoline olukord momendiks, kui &ra oli tiitritud 1.4 pg vett. See véartus s6ltub: modteraku

3 International conference on harmonisation of technical requirements for registration of pharmaceuticals for
human use.
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konditsioonist, kasutatavast meetodist ning proovist. Kuumutussiisteemiga avastamispiiri
hindamiseks kasutati blank viaalide mdo6tetulemusi. Analliisid teostati lhe meetodiga 9-1
erineval péeval, iga pdev moddeti kolme blank viaali veesisaldus. Nende mddteseeriate
suhteline kogutud standardhdlve oli 6.6%, arvestades, et keskmine blank viaal oli
veesisaldusega 38 pg, saadi kogutud standardhalbeks 2.5 pg. ICH pakub Uhe avastamispiiri
hindamise vOimalusena: 3.3 kordne tlhianalliuside standardhélve jagatud kalibreerimissirge
tdusuga (valem 11). [24] Seda ldhenemist rakendades saadi kuumutussiisteemi avastamispiiriks

8.2 ug.

_3.3*0

S (11)

DL

2.5 Metoodika valjatootamine puitgraanulite veesisalduse
maaramiseks

2.5.1 Proovi kirjeldus

Proovid saadeti vordlusmdotmiste uuringu raames, mille korraldajaks oli Teknologisk Institut
Taanist. Proovid saabusid laborisse suletuna kilekottidesse. Kile materjaliks on LD-PE (madala
tihedusega polietuleen), koti mddtmed on 15 cm x 25 cm ja kile paksus 0.04 mm. Iga pakend
sisaldab ligikaudu 25 g proovi ning need on omakorda pakendatud Kilekottides (vt. Joonis 6).
Sellisest pakendist hiljem loobuti, kuna vérdlusmddtmiste kdigus selgus, et sellest pakendist
difundeerub vesi intensiivselt ldbi ning pakendi sees tekib puitgraanulites omakorda
niiskusesisalduse ebahomogeensus. Taolise pakendi kogupindala on 0.075 m?, vee difusioon
on taolise pakendi korral umbes 0.5 g-ni 66pdevas. [25] Seda kinnitasid NIR meetodiga
sooritatud modtmised koostodpartneri Turkiye Bilimsel ve Teknolojik Arastirma Kurumu
(TUBITAK) laboris. Nii peenestatud kui peenestamata proovide analiiiisid, mis nditasid, et
graanuli pinnal on marksa vahem vett, kui graanuli sees, seega, olles pakendatud sellisesse

kilesse graanulid sisuliselt kuivasid aja jooksul.
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Joonis 6. Puitgraanulid pakendis.

2.5.2 Prooviettevalmistus

Kasutatav O-cKF siisteem v6imaldab analliisida nii purustatud proovimaterjali kui ka terveid
graanuleid. Loogilise arutluse teel jouti jarelduseni, et vajalik on proovi eelnev purustamine:
juhul, kui analtiGsida terveid graanuleid, jadb mé&&ramata osa graanuli sisemuses asuvat vett,
mis ei joua kullaltki lihikese analliisiaja jooksul graanulist valja difundeeruda. Hilisemad
tulemused projekti SIB64 METefnet koostoopartneritelt néitasid, et analtilisides purustamata
proove saadi sistemaatiliselt madalamaid veesisaldusi. Vordlusmd6tmise tulemusi kajastab
Lisa 10. K&esolevas t60s kasutati the mddteseeria tarvis Uhe vaikese pakendi sisu ehk ligi 25
grammi proovi. Pakendi sisu puistati uhmrisse, seejérel peenestati ning segati proovimaterjal
labi, et saavutada piisav homogeniseeritus. Prooviettevalmistus kestis ligikaudu 10 minutit.
Purustamiseks v@eti suurem proovikogus vahendamaks graanulite vaheliste erinevuste moju.
Pakendi eri osades olnud graanulite saastumise ulatus on tdendoliselt erinev. Pakendi avamise
hetke aeg ning suhtelise dhuniiskuse margiti Ulesse. Kaaluti ka véimalust proov purustada

pakendi sees, kuid pakkematerjal osutus selle otstarbe jaoks liiga ndrgaks.

2.5.3 Ahju parameetrite optimeerimine

Esimese sammuna tehti proovile temperatuurigradiendiga analtiiis. Analtlsi aeg oli 100 minutit
ning gradiendi kiiruseks 2°C/min. temperatuurivahemikus 50 — 250°C. Suurem 0sa proovis
olnud veest vabanes analliusi alguses, kuid alates umbes 78-ndast minutist hakkas proovist
uuesti vabanema vett, mis vastab temperatuurile ligikaudu 210°C. See viitab prooviga

toimuvale vdimalikule lagunemisele, mille k&igus tekib vesi (Joonis 7).
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Joonis 7. Temperatuurigradiendiga analtitis 50°C — 250°C, 2°C/min.

Puitgraanuli analtits temperatuurigradiendiga

Triiv (pg/min)
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o tn 1]
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Tekkinud kahtluste Kkinnitamiseks teostati analliisid real erinevatel konstantsetel
temperatuuridel. Temperatuurideks valiti 50°C, 80°C, 100°C, 150°C, 200°C, 220°C ning
250°C. Selgus, et on olemas tugev seos rakendatud temperatuuri ning tulemuseks saadud
veesisalduse vahel. Kdige suuremad erinevused on temperatuuride vahemikus 50°C kuni 80°C
ja 220°C kuni 250°C. Temperatuurivahemikus 80°C kuni 220°C on temperatuuri moju
mdddetud veesisaldusele véiksem. Joonis 8 kujutab leitud veesisalduse sdltuvust ahju
temperatuurist. Ahju temperatuur mojutas oluliselt ka tiitrimise aega. Madalatel ja kdrgetel
temperatuuridel vottis tiitrimine oluliselt rohkem aega kui keskmistel temperatuuridel (Joonis
9).

Joonis 8. Korrelatsioon veesisalduse ning ahju temperatuuri vahel. lga punkt on keskmine
kolmest mGotetulemusest.

90000
85000
80000
75000

70000

65000 = 0.0158)3 - 7.0033x2 + 1019.2x + 21743

Veesisaldus (mg/kg)

55000

50000
0 50 100 150 200 250 300

Ahju temperatuur(°C)

26



Joonis 9. Korrelatsioon tiitrimise aja ning ahju temperatuuri vahel. Iga punkt on keskmine
kolmest modtetulemusest.
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Joonis 10. Erinevatel temperatuuridel analiitsitud proovid peale analtisi l&biviimist,
alustades vasakult: 50°C, 150°C, 200°C, 210°C, 220°C, 230°C, 240°C, 250°C.

Saadud tulemused viitavad jargmistele asjaoludele. Madalamatel temperatuuridel ei ole ahju
temperatuur piisav, et proovis olev absorbeerunud vesi vabaneks efektiivselt: vesi vabaneb
aeglaselt ja mitte taielikult. Sellele viitavad nii madalamatel temperatuuridel teostatud
analutside pikemad ajad kui ka saadud madalamad veesisaldused.

Koérgemate temperatuuride korral on suhteliselt kGrgem veesisaldus pdhjustatud proovi
osalisest lagunemisest ja selle k&igus vabanevast veest. [26] Sellele viitavad ka pikemad
analliiside ajad: proovi lagunemine on aeglane protsess ja vesi vabaneb jark-jargult. Lisaks
teostati analtlse temperatuuridel 200°C, 210°C, 230°C ja 240°C. Analudsitud proovide
visuaalsel hindamisel (vt. Joonis 10) on selgelt naha, et alates temperatuurist 220°C on proovi

varvus vorreldes algsega tumenenud, mis taiendavalt kinnitab proovi osalist lagunemist.

Lahtudes saadud tulemustest valiti puitgraanulite proovi analtilisiks ahju temperatuuriks 150°C.
Sellisel temperatuuril on analiiisi aeg minimaalne (enamasti 6 — 10 minutit), mis véhendab

keskkonnast tulenevate mojutuste osakaalu mddtetulemusele ning seeldbi véhendab ka
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mddtetulemuse mdGtemédramatust. See temperatuur piisav vee kiireks vabanemiseks ilma, et

proov hakkaks lagunema.

Lisaks ahju temperatuurile fikseeriti titraatori ekstraktsiooniajaks 300 sekundit.
Ekstraktsiooniaeg on parameeter, millega méératud aja jooksul ei 18peta slisteem analtlsi ka
siis kui 16pp-punkti tingimused on téidetud. See on vajalik selleks, et juhul, kui proovis olev
vesi ei hakka kohe alguses vabanema (sest proov ei kuumene etteantud temperatuurini
silmapilkselt), ei I6petaks titraatori analtsi vaid ootaks dra vee vabanemise alguse. See aeg
maéarati analliisides tiitrimise graafikut 150°C juures. See aeg on piisav, et vesi jouaks

vabanema hakata olles samal ajal piisavalt lihike, et mitte muuta kogu analtiisi liiga pikaks.

2.5.4 Puidu termiline lagunemine
Puit on ehituselt keeruline segu erinevatest polimeeridest. PGhiosa puidu massist moodustavad

tselluloos ning ligniin. Tselluloos laguneb temperatuurivahemikus 250°C — 400°C ning annab
terava piigi termogravimeetrilisel analliusil. Selle kdigus muundub lenduvateks Uhenditeks
umbes 90% algsest tselluloosi massist. Ligniin laguneb kolmes etapis: esimene etapp on
vahemikus 115°C — 225°C, teine etapp 225°C — 360°C ja kolmas etapp 360°C — 500°C.
Ligniinist muundub ligi 40% algsest poliimeeri massist mittelenduvateks tihenditeks. Eelolevad
andmed on saadud analliisides kommertsiaalselt saadaval olevaid polimeere, mitte reaalseid
puiduproove analiisides. Reaalsete proovide korral lisandub asjaolu, et erinevate puiduliikidel
erineb mingil mééaral ka nende polimeerne koostis. Sellest tulenevalt tuleb iga puiduliigi jaoks
analliisimetoodika optimeerida vastavalt proovi termilistele omadustele. Ainuiiksi kolme
erineva puiduliigi vordluses erines esimese lagunemise etapi algtemperatuur kuni 50°C vdrra.
[26]

Puidus on vesi kolmel erineval kujul: vaba veena, seotud veena ja tselluloosi molekuli
koosseisus olevad -OH ja -H rihmad. Vaba vesi aurustub ilma lisaenergiat vajamata. Seotud
vesi asub valjaspool puidu struktuuri ning moodustab puidu poliimeeridega keemilisi sidemeid.
Seetdttu on tema vabastamiseks vaja anda talle piisavalt energiat, et side poliimeeriga katkeks.
Polimeeri piisavalt kuumutades hakkab see lagunema ning selles olevatest -OH ja -H
rihmadest moodustub vesi. [26] K&esoleva t06 raames oli eesmérgiks vélja to6tada meetod

vaba ja seotud vee sisalduse mé&ramiseks puitmaterjalis.

2.5.5 Mootmiste tulemused
Puitgraanulite veesisalduse moédtmisel kasutati eelnevalt kirjeldatud meetodit. Iga mddteseeria

koosnes kolmest paralleelmddtmisest. Modtmiste korduvus oli sedavord vaikese arvu
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paralleelmddtmiste kohta killaltki hea: suhteline standardhalve on suurusjargus 0.1%. Seega
oli korduvus vaid ca. 3 korda kdrgem kui standardlahusel, samas kui puitgraanulite korral on
tegu reaalsete proovidega. Sellest tulenevalt esinevad proovides ebahomogeensused. Kahjuks
ei ole tapset selgust, millisest puuliigist on analtlsitud proovid valmistatud, kuid sellest sdltub
millise polimeerse koostisega proovimaterjal on. Tulemustest voib jareldada, et valja to6tatud
meetod on sobilik seda tlupi puiduproovide veesisalduse madramiseks. Korduvusest
problemaatilisem on mdotmiste pdevadevaheline korratavus. Pdhjuseks on proovide
ebastabiilsus ajas. Eksperimentidest jareldus, et kui ruumi 6huniiskus on umbes 20%, siis
proovi veesisaldus ajas véheneb kullaltki kiiresti: kui proovi hoiti lahtiselt, siis langes
veesisaldus proovis the tunni jooksul 7.1 g/100g-It 6.3 g/100g-ni. Seega on lubatav proovi
avamine ja lahtiselt hoidmine vaid véga luhikese aja jooksul, kuna veesisaldus on tasakaaluline

ning olenevalt keskkonnast vdib see kas kasvada vdi kahaneda.

Tabel 9. Veesisaldus puitgraanulites.

Kuupéev MdGtmiste arv szglsllgfé)lg)us Sta(r;}c;ligc(i)ga;lve Standardhalve (%)
07.01.2015 3 6.9 0.18 2.6
28.01.2015 3 7.1 0.13 1.8
29.04.2015 3 6.7 0.080 1.2
05.05.2015 3 6.7 0.044 0.66
14.05.2015 3 6.9 0.10 15

Eelnevaid jareldusi toetavad ka puitgraanulite proovide voOrdlusmodtmiste tulemused.
Erinevates laborites (vt. Lisa 10) saadi killalt erinevaid tulemusi. Seejuures ilmnes ka uldine
tendents, et kdrgemal kuumutustemperatuuril saadi kdrgemad veesisaldused. Asetades need
tulemused graafikule, mis koostati selle t66 raames analllsides proove erinevatel
temperatuuridel, saadi iseloomuliku kujuga sdltuvus (Joonis 8). Analiiisides vordlusmdotmise
tulemusi tulid vélja ka antud vordlusmadtmise puudused:
e Proovid saadeti laboritesse ebasobivates pakendites, millest vesi saab l&bi difundeeruda
ja sellest tuleneb veesisalduse muutus ajas mida on raske kvantiseerida.
e Puudus dldine unifitseeritud pdhimdte proovide kasitlemise ning proovide
ettevalmistamise jaoks.
e Meetodite jaoks, kus kasutatakse kdrgendatud temperatuure, ei olnud reguleeritud

analttsitemperatuur. Proovi termilisest ebastabiilsusest tulenevalt on see suur puudus.
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IImnenud probleemide valguses on vérdlusmddtmiste korraldaja ning mdned osavotnud laborid

ilmutanud valmisolekut uue vordlusmddtmise labiviimiseks.

2.6 Metoodika valjatootamine D-lutsiferiini veesisalduse
maaramiseks

2.6.1 Proovi kirjeldus
D-lutsiferiini kasutatakse meditsiinis bioloogiliste protsesside uurimiseks ja biogeneetilistes

uuringutes geenide kaardistamiseks. D-lutsiferiini (struktuur Joonis 11) omaduste kohta on
vahe infot. Termiliste omaduste kohta on vaid CAS SciFinder's ennustatav sulamistemperatuur.
Kuna tegu on orgaanilise (hendiga, siis on eeldatav, et mingist temperatuurist algab
lagunemine. Tulenevalt OH riihma esinemisest molekulis ei saa valistada, et lagunemise kdigus
vOib ka vett vabaneda. Erinevalt puitgraanulitest, on tegu hinnalise ainega, mistdttu on vajalik
meetod vélja tootada palju vaiksema proovikogusega. Mddtmistes kasutatud proov oli juba

pulbri kujul, tanu millele puudus vajadus vaikeseid proovi koguseid eelnevalt peenestada.

Joonis 11. D-lutsiferiini struktuur.
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HO
2.6.2 Termiliste omaduste uurimine

Eelnevalt valja toodud asjaolud tingisid selle, et proovile analliisimetoodika véljatoGtamisel
tuli alustada téiesti algusest. Ehk siis rakendati tundmatu proovi meetodi arendamise eeskirja
(vt. Lisa 8). Esimene anallis tehti temperatuuriprogrammiga. Selle analiitisi eesmérgiks oli
saada vastus proovi termiliste omaduste kohta: kas proov laguneb mingil temperatuuril, kas
lagunemisel vabaneb vett, kas eelnevalt toimub vee vabanemine ja kui, siis millisel
temperatuuril see toimub. Lisaks annab esimene anallils ka jameda hinnangu proovi
veesisaldusele, mida jargnevates katsetes saab tépsustada kasutada sobivamaid kaalutisi.
Nimelt on esimese proovi kaalutis eesmargipéraselt vdga véike — kui peaks juhtuma, et proovist
vabaneb vaga suurel hulgal vett, ei kulutaks see liialt palju reagendi t06vOimet. Teisalt
vahendab see samuti vdimaliku saastumise ulatust kui proov peaks lagunema.

Temperatuuriprogrammiga analliisi tulemused viitasid selgelt kahele vee vabanemise
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piirkonnale. Lisaks selgus, et kdrgematel temperatuuridel proov laguneb. Viimasega kaasnevad
ilmselt mitmesugused protsessid, keemine, aurustumine, kondenseerumine, mille tulemusel
saastub ahjusiisteemi proovisisestusosa. SeetOttu osutus vajalikuks prooviststeemi lahti

vétmine ning puhastamine iga kord, kui proov oli viaalis lagunenud.

Esimene temperatuuriprogramm oli vahemikus 100°C — 210°C, 5°C/min. Vee vabanemise eri
etappide paremaks mdistmiseks teostati uue temperatuuriprogrammiga analtitis, mis hdlmas
vaiksemat temperatuurivahemikku ning kasutas aeglasemat gradienti. Anallusi graafikult
(Joonis 12) on néha, et proovil on kaks vee vabanemise etappi, esimene saavutab oma
maksimumi ligikaudu 181°C juures ning teine 190°C ringis. See analuls teostati
temperatuurivahemikus 180°C kuni 210°C ning pérast analtisi oli visuaalselt ndha, et proov

oli lagunenud (Joonis 15).

Joonis 12. D-lutsiferiini analliiis temperatuuriprogrammiga, 180°C - 210°C , 5°C/min.

Triiv (pg/min)

180 185 190 195

Temperatuur (*C)

Viimane analtls andis selgeid viiteid, milliste temperatuuride juures vesi vabaneb. Nende
oletuste kinnitamiseks teostati seeria mddtmisi konstantsel temperatuuril. Seetdttu otsustati
edasi uurida hetkel kasitletava proovi omadusi ning seejarel kogutud eksperimentaalsetele
andmetele tuginedes vélja to6tada konkreetsele proovile kohane analutsimeetod.

Lahtudes teise temperatuuriprogrammiga anallisi tulemustest, otsustati teha esimesed
mdotmised temperatuuridel: 181°C, 190°C ja 200°C. Lisaks tehti referentsanalliis 105°C
juures, et omada paremat vordluspunkti. Pérast analliiisi 181°C juures selgus, et juba sellel

temperatuuril toimub proovi lagunemine. Seet6ttu jéeti analtiusid kahel kérgemal temperatuuril
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ara ning teostati need anallisid hoopis madalamatel temperatuuridel, 150°C ja 160°C. Ka
nendel temperatuuridel oli proovides analtiiside jarel silmaga tuvastatav varvuse muutus. See

omakorda viitab mingile keemilisele muutusele proovis.

Kuna analudsil 105°C juures varvuse muutust ei tdheldatud, siis teostati mdotmised
temperatuuridel 120°C ja 140°C. Neist kummalgi temperatuuril analtiiisitud proovide korral ei
olnud n&ha wvarvuse muutust. Seega jareldati, et keemiline muutus toimub
temperatuurivahemikus 140°C — 150°C. Selle kindlamaks maératlemiseks koostati uus
katseseeria temperatuurivahemikus 105°C — 150°C, tulemused on Joonis 13. Selgus, et proovi

véarvus muutub, alates temperatuurist 145°C, viidates keemilisele muundumisele proovis.

Joonis 13. D-lutsiferiini veesisalduse ja ahju temperatuuri korrelatsioon.
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Joonis 14. D-lutsiferiin, tiitrimise aja ja temperatuuri korrelatsioon.
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Joonis 15. D-lutsiferiin parast analtitise temperatuuridel 150°C, 160°C ja 181°C.

e 17 -3

150°C 160°C 181°C

Joonis 16. D-lutsiferiin parast analtitise temperatuuridel 105°C, 120°C ja 140°C.

‘ ‘

105°C 120°C 140°C

2.6.3 Analldsimeetod ja mdo6tetulemused
Eelnevatele tulemustele tuginedes valiti lutsiferiini analliisides ahjuststeemi temperatuuriks

140°C. Madalama temperatuuri korral vabaneb vaiksem kogus vett ning kdrgema temperatuuri
kasutamisel toimuvad proovis keemilised muutused. Selleks, et proov jéuaks vee vabanemiseks

piisavalt soojeneda kasutati ekstraktsiooniaega 300 sekundit.

Hindamaks valitud meetodi sobivust proovile viidi mddtmised labi kolmel péeval, iga
mddbteseeria koosnes kolmest paralleelmd6tmisest. Viaalidest endast tuleneva vee hulga
méaaramiseks kasutati igas seerias kolme tiihja viaali, mis analliisiti sama meetodiga. Tabel 10

esitab mddtetulemused.
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Tabel 10. D-lutsiferiini veesisalduse modtetulemused temperatuuril 140°C.

Kuupéev Mdodtmiste arv V?fﬁ;ﬁlgd)us Sta?r?]zr/igz;uve Standardhélve (%)
27.04.2015 3 473 9 2
29.04.2015 3 458 19 4
05.05.2015 3 525 129 25
11.05.2015 3 535 58 11
14.05.2015 3 531 64 12

Veesisaldus uuritud proovis on madal: eksperimendiseeria tulemuste aritmeetiline keskmine on
500 mg/kg vett proovis. Madalate veesisalduste jaoks oleks otstarbekas kasutada véimalikult
suurt kaalutist, kuid proov on hinnaline ning see piirab anallsiks vdetavaid koguseid. D-
lutsiferiini  proovile leiti optimaalsetes tingimustes vahest proovi kogust kasutades

analliisimeetod ja teostati edukalt korratavuse katsed.
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3. Modtemaaramatuse hindamine

TOO raames teostati suur arv moddtmisi védga erinevate proovidega ning kahe erineva

proovisisestusviisiga. Tanu sellele on véimalik anda md6teméaramatuse hinnangud erinevatele

mdodtesituatsioonidele. Suur labi viidud modtmiste arv erinevatel pdevadel annab vBimaluse

iseloomustada nii stisteemi enda vdimekust kui ka reaalseid olukordi, mis on seotud reaalse

proovi isedrasustega. Mddtemadramatust voib vaadata jargmise alajaotuse kohaselt. Siinkohal

on toodud mdatesituatsioonide loetelu mdGteméaédramatuse kasvu jéarjekorras:

1.

Kulonomeetrilise susteemi enda mootemadramatus (kasutades véga lihtsa proovi
otsesisestust mddterakku).

Kulonomeetrilise slsteemi mdodtemaaramatus kasutades véga lihtsas proovis vee
méaaramiseks kuumutussusteemi.

Kulonomeetrilise sisteemi mooteméaramatus kasutades kuumutusslisteemi reaalsete
proovide analidsiks.

Kulonomeetrilise slisteemi mdootemédaramatus kasutades kuumutussiisteemi reaalsete
proovide analtiusiks(varieeritud anallitisi metoodikad).

Kulonomeetrilise siisteemi mootemé&aramatus kasutades kuumutussiisteemi reaalsete
proovide analliusiks, hdlmates lisaks erinevaid kasutatud metoodikaid ning proovi eelnevat
hoidmist ja ettevalmistust erinevatel tingimustel. Ehk siis tingimused mis reaalselt
eksisteerivad reaalse proovi vordlusmddtmistel kui Ghte ja sama proovi hoitakse eelnevalt
ja ka valmistatakse ette erinevatel labori keskkonnatingimustel ning mdddetakse erinevate

analliisi programmidega erinevatel seadmetel.

3.1 Modoteméaaramatuse hindamine erinevatele

maootesituatsioonidele
Eelpool viélja toodud situatsioonidele mddtemadramatuse hindamiseks arvutati vélja jargmised

komponendid:

e Proovi ettevalmistuse ,,robustsuse* komponent u(SRs). Selle arvutusliku komponendi
eesmérk on anda hinnang proovi ettevalmistusele olukorras, kus proov on mingi aja
(proovi ettevalmitusaeg) erinevates keskkonnatingimustes, mida vdib lugeda
niiskusesisalduse maaramise seisukohast normaalseteks tingimusteks. Sisuliselt hdlmab
see komponent endas ka proovi lihiajalist stabiilsust. Komponent arvutati kahe erineva
proovi mootetulemustest. Proovideks valiti alfa-D-laktoosi monohidraat ning

kaltsiumoksalaadi monoh(draat. Nende proovide kasuks otsustati pdhjusel, et tegu on
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monohidraatidega, mis on varesemates mdodtmistes ennast ndidanud killalt
stabiilsetena. Seega oli teada kdllalt tapselt nende esialgne veesisaldus ning selle abil
sai holpsasti leida keskkonna mdjutuse. Robustsuse hindamiseks varieeriti proovide
hoiustamise variatsiooni erinevatel keskkonna 6huniiskustingimustel. Proove hoiti
lahtiselt veidi (le tunni kolmes erinevas keskkonnas: eksikaatoris suhtelise
Ohuniiskusega 0%, higrostaadis suhtelise dhuniiskusega 100% ning laboris suhtelise
Ohuniiskusega umbes 20%. Proovid asetati lahtiselt Petri tassidele, véaltimaks olukorda,
kus anuma pdhjas olnud proov ei saa valiskeskkonnast méjutatud.

Korratavus  otsesisestusega  U(Rckr).  Korratavus  arvutati  standardlahuse
mddtetulemustest. Tulemused saadi titraatori parameetrite valideerimise katseseeriatest,
mddtmiste referentsseeriatest, mis teostati sama meetodiga ning samade susteemi
parameetritega. Saadud standardhdlvetest arvutati kogutud standardhdlve. Kuna
kasutatud standardlahus ei ole ajas véga stabiilne, siis iga mdoteseeria eel méérati puhta
metanooli veesisaldus, mida hoiti samades tingimustes. Saadud vaartusega korrigeeriti
mdotetulemust. Seetbttu kasutati arvutustes mitte 10 vaid 8 seeria tulemusi. Kahel korral
ei tehtud puhta metanooli veesisalduse mé&&ramist ning korrektsuse huvides neid
tulemusi selles arvutuses ei kasutatud. Selle komponendi moédtmised teostati tihe kuu
valtel.

Korratavus kuumutussiisteemiga, u(Rockr). Algselt plaaniti kasutada selle komponendi
arvutamisel nii standardlahuse kui ka Uheprotsendilise veesisaldusega standardaine
(CRM, Lisa 9) mdatetulemusi. Andmeid analtiiisides selgus, et standardaine tootja poolt
omistatud modtemadramatus on niivord suur, et koik mooteseeriate keskmised
mddtetulemused jaid lubatud piiridesse. Seega arvutati see madramatuse komponent
standardlahuse mdotetulemustest. Arvutustesse kaasati eraldiseisvate ning eri aegadel
valmistatud standardlahusete moGtetulemused. Mddteseeriad teostati tihe kuu véltel.
Korratavus kuumutussisteemiga analtiiisides reaalseid proove u(Rockrs). Selle
komponendi arvutamisel tehti valik kdikidest analudsitud proovidest. Arvutused tehti
eraldi madala ja korge veesisaldusega proovidele. Pdhjuseks on see, et madalaid
veesisaldusi modtes on véliste tegurite moju suurem, kui korgete sisalduste korral.
Tulemuseks oli see, et madalatele veesisaldustele oli vdimalik u(Rockr s) komponent
arvutada kolme ning kdrgete veesisalduste jaoks kuue erineva proovi ruutkeskmisena.

Iga prooviga tehti véhemalt kaks mddteseeriat erinevatel paevadel.
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Seadme ning metoodika robustsust hindav komponent u(Sockr). Selle komponendi alla
koondati kdikide parameetrite varieerimisel saadud mddtetulemused. See hdlmab endas
nii  kulonomeetri  moGteslisteemi  parameetrite  varieerimise  tulemusi  kui
kuumutusslsteemi parameetri  (kandegaasi voolukiirus) varieerimise tulemusi.
Kuumutussiisteemi temperatuuri mdju siinjuures ei arvestata, kuna see parameeter on
vaga sOltuv proovi termilistest omadustest. Seetbttu tuleb see parameeter
eksperimentaalselt méarata igale proovile eraldi.

Proovi ekstreemsetes tingimustes hoidmise komponent u(Ss_ex). Nimetatud komponent
koondab enda alla nii ajas véga ebastabiilse veesisaldusega proovide mddtetulemused
kui ka selliste proovide tulemused, mida hoiti mitteoptimaalsetes tingimustes.
Mitteoptimaalsete tingimuste all on mdistetud atmosfaari, kuna suhteline 6huniiskus on
ajas Usna ebastabiilne. Olenevalt proovi omadustest v6ib tema veesisaldus
atmosfaaritingimustel tasakaalustudes hoidmisel ja proovi ettevalmistusel nii kasvada
kui ka kahaneda. Hugrostaadis kasvab proovide veesisaldus kuni tasakaalu
saavutumiseni. Selliselt méaratletuna kajastab u(Ss ex) olukorda, kus probleemseid
proove analllsitakse kasitsedes ja hoides neid avatult.

Kulonomeetri mddtesiisteemi slistemaatiline komponent biasckr, vBtab arvesse KF
reaktsiooni stéhhiomeetria vastavust ning voolumd@dtmise ja integreerimise tGesust.
Selle komponendi arvutamisel vOeti arvesse erinevate seeriate standardlahuste
otsesisestusega tehtud maodtetulemused. Kokku arvestati nelja standardlahuse
mddteseeria tulemusi mis olid saadud viie kuu jooksul.

Kuumutussiisteemi ja kulonomeetrilise mdotesusteemi sustemaatiline komponent
biaso-ckr, VOtab arvesse KF reaktsiooni stbhhiomeetria vastavust ning voolum&dtmise
jaintegreerimise tdesust ning lisaks ka vee KF reagendi poolt vee absorbeerimise saagist
rakus tingimustel kus proovist Gle/l&bi juhitud kuiva ld&mmastikku barboteeritakse
mdooterakku. See komponent arvutati standardlahuse kuumutussiisteemiga tehtud
mdo0teseeriate tulemustest. Arvutustes kasutatud standardlahused on valmistatud
Uksteisest téiesti iseseisvalt, erineval ajal ning erinevates keskkonnatingimustes.
Mddbtmised teostati ka 1% CRM materjaliga. KSik mdotetulemused jéid standardaine
referentsvéértuse  laiendmd@dtemadramatuse  piiridesse.  Seetdttu  oldi  selle
referentsmaterjali tulemuste alusel sunnitud jareldama, et kuumutussiisteemiga

kulonomeetrilise KF titraatori stistemaatiline komponent on kindlasti véaiksem toodud
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vaartusest. Standardlahuse mddtmised andsid detailsemad tulemused stistemaatilise

komponendi hindamiseks.

3.1.1 Kulonomeetri mddteméaaramatus kasutades otsesisestust
Vastavalt Nordtesti meetodile koosneb madteméaramatus siin kahest komponendist: korduvus

ja slstemaatiline komponent, vt. allolevat valemit nr. 12. M&6tmised on teostatud
standardlahusega (vt. peatikk 2. Eksperimentaalne osa). Arvutusmudel: standardlahuse
mddtetulemuste standardhélbe ruudule liideti kulonomeetri siistemaatilise komponendi ruut
ning nende summast veti ruutjuur. Hinnatud médtemadramatus nditab seda, millisel parimal
vOimalikul tasemel konkreetne kulonomeetriline susteem on vdimeline md6tma (Tabel 11).
Leitud modtemadramatus kehtib vaid lihtsate proovide korral, kui on vélistatud kdik segavad
mdjutajad (ebapiisav selektiivsus, vee neeldumine proovis vOi vee eraldumine proovist

eeltootluse kéigus voi proovi lagunemine).

uc = \/u(RCKF)Z + biaSCKFZ (12)

Tabel 11. Kulonomeetri mootemaaramatus kasutades otsesisestust.

Suhteline liitstandardmaéaramatus ja
selle komponendid

U(Rekr) 0.405%
biascKF 0.239%
Uc 0.470%

3.1.2 Kulonomeetri médtemaaramatus kasutades kuumutusststeemi
Selle situatsiooni modtemadramatuse hindamisel kasutati kuumutussiiteemiga sooritatud

gravimeetrilise standardlahuse modtetulemusi. (teada on veesisaldus vaga madala
mdbtemadramatusega) Sarnaselt eelmisele situatsioonile, oli standardlahusele véimalik
kaalumisandmetest ~ vélja  arvutada  referents  veesisaldus. Arvutusmudel:
kuumutusslsteemiga referentsproovi mddtetulemuste standardhélbe ruudule liideti
kuumutusslsteemi ststemaatilise komponendi ruut ning vdeti summa ruutjuur. Saadud
tulemus annab maaramatuse vaid kasutatud mddétesisteemile ning seda vaid referentsproovi
analliisides (Tabel 12). Eelpool toodi vélja, et sooviti kasutada ka Uheprotsendilise
veesisaldusega referentsaine (CRM) tulemusi, kuid see osutus véimatuks referentsvaartuse
lilga suure moddteméadramatuse tottu (liitstandardmadramatus ca. 3%). Sustemaatilise

komponendi arvutamisel kasutatud andmed ja valemid on toodud Lisas 11.

Ue = \/u(ROCKF)Z + biasockr” (13)
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Tabel 12. Kulonomeetri mddtemadramatus kasutades kuumutussisteemi.

Suhteline liitstandardmaéramatus ja
selle komponendid

U(RockF) 0.463%
biaso-ckr 0.551%
Uc 0.720%

3.1.3 Kulonomeetri mdodtemaaramatus kasutades kuumutusststeemi

reaalsete proovide anallusiks
Ké&esolevas situatsioonis kaasati arvutustesse lisaks referentsproovidele ka reaalseid proove,

millel on tihti oluliselt keerulisem proovimaatriks, kui referentsproovidel. Lisaks vdivad
reaalsed proovid olla ajas referentsproovidest ebastabiilsema veesisaldusega voi termiliselt
ebastabiilsed. Erinevalt eelnevatest situatsioonidest arvestab k&esolev situatsioon ka
erinevusi madala veesisaldusega proovide ning kdrge veesisaldusega proovide vahel.
Nimelt jagati reaalsed proovid vastavalt nende veesisaldustele kahte gruppi. Madala
veesisaldusega, kuni 1 % massist, ja kdrge veesisaldusega, Ule 1 % massist. Sellest
tulenevalt on selle situatsiooni modtem&dramatus antud eraldi kdrge ja madala
veesisaldusega proovidele (Tabel 13). Arvutusmudel: reaalsete proovide mdotetulemustest
arvutatud standardh&lvete ruutkeskmise ruudule liideti kuumutusststeemi sistemaatilise

komponendi ruut ja nende summast véeti ruutjuur:

Ue = \/u(ROcKF_s)Z + biaSOCKFZ (14)

Tabel 13. Kulonomeetri suhteline standardmaaramatus kasutades kuumutussusteemi
reaalsete proovide anallusiks.

Suhteline liitstandardma&ramatus ja selle
komponendid
Madalad | Korged
sisaldused | sisaldused
U(RockF s) 7.74% 1.78%
biaso-ckr 0.551% | 0.551%
Uc 7.76% 1.87%
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3.1.4 Kulonomeetri modtemaaramatus kasutades kuumutussusteemi
reaalsete proovide analttsiks, h6lmab lisaks kasutatud seadmele
kulonomeetreid laiemalt

Uurimustéd eesmargiks on anda mddtemaddramatuse hinnang kuumutussusteemiga

kulonomeetrilistele KF titraatoritele endile kui ka hinnatud koos kuumutussiisteemiga

osale. Lisaks oli eesmargiks anda mddtemaddramatuse hinnang erinevate proovide

hoidmisest ja eeltootlusest tulenevate muutuste kohta. Varieerides erinevaid

mdoteparameetreid on voimalik anda hinnang sisuliselt erinevate metoodikate kasutamisest

tuleneva moodtemadramatuse kasvu kohta. Selliselt pustitatud eksperimendi tingimused

hdlmavad siis sisuliselt nii erinevaid titraatoreid kui ka erinevaid prooviettevalmistuse viise

ning tingimusi. Selleks toodi arvutusmudelisse juurde seadme parameetrite varieerimisest

tulenev komponent ning proovi ettevalmistamise robustsusest tulenev komponent. Sarnaselt

eelnevale situatsioonile on ka see mdGtemadramatuse hinnang antud eraldi nii madala kui

kdrge veesisaldusega proovidele (Tabel 14). Arvutusmudel: ruutjuur reaalsete proovide

mddtetulemustest  arvutatud  standardhalvete  ruutkeskmise,  prooviettevalmistuse

robustsuse, slisteemi parameetrite varieerimise ning kuumutussiisteemiga kulonomeetri

stistemaatilise komponendi ruutude summast:

e = [u(Rocxr,)? + (SR +u(Socxr)? + biasoess” (15)

Tabel 14. Kulonomeetri mdotemaaramatus kasutades kuumutusstisteemi reaalsete proovide
analtisiks, hdImates kulonomeetreid laiemalt.

Suhteline liitstandardma&ramatus ja selle
komponendid

Madalad | Korged

sisaldused | sisaldused
U(RockF s) 7.74% 1.78%
u(SRs) 0.439% | 0.439%
U(Sockr) 0.546% | 0.546%
biaso-ckr 0.551% | 0.551%
Uc 7.79% 1.99%
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3.1.5 Kulonomeetri mddtemaaramatus kasutades kuumutussisteemi
reaalsete proovide analttsiks, mis hdlmab lisaks kasutatud seadmele
kulonomeetreid laiemalt ning proovi hoidmist ebamdistlikel tingimustel

Reaalne olukord laboris ei ole pahatihti vastavuses optimaalsega. Reaalsetes laborites
eksisteerivad sageli véga erinevad ja halvasti kontrollitud niiskustingimused, samuti
ebapiisavad teadmised ja kogemused. Nendest asjaoludest vGib tuleneda mérkimisvéaérne
lisa-mddtemadramatus. Kirjeldatud situatsiooni modelleerimiseks lisati mdGteméaédramatuse
arvutusse komponent u(Ssex), mis arvestab proovi ebamdistlikku hoiustamist ja
eeltottlemist. See on lahti motestatud olukorrana, kui proovi hoitakse pikema aja véltel (tle
24 tunni) lahtiselt vaga erinevates keskkonnatingimustes. See toob kaasa veesisalduse
muutuse proovis, mille suund ja suurus olenevad nii proovi algsest veesisaldusest kui ka
omadustest. Kuna madala ja kbrge veesisaldusega proovide juures on véliste mdjutuste
osakaal erinev, siis arvutati sellele situatsioonile modtemé&aramatus nii madala kui korge
veesisaldusega proovide jaoks eraldi (Tabel 15). Arvutusmudel: ruutjuur reaalsete proovide
mddtetulemustest  arvutatud  standardhalvete  ruutkeskmise,  prooviettevalmistuse
robustsuse, proovi erinevates tingimustes hoidmisest tuleneva komponendi, ststeemi
parameetrite  varieerimise ning kuumutussisteemiga kulonomeetri sustemaatilise

komponendi ruutude summast:

Ue = \/u(ROCKF_s)Z + u(SRs)Z + u(Ss_ex)2+u(SOCKF)2 + biaSOcKFZ (16)

Tabel 15. Kulonomeetri mddtemaaramatus kasutades kuumutussusteemi reaalsete proovide
analiisiks, hdlmates kulonomeetreid laiemalt, proovi hoiustamist ja ettevalmistamist.

Suhteline liitstandardm&&ramatus ja selle komponendid
Madalad sisaldused Kdrged sisaldused

U(RockF s) 7.74% 1.78%
U(SRs) 0.439% 0.439%
U(Ss_ex) 5.42% 2.03%
U(Sockr) 0.546% 0.546%
biaso-ckr 0.551% 0.551%
Uc 9.49% 2.84%
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3.1.6 Mo6dtemaaramatuse arvutamine kahele probleemsele reaalsele
proovile
Kéesoleva t66 piiratud mahu tdttu otsustati médtemadaramatuse arvutus eraldi valja tuua vaid

kahele reaalsele proovile, kusjuures valiti probleemsed proovid: lutsiferiin ja puitgraanul. Neist
esimene j&&b madala veesisaldusega proovide gruppi ja teine kdrgete veesisaldustega proovide
gruppi. Lutsiferiin osutus koéigist t06s uuritud proovidest kdige probleemsemaks ja andis
suurima suhtelise paevasisese standardhalbe. M6dtemadramatuse véljendamiseks kasutati Glal
kirjeldatud situatsiooni: ,,Kulonomeetri modteméddramatus kasutades kuumutussiisteemi
reaalsete proovide analiilisiks® ning nende proovide mddtemadramatus on antud 3 mdotmise
kohta (Tabel 16). Kuna need mootmised tehti Uhe mddtesisteemiga, siis on vajalik
arvutusmudelisse kaasata m&lemale proovile sama seadme siistemaatiline komponent, samas

korratavuse komponent u(Rsample) arvutati kummalegi proovile eraldi:

Ue = \/u(Rsample)2+bia50cKF2 17)

Tabel 16. MdGtemadramatuse arvutamine kahele reaalsele proovile

Komponendid
Lutsiferiin Puitgraanul
U(Rsample) 13.4% 1.40%
biaso-ckr 0.551% 0.551%
Uc 13.4% 1.50%
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Kokkuvote

Ké&esolev to0 on osa projektist SIB64 METefnet (http://www.metef.net/), mille eesmargiks on

luua metroloogiline tugi veesisalduse usaldusvaarseks maaramiseks tahketes proovides - vélja
tootada uusi meetodeid ning referentsmaterjale. Konkreetselt kéesoleva t66 eesmérgiks oli
kuumutusststeemiga kulonomeetrilise Karl Fischeri titraatori kdigi parameetrite valideerimine
ning mddtem&dramatuse hindamine reaalsete tahkete proovide analulsiks. T60 tulemusena
viidi l&bi mdoteméaaramatuse hindamine kasutades valideerimisel saadud reaalsete proovide ja
gravimeetriliselt valmistatud standardite analliisi tulemuste andmestikku erinevate
mdodtesituatsioonide jaoks. Eksperimentaalses osas on labi viidud ligikaudu 1000 mdotmist 17
erineva proovimaatriksiga. Koiki projektis uuritud proove ei olnud k&esolevas t66s vdimalik
késitleda, kuna t66 oleks kujunenud kohatult mahukaks. Veesisaldused proovides varieerusid
vahemikus 0.01 kuni 23 g/100g (0.01 — 23%). Valideerimise tulemusena selgus, et vaid ks
titraatori parameetritest omab suuremat mdju mddtetulemusele, selleks on indikaatorelektroodi
polaristasioonivoolu tugevus. Selle parameetri suur mdju tuleneb asjaolust, et voolutugevuse
muutmine toob kaasa maksimaalse tiitrimise Kiiruse olulise muutuse, mis omakorda mdjutab
tiitrimise aega. Viimasest s6ltub killaltki tugevalt médtetulemuse korduvus ja tapsus, seda eriti,
kui analtiusi aeg pikeneb ule 15 minuti. Sellisel juhul omavad keskkonna mdjutused (triivi
vadrtuse muutumine analliusi kaigus) suurt kaalu 18pptulemusele ning seda on raske

kvantitatiivselt arvesse votta.

Kulonomeetri suhteliseks liitstandardmaaramatuseks kasutades vaid otsesisestust kujunes 0.5%
mo0tetulemusest. Kasutades kuumutussiisteemi, saadi suhteliseks liitstandardmadramatuseks
0.7%, mis naitab, et kuumutusslisteemi maaramatuse panus koguméaaramatuse kujunemisesse
ei ole suurem siisteemi enda maaramatusest. Tulemustest voib jareldada, et kuumutussusteem

on insenertehniliselt hasti konstrueeritud

Kuna kuumutussiisteem sobib véga paljude proovide analliusiks, siis erinevate reaalsete
proovide analliusile anti moédtemaaramatuste hinnangud eraldi. Lisaks jagati proovid kahte
gruppi: madala veesisaldusega (kuni 1 g/1009) ja kdrge veesisaldusega (rohkem, kui 1 g/1009)
Madala veesisaldusega proovide korral saadi suhteliseks liitstandardmééramatuseks 7.8% ja

korgete veesisalduste korral 1.9%.

Kéesoleva t60 rakendusala laiendamiseks anti mdotemé&aramatuse hinnangud ka teistele
sarnastele modtesisteemidele, mille jaoks toodi arvutusmudelisse uus liige, mis pulab votta

arvesse parameetrite erinevusest tingitud madramatuse. Madala veesisaldusega proovide korral
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saadi suhteliseks liitstandardmééramatuseks 7.8% ja kdrgete veesisaldusga proovide korral
2.0%. Lisades juurde komponendi arvestamaks proovide hoidmist ebamdistlikes tingimustest,
saadi madala ja korge veesisaldusega proovide korral suhtelise liitstandardmé&dramatuse
umbkaudseteks hinnanguteks vastavalt 10% ja 3%. Need mo&dtemadramatuse hinnangud

iseloomustavad hasti probleemset tipi reaalseid proove.

Lisaks anti mdGteméadramatuse hinnangud eraldi kahele konkreetsele reaalsele
proovimaatriksile. Esimene proov oli lutsiferiin, mille keskmiseks veesisalduseks saadi 0.05
9/100g ning suhteliseks liitstandardmaédramatuseks sellele proovile saadi 13% (absoluutne
liitstandardmé&aramatus: 0.007 g/100g). Teine proov oli puitgraanul keskmise veesisaldusega
6.8 g/100g, suhtelise liitstandardm&&dramatusega 1.5% (absoluutne liitstandardmadramatus:
0.20 g/100g).

Eksperimentide tulemusena leiti, et titraatori parameetrid omavad mddteméaaramatuse hinnangu
kujunemisel kallalt suurt kaalu (olles reaalsete proovide korra kogumaaramatusest kuni 10%).
Reaalsete proovide korral peab kuumutussiisteemi temperatuur olema kdllalt tépselt
defineeritud ning see on eriti oluline selliste proovide korral, mis on termiliselt ebastabiilsed.
T606 Uheks vaartuslikumaks tulemuseks on detailsete eeskirjade vélja té6tamine puiduproovide
ja lutsiferiini veesisalduse mééaramiseks cKF meetodiga. Puidu proovi maatriks ja samuti
lutsiferiin on vaga komplitseeritud, sest on veesisalduse mottes ebastabiilsed ning liigsel

kuumutamisel lagunevad vee eraldumisega.

Kui kuumutussiisteemi temperatuur valja jatta omab modtemadramatuse hinnangu
kujunemisele kdige suuremat kaalu proov ise. Olenevalt proovi tulbist v6ib proovi komponent
moodustada kuni 99% kogumé&aramatusest, mis vdib tulla proovi veesisalduse ebastabiilsusest,
see vOib muutuda killalt kiiresti s6ltuvalt teda Umbritsevast keskkonnast. Lisaks vdib
probleeme tekitada proovi ebahomogeensus, mille tulemusena ei ole Uhe proovi |8ikes
veesisaldus enam sama. Proovi omadustest tulenevat mddtemadaramatuse komponenti saab
vahendada, rakendades korrektseid to6votteid, kuid sellest hoolimata ei ole voimalik saavutada
keskkonna mdjutusest vaba olukorda. Kdesoleva t60 tulemustest selgus, et reaalse proovi
veesisalduse ebastabiilsusest tuleneb kogumé&&ramatuse koige suurem komponent.
Kulonomeetrilise slisteemi modtemadramatuse osa on oluliselt vaiksem. Seda kinnitavad ka
vOrdlusmddtmiste tulemused. Seadmete manuaalidest saadud m6dtemééaramatuse hinnangud
on tihised vorreldes reaalsete proovide poolt pdhjustatud mdédtemadramatusega. Puitgraanulite
proovi kohta kogutud tulemused esitati ka projekti METefnet koostoopartneritele edasiseks
diskussiooniks.
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Validation of Coulometric Karl Fischer titrator with an oven system
Rudolf Aro

Summary

This thesis is part of an international project SIB64 METefnet (http://www.metef.net/), which

aims to develop new methods and reference materials for reliable moisture content
determination in solid samples. The focus of this thesis was to validate all parameters of the
coulometric Karl Fischer titrator equipped with an oven and to give measurement uncertainty
estimates for different analysis situations, including analysis of real samples. Around 1000
analyses with 17 different sample matrixes were made. The analysis of two samples of high
practical interest and quite problematic for O-cKF method. The water content of the samples
varied between 0.01 to 23 g/100g. During validation, it was found that only one parameter of
the coulometric titrator had a significant influence on the result — polarizationcurrent between
indicator electrodes. Changing this parameter altered the maximum speed of titration, therefore
it had a strong effect on the titration times. Longer titration time has a negative impact on
repeatability and accuracy, especially if the analysis takes longer than 15 minutes. In the latter
case, interfering effects from the surroundings (most importantly, diffusion of water into the

cell) become important and they are very difficult to quantify.

When analysing only reference samples with direct injection, a fairly low relative combined
standard uncertainty of 0.5% was obtained. Interestingly, when using the oven system, the
relative combined standard uncertainty was 0.7% which implies that the uncertainty originating
from the oven is not bigger than that from the system itself. In the beginning of the thesis, it
was expected, that the oven system will contribute more to the uncertainty. However, it seems

that the oven system is well engineered.

Because the oven system can be utilized to analyse a wide variety of samples, separate
measurement uncertainty estimation was carried out for the analysis of real samples. In
addition, samples were divided into two groups: low water content (up to 1 g/100g) and high
water content (more than 1 g/100g). A relative combined standard uncertainty of 7.8% was

obtained for samples with a low water content and 1.9% with high water content.

To broaden the scope of this thesis, measurement uncertainty estimation was also carried out
for other measurement systems, by including an additional uncertainty component, which takes

into account differences in the parameters used. For samples with a low water content, a relative
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combined standard uncertainty of 7.8% was obtained, for samples with a high water content a
relative combined standard uncertainty of 2.0% was obtained. When a component that takes
into account sample storage under non-optimal conditions, relative combined standard
uncertainties of 9.5 % (low water content) and 2.8% (high water content) were obtained. The

latter estimates characterizes very well water content instability of real samples.

Additionally, measurement uncertainty estimations were made for two samples separately. One
of these was luciferin acid, which had an average water content of 0.05 g/100g, a relative
standard measurement uncertainty of 13% was obtained. The second sample chosen was wood
pellets, which had an average water content of 6.8 g/100g. For the latter, a relative standard

measurement uncertainty of 1.5% was acquired.

It was found, that in some situations, the uncertainty component form variances in system
parameters can have a significant contribution to the overall uncertainty budget (up to 10% in
some cases). In addition, the temperature of the oven system must be carefully defined when
analysing real samples, which becomes critical with samples that are thermally unstable. One
of the most valuable outputs of this work are the detailed measurement procedures developed
for moisture content determination in wood pellets and luciferin, both of which are difficult

samples.

If the temperature of the oven system is excluded, the largest contributor to the uncertainty
budget is the sample. Its contribution is highly dependent on the sample type and can reach up
to 99% of the total uncertainty budget, as result of moisture content instability. In addition,
insufficient sample homogenization can cause problems, leading to differences within the
sample. The uncertainty contribution from the sample can be minimized with proper working
procedures, however, a situation free from random effects cannot be achieved. It can be
concluded, that the uncertainty component from sample instability is far larger than the
component from the coulometric titrator. This claim is supported by interlaboratory comparison
results: uncertainty form the manuals of the systems used is minute compared to the
complications of a real sample. The information gathered on wood pellets was presented to the

participants of the METefnet project for further discussion.
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Lisad

Lisa 1
Primaarmeetodile esitatavad nduded

« primaarmeetod ei ndua kalibreerimist analiitidiga — puudub kalibreerimisgraafik,
* primaarmeetodi kdik olulised madiramatuse allikad on teada ja arvuliselt hinnatavad,

* primaarmeetodil saadud tulemuste modtemédramatus on madal.
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Lisa 2
Ulevaade projektist SIB64 METefnet

http://www.metef.net/

Veesisalduse analiiiis tahketes proovides on Usna keeruline. K&esoleval hetkel on uldiselt
aluseks voetud erinevate proovimaatriksite juhtumil massikadu proovi kuumutamisel. Proovis
olnud vee kogus arvutatakse massikaost. Selle meetodi oluliseks puuduseks on, et lisaks veele
voivad lenduda ka muud komponendid. Lisaks vOib osa vett jadda veel proovi. Kuna taoline
meetod on hetkel referentsmeetodiks teiste seadmete kalibreerimisele, siis siin tehtud vead
akumuleeruvad ja vead suurenevad. Tulemuseks on toodete ebatihtlane kvaliteet, liigne
energiakulu ning keskkonna saastamine. Eelnevale lisaks on tihti iga proovi jaoks veesisalduse
mdaddis spetsiifiliselt selle proovi jaoks defineeritud.

Projekti valjundid:

e Arendada (heseid meetodeid vee massifraktsiooni madramiseks ning uusi
primaarstandardeid nende meetodite baasil.

e Taiendada kulonomeetrilist Karl Fischeri titraatorit.

e Luua efektiivsed tldprintsiibid veesisalduse méaaramise Sl jalgitavuse tagamiseks.

e Arendada uusi CRM-e vdi modifitseerida olemasolevaid saavutamaks optimaalne
veesisalduse maaramise tapsus.

e Arendada meetodeid transpordist tuleneva veesisalduse muutuse kvantiseerimiseks ja
vahendamiseks.

e Arendada uus Sl jélgitavusega kalibreerimiskeskus pinna veesisalduse mé&aramise
instrumentidele.

e Arendada mudeleid, mis mé&&iramatuse hinnangu andmisel arvestaksid lokaalseid
veesisalduse variatsioone. Lisaks arendada mddtemadramatuse hindamise vahendid
valitud toostuslikele rakendustele.

e Luua labipdimunud ning vélja arendatud veesisalduse mé&aramise infrastruktuur
Euroopas.

Projektis osalevad: Mittatekniikan Keskus, Biroul Roman de Metrologie Legala, Centre
Technique des Industries Aérauliques et 