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Sammendrag/anbefalinger:

Ved analyse av fiber i fettrike prgver via metoden A 104 Fiber ANKOM har det etter oppstarten 09.05.17 ved flere
tilfeller blitt observert hgye verdier og darlige paralleller. Etter en reklamasjonssak med en kunde (hgyere verdier enn
forventet) ble det tatt initiativ til & gjennomfgre en ytterligere validering der fokuset var a sjekke om en bedre
avfettingsmetode gav mer stabile og korrekte resultat. Den tiltenkte avfettingsmetoden var som i metode A 03 Fett
soxhlet.

Etter uttesting med flere ringtester (SLP) konkluderes det med at en avfetting etter metoden A 03 Fett soxhlet, som har
en lengre avfettingsperiode enn ordinzert i A 104 Fiber ANKOM (AOCS Ba 6a-05), ikke pavirker riktigheten eller
repeterbarheten negativt.

Det er stor sannsynlighet for at avfettingsmetoden i AOCS Ba 6a-05 ikke har veert tilstrekkelig for de fete prgvene, og at
dette har pavirket fiberresultatet til 3 gi hgyere resultater enn det som var reelt. Samtidig har dette ogsa fgrt til ekstra
mange kontrollanalyser pa grunn av darlige paralleller.

Metoden A 104 Fiber ANKOM vil fra og med 05.12.17 bli utfgrt ved bruk av avfettingen fra kaldekstraksjon med
petroleumsbensin i henhold til metoden A 03 Fett soxhlet.

English summary/recommendation:

When analyzing for fiber by the method A 104 Fiber ANKOM after the startup (09.05.17) there has been observed high
values and poor repitability. After a customer complain (higher value than expected) there was an initiative to do an
additional validation where the focus was to check if a better method for defatting gave more stable and correct results.
The intended defatting method was like the method A 03 Fat Soxhlet.

After testing with several comparative laboratory testing samples (SLP) it is concluded that a defatting by the method A
03 Fat Soxhlet, which has a longer defatting period than originally in A 104 Fiber ANKOM (AOCS Ba 6a-05), does not
influence the correctness or the repeatability in a negative way.

There is a large probability that the defatting method in AOCS Ba 6a-05 has not been enough for the fatty samples, and
that this have influenced the fiber results to have higher results then what was real. At the same time this has also led
to extra control analysis because of poor repeatability.

The method A 104 Fiber ANKOM will as of 05.12.17 be done by using the defatting from the cold distillation with
petroleum spirit in according to the method A 03 Fat Soxhlet.
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1 Innledning

For innkjgp av instrumentet ANKOM?°® ble det sendt inn fettrike forprgver til analyse hos
leverandgren ANKOM. Dette var for @ se om denne metoden var egnet for analyse av prgver med
dette hgye innholdet av fett. Resultatet vi mottok fra ANKOM var tilsvarende som det vi hadde
oppnadd selv ved den manuelle metoden A 80 Ratrevler. Instrumentet ble dermed kjgpt inn og
metoden validert (valideringsrapport 11-2016).

Ved analyse av fiber i fettrike prgver via metoden A 104 Fiber ANKOM har det etter oppstarten
09.05.17 ved flere tilfeller blitt observert hgye verdier og darlige paralleller. Etter en reklamasjonssak
med en kunde (hgyere verdier enn forventet) ble det tatt initiativ til 3 gjennomfgre en ytterligere
validering der fokuset var a sjekke om en bedre avfettingsmetode gav mer stabile og korrekte
resultat.



2 Teori

2.1 Prinsipp i metoden

Prgven blir etter innveiing avfettet. Etter dette blir prgven hydrolysert med syre og base via
instrumentet ANKOM?°® Fiberanalysator. Dette vil vaske vekk de fleste forbindelser med unntak av
de som ikke er fordgyelige. Dette er hovedsakelig protein, stivelse, deler av de strukturelle
karbohydratene og lignin. Etter dette blir prgven tgrket, veid og sa forbrent i en askeovn.
Fiberinnholdet til prgven bestemmes pa bakgrunn av denne metoden. For beregning se formel 2.1.
Hvis avfettingen ikke er vellykket kan rester av fett bli med videre etter hydrolyseringen og gi en
hgyere vekt fgr foraskingen. Dette kan gi en falsk forhgyning i fiberinnholdet.

100*(W3-(W1*C1))

= (2.1)

Réatrevler%=
W, = tara vekt fiberpose

W, = prgvevekt

W3 = Vekt av tapt organisk materiale ved forbrenning av fiberpose og prgve.

C; = Korreksjonsfaktor ved forbrenning av tom fiberpose

2.2 Grad av ekstern validering og ngdvendig verifisering

Metoden er ekstern validert giennom en kollaborativ metodeavprgving (vedlegg 1) og den er intern
validert gjennom valideringsrapporten 11-2016. Denne valideringen skal kun se pa avfettingstrinnet.

Avfettingen av prgvene blir i dag gjort etter metodereferansen AOCS Ba 6a-05. Det beskrives som a
dekke fiberposene med prgve av petroleumsbensin og la de ligge i 10 minutter. Deretter tgrkes
prgven og de analyseres videre.

Det skal gjgres en mer omfattende avfetting. Fra fgr har BioLab en avfettingsmetode A 03 Fett
soxhlet, der prgvene avfettes med kaldekstraksjon av petroleumsbensin. En tilsvarende
fettekstraksjon gnskes. | denne valideringen kommer A 03 Fett soxhlet til & bli benyttet, men senere
vil det bli vurdert alternative men tilsvarende Igsninger.

2.3 Valideringsplan

Valideringsplanen (vedlegg 2) oppgir hvilke parametere som skal evalueres. Disse parameterne er
oppgitt i de pafglgende underavsnittene. Den eksperimentelle utfgrelsen og resultatet er oppgitt i
henholdsvis kapittel 3 og 4.

2.3.1 Riktighet

‘Riktighet er graden av overenstemmelse mellom en prgves sanne innhold av en bestemt analytt og
resultatet av en analyse’ (NMKL 2009).

En prgves sanne innhold er ofte en ukjent stgrrelse, som igjen er avhengig av hvilken metode som er
benyttet ved analysen. Det er vanlig a velge enten en referanseprgve med et sertifisert innhold, en



preve fra en sammenliknende laboratorieprgving (SLP) eller en prgve fra en kollaborativ
metodeavprgving.

2.3.2 Presisjon

Presisjon er definert som ‘graden av overenstemmelse mellom uavhengige analyseresultater
framkommet under spesifikke forhold’ (NMKL, 2009). Begrepet ma ikke forveksles med riktighet, som
er nevnt i avsnitt 2.3.1. Presisjonen utrykkes vanligvis som standardavviket til analyseresultatet. Det
er to mater 3 bestemme presisjonen pa:

o

o Repeterbarhet: Resultatene er framskaffet av 3 analysere den samme prgven, med det
samme utstyret og innenfor et relativt kort tidsrom.

e Reproduserbarhet: Resultatene er framskaffet ved a analysere den samme prgven og den
samme metoden, men pa ulike laboratorier.

Repeterbarheten utrykkes ofte som repeterbarhetsgrensen (r), som er et utrykk for den absolutte
differansen mellom to uavhengige analyser med et konfidensintervall oppnadd med like betingelser
(1ISO, 1994 a). Slike beregninger kalles dobbeltbestemmelser (NMKL, 2009). r beregnes som vist i
formell 2.2:

r = f \/ESr (22)

f er den kritiske utvalgsfaktoren som er avhengig av valg av konfidensintervall. S, er standardavviket
til repeterbarheten (1SO, 1994 b), og beregnes som vist i formel 2.3:

T g (xi-yi)?

S,=
r 2n

(2.3)

Xi og yi er de to malingene fra dobbeltbestemmelsen, og n er antall par av dobbeltbestemmelser
(NMKL, 2009). Vanligvis antas det en normal distribusjon og et konfidensintervall pa 95%, som gir en
verdi f=1,96. r beregnes da som vist i formel 2.4:

r=2,8S: (2.4)



3 Eksperimentelt

3.1 Avfetting

For a teste ut pastanden om at avfettingen er arsaken bak de hgye verdiene og darlige parallellene sa
analyseres det 10 stk fiberposer (F57) som vanlig. Posene blir avfettet i metoden A 03 Fett soxhlet
(uten hylse), t@érkes og deretter benyttes posene videre i fiberanalysen. Tilsvarende sa veies det inn
10 stk fiberposer, men de avfettes etter metoden A 104 Fiber ANKOM. Samtlige av disse 20 stk
fiberposene hydrolyseres og foraskes sammen i den samme analyseserien.

Forprgven 2017-2038-01 velges ut siden den har et hgyt fettinnhold (A 56 Bligh&Dyer: 35,1%) og er
visuelt lite homogen.

3.2 Riktighet

Det ble analysert 4 stk ringtester ved bruk av metoden A 104 Fiber ANKOMm, men ved bruk av
avfettingen fra metoden A 03 Fett soxhlet. 3 av disse ringtestene har tidligere blitt analysert for fiber
ved metoden A 80 Ratrevler (16-5202-01, 17-0177-01, 17-0700-01) mens den siste har tidligere blitt
analysert for fiber ved metoden A 104 Fiber ANKOM (17-2555-01).

3.3 Repeterbarhet

For a teste repeterbarhet ble det valgt ut en fet forprgve (17-2038-01). Prgven ble analysert etter
metoden A 104 Fiber ANKOM, men avfettingen ble gjort etter metoden A 03 Fett soxhlet. | denne
analyseserien ble det analysert 8 stk innveiinger. For a teste eventuelle begrensninger i antall
fiberposer i hver hylseposisjon i destillasjonsoppsatsen til metoden A 03 sa ble en hylseposisjon fylt
med 6 stk fiberposer og en posisjon fylt med 2 stk fiberposer.



4 Resultat og diskusjon

4.1 Avfetting

Under analysen var det en visuell forskjell mellom de 10 stk fiberposene som hadde blitt avfettet ved
ordinzer prosedyre under A 104 og de som hadde blitt avfettet ved A 03. Ved avfetting med A 03
hadde fiberposene en lysere farge, og det spekuleres i om dette kunne vart forarsaket av mer
restfett i de posene som hadde blitt avfettet etter A 104.

| analyseserien var det tydelig forskjell pa de fiberposene som hadde blitt analysert med avfettingen
fra A 104 eller A 03. Resultatene fra prgvene etter avfettingen til A 104 hadde hgye verdier og darlige
paralleller, mens de for A 03 hadde lave verdier og gode paralleller. Se vedlegg 3 for resultater.

4.2 Riktighet

De fire ringtestene som tidligere hadde blitt analysert ved metoden A 03 Ratrevler ble ved reanalyse
med A 104 Fiber ANKOM, og med avfettingen fra A 03, godkjent innenfor kravene satt i ringtesten.
Se vedlegg 4.

Ringtesten som tidligere hadde blitt analysert etter A 104 Fiber ANKOM fikk ved reanalyse med
avfettingen fra A 03 et resultat som kom naermere kravene til ringtesten. Begge resultatene var
fortsatt utenfor kravene satt til ringtesten. Se vedlegg 5.

4.3 Repeterbarhet

Det ingen forskjell pa resultatene fra avfettingen med en hylseposisjon med 6 stk fiberposer eller en
hylseposisjon med 2 stk fiberposer. | framtidige analyser kan det da benyttes opp til 6 stk fiberposer i
en enkelt hylseposisjon under metoden A 03 Fett soxhlet.

Resultatene for prgven 17-2038-01 fra test av repeterbarhet (8 innveiinger) og fra avfettingen (10 stk
innveiinger) ble kombinert. Basert pa disse 18 innveiingene gav dette en reperterbarhet (r) pa 0,16. |
valideringen av metoden (11-2016) er det for dette nivaet beregnet en repeterbarhet pa 0,17, mens
det i metoden A 104 Fiber ANKOM for dette nivaet er en akseptert repeterbarhetsgrense pa 0,3. Se
vedlegg 6.

4.4 Reanalyse av prgver for kunde

Kunden som kom med reklamasjonssaken som er nevnt i innledningen har tidligere kalibrert sine NIR
instrumenter etter BioLab sin metode A 80 Ratrevler. Pa bakgrunn av utfgrte NIR analyser hadde de
en formening om hvilke resultater de skulle fa pa sine fiber analyser. BiolLab skulle som en del av
reklamasjonssaken reanalysere de fleste av tidligere analyserte prgver, men ved bruk av avfettingen
til metoden A 03. Se vedlegg 7.

Generelt ble resultatene lavere og for de fleste reanalysene ble ogsa resultatet naermere eller likt det
som ville veert forventet ut ifra kundens egne NIR malinger.



Under de innledende diskusjonene med kunden gnsket de a sende 4 stk prgver av for bade fgr og
etter coating. Det vil si bade fgr og etter at prgvene har blitt tilsatt fett. BioLab skulle da utfgre
avfettingen av disse prgvene etter metode A 03 og fiberanalyse etter A 104. Se vedlegg 8.

Fiberinnholdet til coatet og ikke coatet prgver ble like, men med noen sma forskjeller. Det var ingen
apenbar trend i disse forskjellene og de var ogsa innenfor det som aksepteres mellom paralleller i
metoden.



5 Konklusjon

Etter uttesting med ringtester konkluderes det med at en avfetting etter A 03, som har en lengre
avfettingsperiode enn ordineaert i A 104 (AOCS Ba 6a-05), gir likt eller bedre resultat mhp riktigheten
og repeterbarheten.

Det er stor sannsynlighet for at avfettingsmetoden i AOCS Ba 6a-05 ikke har vaert tilstrekkelig for de
fete prgvene, og at dette har pavirket fiberresultatet til & gi hgyere resultater enn det som var reelt.
Samtidig har dette ogsa fg@rt til ekstra mange kontrollanalyser pa grunn av darlige paralleller.

Metoden A 104 Fiber ANKOM vil fra og med 05.12.17 bli utfgrt ved bruk av avfettingen fra
kaldekstraksjon med petroleumsbensin i henhold til metoden A 03 Fett soxhlet.
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Vedlegg 1 Kollaborativ metodeutprgving (ANKOM Technology)

ANKOM Crude Fiber Method

Method 1

Table 1. Results of the international collaborative study of the Filter Bag Technique for crude fiber compared
with three laboratories using an Official Crude Fiber Method.
Collaborative Whole Cattle Whole Poultry  Calf Swine Horse  Soy Pig Dog
Laboratory No. Rep Corn Feed Alfalfa Soy Starter Starter Feed Feed Meal Starter Food
% Crude Fiber

1 1 2.1 14.5 22.6 9.8 4.7 11.0 17.5 6.4 3.7 2.8 1.3
2 1.8 14.2 22.4 9.9 4,9 10.7 17.2 6.5 4.0 2.9 1.3
2 1 17 148C 225 72C 4.4 10.4 17.4 5.8 3.4 26 71C
2 20 202C 230 101C 47 11.1 17.4 6.0 3.5 2.8 1.0C
3 1 1.6 14.1 225 10.1 4.6 10.8 17.6 6.6 3.9 31 2.0
2 1.9 14.6 225 10.3 4.7 10.9 17.6 6.8 4.0 3.2 1.6
4 1 1.6 14.2 222 9.5 4.4 10.6 17.1 6.2 3.4 3.0 1.3
2 1.7 14.7 222 9.9 4.7 10.5 16.9 6.4 37 2.9 1.3
5 1 1.6 13.9 227 9.5 4.8 10.5 17.3 5.9 3.6 2.8 1.3
2 1.8 14.5 224 10.1 4.7 10.5 17.6 8.0 3.5 27 1.4
6 1 1.8 14.1 22,6 9.3 4.7 10.9 17.2 8.3 3.7 28 1.2
2 2.0 14.3 21.9 9.4 4.5 10.4 17.2 8.1 X:] 3.0 13
7 1 1.7 14.5 24.0 10.0 4.8 10.7 17.4 6.1 3.7 3.0 1.2
2 1.5 14.8 23,6 10.0 4.3 10.4 17.4 6.2 4,0 2.9 1.1
8 1 1.6 15.0 22,3 9.3 4.6 107 17.4C 6.0C 3.7 25 0.5
2 1.6 14.4 22.9 10.0 4.3 10.8 24C 52C 3.4 26 1.1
9 1 1.4 14.4 21.9 8.9 4.6 10.4 17.0 5.9 3.4 2.7 1.3
2 1.8 14.3 22.6 9.6 4.2 10.4 16.6 5.9 3.7 2.7 1.2
10 1 1.7 14,1 21.4 9.3 4.5 10.8 17.0 6.3 3.8 2.9 1.4
2 1.7 14.2 221 9.8 4.8 10.9 17.3 6.3 3.6 2.8 1.4
11 1 1.4 14.3 23.3 8.5 4.7 108 17.7C 6.1 3.6 2.8 1.3
2 1.5 15,9 24.1 8.9 5.5 119 19.1C 6.2 4.2 2.9 0.6
Mean 169 1444 2262 960 465 1073 17.27 6.21 3.70 2.83 1.25
Official Method Laboratories™ % Crude Fiber
Central Analytical 1.8 14.5 23.0 10.2 4.4 93G 147G 6.8 2.9 1.9G 340G

Hahn Laborataries, Inc. 2.0 14.0 21.2 8.4 4.2 10.6 17.4 5.7 4.2 29 1.6

SDSU Olson Bio. Lab 2.4 14.2 23.8 10.1 4.6 10.8 17.4 6.8 4.1 2.8 1.3
Mean 2.05 14.23  22.67 9.57 4.40 10.70 17.40 6.43 3.73 2.85 1.45

Qutliers: C-Chochran, G-Grubbs, DG-Double Grubbs

# AOCS Official Method Ba 6-84, AOAC 962.09

Table 2. Summary of the statistical analysis of the Filter Bag Technique crude fiber collaborative study, including
comparison with the Official Method.

Whole Cattle Whole Poultry Calf Swine  Horse Soy Pig Dog
Sample type Corn Feed Alfaifa Soy Starter Starter Feed Feed Meal Starter  Food
Number of laboratories. 11 10 11 10 11 11 9 10 11 1 10
Number of replicates 22 20 22 20 22 22 18 20 22 22 20
Overall FBT mean 1.69 14.44 22.62 9.60 4.65 10.73 17.27 6.21 3.70 2.83 1.25
Official Method mean® 2.05 14.23 22.87 9.57 4.40 10.70 17.40 6.43 3.73 2.85 1.45
S, 0.16 0.44 0.36 0.32 0.26 0.28 0.18 0.10 0.20 0.09 0.23
Se 0.19 0.44 0.67 0.48 0.27 0.33 0.28 0.27 0.22 0.17 0.31
RSD,, % 9.6 31 16 3.3 5.5 28 1.1 1.6 53 3.3 18.1
RSDg.% 11.4 31 2.9 5.0 5.8 3.1 1.6 4.3 6.0 6.0 24.5
r 0.46 1.23 1.00 0.88 0.72 0.80 0.61 0.27 0.55 0.26 0.64
R 0.54 1.23 1.86 1.34 0.75 0.94 0.78 0.75 0.62 0.48 0.88
HORRAT VALUE 3.07 1.14 1.18 1.76 1.82 1.11 0.62 1.42 1.83 1.75 6.34

® Official Method AOCS Ba 6-84/A0OAC 962.09

Rev E 4-13-11



Vedlegg 2 Valideringsplan

Analysemetode: Fiber ANKOM
Metode nr.: Al104
Metodeansvarlig: Tor-Arne Krakeli

Gammel metode: AOAC 978.10, Fiber (Crude) in Animal
Feed and Pet Food.

Metodereferanse:
Ny metodereferanse: AOCS Ba 6a-05, Crude Fiber
Analysis in Feeds by Filter Bag Technique.

Det mistenkes at avfettingen av férpraver etter
Malsetning: metodeprosedyren ikke er tilstrekkelig, og vi gnsker a
teste dette ut med en mer omfattende avfetting.

Trinn
Instrumentet er utprgvd pa en metode (AOAC Ba 6a-05)
1 Grad av tidligere hos produsenten, som det har blitt utfgrt et kollaborativt
ekstern validering: studie pa. Det er ogsa blitt utfart et valideringsarbeid
internt.

Den allerede validerte metodeprosedyren skal benyttes.
Unntaket fra prosedyren er en endring i avfettingstrinnet
med hensyn pa prgvematrikser som fettrike fér. Endringen
innebeerer en mer omfattende avfetting og det anses som
en mindre metodeendring.

Avfettingen av prgvene blir i dag gjort etter
metodereferansen AOCS Ba 6a-05. Det beskrives som a
dekke fiberposene med prgve av petroleumsbensin og la
de ligge i 10 minutter. Deretter tarkes praven og de
analyseres videre.

2 Valideringsomfang: Det skal gjgres en mer omfattende avfetting. Fra far har

BioLab en avfettingsmetode A 03 Fett soxhlet, der
provene avfettes med kaldekstraksjon av
petroleumsbensin over natt. En tilsvarende fettekstraksjon
gnskes. | denne valideringen kommer A 03 Fett soxhlet til
a bli benyttet, men senere vil det bli vurdert alternative
men tilsvarende lgsninger.

1. Riktighet:

o Reanalysere 2-3 ringtester som tidligere er
analysert med A 80 Ratrevler.




2. Sammenligning av tidligere resultater

Reanalysere 1 ringtest som tidligere er analysert
med A 104 Fiber ANKOM med avfetting etter

AOCS Ba 6a-05.

For & vurdere antall fiberposer i samme soxhlet
oppsats avfettes det ca 5 stk samtidig oppe i den
samme soxhlet hylsen. Sammenligner med
tidligere resultat. | den samme serien analyseres
det 2 stk fiberposer av den samme prgven i en

egen soxhlet hylse.

Kunden Biomar har gitt en fil med resultater oppnadd ved
metoden A 104, deklarerte verdier og resultater fra deres
NIR malinger (basert pa A 80). Et utvalg av de pregvene
som er analysert med A 104 og som avviker fra forventet
verdi plukkes ut og reanalyseres etter ny avfetting.

3 Avvik fra En mer omfattende avfetting. Bruker det samme
metodereferanse: avfettingsmediet (petroleumsbensin).
Punkt | Valideringspunkter Aktivitet og krav ;J\';fmes Tidsplan:
Resultatene av ringtestprgvene
- skal ligge innenfor kravene for
1 Riktighet maleusikkerhet (Usc) til TAK 01.12.17
ringtestene.
Resultatene ma vurderes om de
2 Sammenligning er akseptabelt neer deklarert TAK 01.12.17
verdi/NIR.
Skal leses av Initialer Dato Signatur

Laboratorieleder BiolLab:

Forskningssjef BioLab:
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Vedlegg 6 Test av repeterbarhet med ny avfetting for 17-2083-01

Beregning av midtlinje og alarm/aksjonsgrenser

|Version1.1 15.06.2017

Analyse: |A104 Fiber ANKOM, A03 avfetting. 17-2083-01
Dato Resultat 1 | Resultat 2 Diff. Diff"2 Snitt Antall, n
26.10.2017 1,42 1,4 0,02 0,0004 1,41 1
1,34 1,43|  -0,09 0,0081 1,39 2
1,33 1,48 -0,15 0,0225 1,41 3
1,36 1,33 0,03 0,0009 1,35 4
1,38 1,24| 0,14 0,0196 1,31 5
06.11.2017 1,47 1,46 0,01 0,0001 1,47 6
1,35 1,39 -0,04 0,0016 1,37 7
1,34 1,36| -0,02 0,0004 1,35 8
1,43 1,46 -0,03 0,0009 1,45 9
n=[9 BUMD"2= 0,054 Snitt= 1,39
Reproduserbarhet Repeterbarhet
Gjennomsnitt: 1,39 Sr = ROT(SUM(D*D)/2K) 0,0550
Standardavik: 0,0496 r =28*Sr 0,1556
Alarmgrenser: 0,0701
Aksjonsgrenser: 0,1051 Differanse
+3s 1,4924 Alarmgrenser +/-; 0,1556
+2s 1,4573 Aksjonsgrenser +/-: 0,2335
Midtlinje 1,3872
+2s 1,3171
+3s 1,2821

Beregning utfert (dato/sign.):

Filnawn: W:\AwelingenAlab\Validerte Regneark\Beregning av midtlinje og alarmgrenser
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gver fra kunden for og etter coating
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