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Sammendrag/anbefalinger:

Det ble utfgrt en validering av ny Kjeldahl destillasjonsenhet for analyse av total flyktig nitrogen (A 05). Den nye enheten
erstatter en gammel, og det er ingen endringer i metodens prinsipp. Instrumentet er godkjent med gyldighetsdato fra

13. april 2015.

English summary/recommendation:

It was conducted a validation of a new Kjeldahl distillation unit for analysis of total volatile nitrogen (A 05). The new unit
replaces an old, and there are no changes in the method principle. The instrument is approved with validity from April

13t 2015.
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1 Grad av verifisering

NMKL-prosedyre nr. 4 (2009) angir hva som kreves av validering fgr et nytt instrument tas i bruk. For
en eksternt validert metode (via en kolloborativ metodeavprgvning) hvor det tas i bruk nytt
instrument eller en ny matrise ma det gjgres en verifisering av riktighet og presisjon og eventuelt av
kvantifiseringsgrense (NMKL 2009).

Den aktuelle metoden (A 05) blir benyttet til akkrediterte analyser av total flyktig nitrogen (TFN).
Metoden har metodereferanse AOAC 920.03 («Nitrogen (Ammoniacal) in Fertilizers»). Det nye
instrumentet erstatter et gammelt instrument, og det er ingen endringer i metodens prinsipp. Det er
heller ingen endringer i prevematrisen.



2 Validering

Valideringsplanen er vist i vedlegg 1.

2.1 Riktighet

2.1.1 Reanalyse av ringtestprgver

Det ble gjort en reanalyse av fem tidligere analyserte ringtestprgver fra AOCS (American Oil
Chemists’ Society). Det ble beregnet E,-verdi («Error normalized»-verdi) i henhold til formel 2.1.

X—=XsLp

TRV (2.1)
(UX)2+(%)

E,-verdi =

X er middelverdien som ble oppnadd ved analysen, Xsip er ringtestarranggrens beste estimat pa sann
verdi av analytten i prgven, Ux og Us,e er utvidet maleusikkerhet (to ganger standardavviket, u) for
henholdsvis X og Xsip. n er antall laboratorier som deltok i ringtesten. Den ideelle E,-verdien er 0. E,-
verdier mellom -1 og 1 betraktes som akseptable, E,-verdier mellom -2 og -1 og 1 og 2 betraktes som
betenkelige og E,-verdier under/over 13 betraktes som ikke-akseptable (1ISO 2005).

Resultatene av reanalysen er oppgitt i Tabell 1. Fullstendig datamateriale er gitt i vedlegg 2.
Opprinnelig resultat og E,-verdi er ogsa oppgitt i denne tabellen, det vil si resultatet som ble
rapportert til AOCS.

Tabell 1 Reanalyse av fem tidligere analyserte ringtestpraver fra AOCS. Opprinnelig resultat og En-verdi er

0gsd oppgitt.
Prgvenummer 2013-4372-1 2013-5885-1 2014-1298-1 2014-2827-1 2014-2828-1
Prgvetype Fiskemel Fiskemel Fiskemel Fiskemel Fiskemel
Resultat, X (%) 0,12 0,12 0,12 0,087 0,090
ux 0,01 0,01 0,01 0,00 0,00
Middelverdi, Xs;» (%) 0,11 0,09 0,11 0,08 0,08
Antall deltakere, n 12 14 12 10 11
Ustp 0,01 0,03 0,01 0,02 0,02
Ep-verdi 0,694 1,444 0,694 0,441 0,641
Opprinnelig resultat (%) 0,13 0,11 0,12 0,09 0,09
Opprinnelig E,-verdi 1,006 0,996 0,694 0,741 0,391

E,-verdiene er plottet grafisk i Figur 1.
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Figur 1 Es-verdiene fra reanalysene av ringtestene plottet grafisk. De r@de linjene viser grensen mellom

akseptabelt og betenkelig omrdde for En-verdiene (+1).

Alle E,-verdier ligger innenfor det akseptable omradet (<1) med unntak av en ringtest. Denne ligger i
det betenkelige omradet, men resultatet ville vaert godkjent av ringtestarranggren (Z-score = 1). Man
ser systematisk hgye E,-verdier, slik man ogsa gjorde pa gammel destillasjonsenhet.
Metodereferansen (AOAC 920.03) er lite detaljert nar det gjelder blant annet destillasjonstid og det
kan derfor tenkes at det systematiske avviket skyldes metodeforskjeller. Nofima BioLab defineres
ikke som uteligger av arranggren. Generelt kan det sies at riktigheten basert pa ringtestene er god.

2.1.2 Analyse av ammoniumsulfat

Det ble analysert to paralleller av ammoniumsulfat ((NH4)2S04) (MERCK 1.01217.0100). Saltet ble veid
inn som en ordinaer prgve og analysert som beskrevet i metoden. Resultatene er oppgitt i vedlegg 2.
Nitrogeninnholdet i saltet ble beregnet til 21,09 % ved a ta hensyn til saltets renhet (oppgitt pa
beholderen til 2 99,5 %). De to parallellene ga et snittresultat for total flyktig nitrogen pa 20 % (RSD =
1,5 %). Dette gir en gjenvinningsfaktor pa 94,8 %. Dette er noe lavere enn forventet utbytte (98-102
%) ved dette konsentrasjonsnivaet (NMKL 2012), men betraktes likevel som akseptabelt i og med at
metodens maleusikkerhet er oppgitt til 11 %.

2.2 Presisjon

Presisjon beskriver overensstemmelsen mellom uavhengige testresultater oppnadd pa samme mate
under spesifikke forhold. Det ble gjort en presisjonsberegning for de ringtestene som ble analysert i
forbindelse med valideringen og for analyser av kontrollprgven (fiskemel). Presisjonen ble bestemt
ved 3@ beregne repeterbarhetsgrensen (r). Repeterbarhetsgrensen defineres som den absolutte
forskjellen mellom to uavhengige enkeltresultater oppnadd ved bruk av den samme metoden pa
identiske prgver pa samme laboratorium med samme utstyr i Igpet av en kort tidsperiode. Den
absolutte forskjellen mellom enkeltresultatene vil i ikke mer enn 5 % av tilfellene overskride
repeterbarhetsgrensen (ISO 1994). Formel 2.2 viser beregning av r.

r=txV2xS, (2.2)

t er den tosidige Student t-verdien ved 95 % konfidensintervall. S, er standardavviket for
repeterbarheten og beregnes som vist i formel 2.3.
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x; og y; er to malinger i en dobbeltbestemmelse og n er antall par av dobbeltbestemmelser (NMKL
2009). Hvis man antar at antall frihetsgrader for t gar mot uendelig sa er t=1,96, og man benytter den
forenklede versjonen av formel 2.2 for beregning av r:

r=28x%S, (2.4)

Presisjonsberegningen for denne valideringen er vist i vedlegg 3, og repeterbarhetsgrensen ble
beregnet til 0,005 (1,4 % RSD), noe som anses som god presisjon og godt innenfor hva som anses
som akseptabel repeterbarhet (NMKL 2009). For nytt instrument som bgr ha tilnsermet lik effekt pa
alle kokeplater er dette som forventet.

2.3 Blankverdier

Det ble gjort en analyse av seks blankprgver for tre av analytikerne som er godkjent for metoden. To
av analytikerne analyserte blankprgver bade pa ny og gammel destillasjonsenhet.

Resultatene er vist i vedlegg 4 og en oppsummering er vist i Tabell 2.

Tabell 2 Analyse av blankprgver utfgrt av tre analytikere.

Analytiker JS) LR @H Snitt, alle
Resultat, ny enhet (ml), n=6 21,323 21,223 21,163 21,236
% RSD 0,077 0,136 0,283

Resultat, gammel enhet (ml), n=6 21,263 21,188

% RSD 0,264 0,160

Forskjellene mellom analytikerne er sma og akseptable. Det er ogsa sma forskjeller mellom ny og
gammel destillasjonsenhet.



3 Konklusjon

Basert pa denne valideringen er instrumentet gyldig fra og med 13. april 2015. Analyser av ringtester
og ammoniumsulfat viser at instrumentet har akseptabel riktighet. Presisjonsberegningen viste at
instrumentets repeterbarhet ogsa er godt innenfor hva som anses som akseptabelt.
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Vedlegg 1 - Valideringsplan

Instrumentet erstatter gammel Kjeldahl destillasjonsenhet. Samme maleprinsipp.

Analysemetode
Metodeansvarlig
Metodereferanse
Prgvetype (matrise)
Maleomrade

Grad av ekstern validering

Valideringsomfang

Valideringspunkt

AO05 Total flyktig nitrogen
AB

AOAC, 920.03

Fisk, fiskemel og for
0,010-1,0 %

Metoden er eksternt validert i en kollaborativ metodeavprgving

Verifisering av riktighet og presisjon, samt optimalisering av bruk av utstyr.

Aktivitet og krav Utfgres av

Tidsplan

1 Riktighet

Analyse av tidligere ringtester LR/JSS/AKG
Min 5 stk.

2013-4372-1

2013-5885-1

2014-1298-1

2014-2827-1

2014-2828-1

Krav: Godkjent EN-verdi for ringtestene

Analyse av kontrollprgve

Krav: Godkjente resultat etter vanlige regler for
kontrollprgve

n=20
Beregning av ny midtlinje GUHO

Analyse av ammoniumsulfat: LR/JSJ/AKG
Niva 0,05 % (n=6) og 0,15 % (n=6)

Uke 11-13

2 Presisjon

Presisjonsberegning basert pa analyser av ringtester og GUHO
kontrollprgver, beregning

Krav: Dagens krav til avvik mellom paralleller er 0,009 %

TFN. Nytt instrument bgr tilfredsstille dette kravet

Uke 13-15

3 Valideringsrapport

Sammenfatte resultatene i valideringsrapport. GUHO

Uke 15

4 Varsle NA

Varsle Norsk Akkreditering nar validering er utfgrt. GUHO/JWA

Uke 15



Vedlegg 2 - Riktighet

Tabell 1 Reanalyse av fem tidligere analyserte ringtestprgver fra AOCS.
A i Titr.volum, Titr.volum, ) )
Prgvenr. Dato | Innveid prgve (g) | Normalitet NaOH | % TFN | Gjennomsnitt
blindprgve (ml) | preve (ml)
5,0 0,1019 21,22 17,005 0,1199
2013-4372-1 | 23.03.15 0,12
5,0 0,1019 21,22 17,095 0,1177
5,0 0,1016 21,49 17,435 0,1154
2013-5885-1 | 05.03.15 0,12
5,0 0,1016 21,49 17,405 0,1162
5,0 0,1016 21,49 17,135 0,1239
2014-1298-1 | 05.03.15 0,12
5,0 0,1016 21,49 overtitrert -
5,0 0,1019 21,22 18,175 0,0869
2014-2827-1 | 23.03.15 0,087
5,0 0,1019 21,22 18,165 0,0872
5,0 0,1016 21,49 18,350 0,0893
2014-2828-1 | 05.03.15 0,090
5,0 0,1016 21,49 18,270 |0,0916
Tabell 2 Analyse av ammoniumsulfat ((NH4)250a).
) . Titr.volum, Titr.volum, . )
Prgve Dato | Innveid prgve (g) | Normalitet NaOH . % TFN | Gjennomsnitt
blindprgve (ml) | prgve (ml)
0,0289 0,1016 21,19 17,085 20,2184
Ammoniumsulfat | 13.04.15 20
0,0274 0,1016 21,19 17,380 19,7928




Vedlegg 3 - Presisjon

Tabell 3 Beregning av repeterbarhetsgrense for ringtester og kontrollpragver (fiskemel) analysert i
forbindelse med valideringen.
Prgve Analysedato Resultat 1 Resultat 2 Diff. DiffA2 Snitt Antall, n
2013-4372-1 23.03.15 0,1199 0,1177 0,00 0,0000 0,12 1
2013-5885-1 05.03.15 0,1154 0,1162 0,00 0,0000 0,12 2
2014-2827-1 23.03.15 0,0869 0,0872 0,00 0,0000 0,09 3
2014-2828-1 05.03.15 0,0893 0,0916 0,00 0,0000 0,09 4
KP8 06.03.15 0,1624 0,1646 0,00 0,0000 0,16 5
KP8 06.03.15 0,1679 0,1629 0,01 0,0000 0,17 6
KP8 06.03.15 0,1622 0,1671 0,00 0,0000 0,16 7
KP10 23.03.15 0,1570 0,1580 0,00 0,0000 0,16 8
KP10 19.03.15 0,1508 0,1496 0,00 0,0000 0,15 9
n= I:l SUM DA2= 0,000 Snitt= 0,13
Reproduserbarhet Repeterbarhet
Gjennomsnitt: 0,13 S, = ROT(SUM(D*D)/2K) 0,002
Standardavvik: 0,032 % RSD 1,4
r=28%*S, 0,005




Vedlegg 4 - Blankverdier

Tabell 4 Analyser av blankprgver utfgrt av forskjellige analytikere. To av analytikerne analyserte ogsé
blankprgver pd gammel destillasjonsenhet.
JS), LR,

Blank, nr. @H gammel JSJ, ny gammel LR, ny
1. titr.volum (ml) 21,145 21,345 21,325 21,205 21,235
2. titr.volum (ml) 21,090 21,315 21,345 21,210 21,255
3. titr.volum (ml) 21,210 21,195 21,315 21,200 21,190
4. titr.volum (ml) 21,105 21,245 21,305 21,195 21,225
5. titr.volum (ml) 21,190 21,245 21,340 21,200 21,185
6. titr.volum (ml) 21,240 21,230 21,310 21,120 21,245
Gjennomsnitt (ml) 21,163 21,263 21,323 21,188 21,223
Standardavvik (ml) 0,060 0,056 0,016 0,034 0,029
% RSD 0,283 0,264 0,077 0,160 0,136
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