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Sammendrag/anbefalinger: 

Det har blitt kjøpt inn et nytt spektrofotometer (Evolution 220, Thermo Scientific) til BioLab Nofima. I den 
forbindelsen har det blitt utført en validering som involverer kalibreringsstandarder fra produsenten og en 
test på normal distribusjon (t-test) på to metoder (Total fosfor, Tryptofan). Denne valideringen fant Evolution 
220 til å være et akseptabelt alternativ til det allerede benyttede spektrofotometeret (Helios Beta). På 
bakgrunn av noen instrumentbegrensninger må de aktuelle analysemetodene vurderes før de overføres til 
Evolution 220. 
 

English summary/recommendation: 

A new spectrophotometer (Evolution 220, Thermo Scientific) has been bought to our department BioLab in 
Nofima. In connection with the purchase there has been a validation involving calibration standards from the 
manufacture and a test of normal distribution (t-test) on two methods (Total Phosphor, Tryptophan). This 
validation concluded that Evolution 220 is an acceptable alternative to the already used spectrophotometer 
(Helios Beta). Because of some instrumental limitations with Evolution 220 the relevant methods must be 
reconsidered and possible edited before use.  
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1 Grad av verifisering 
 

I dag benyttes spektrofotometeret Helios Beta fra Thermo Scientific til samtlige spektrofotometriske 

analyser hos BioLab. Etter å ha foretatt en vurdering av behov og risiko ved kun å ha et instrument 

ble det besluttet å kjøpe inn et nytt. Evolution 220 ble vurdert av leverandøren Nerliens Meszansky 

til å være avtageren til Helios serien i denne produktkategorien og instrumentet ble installert 14-

15.01.13.    

 

Spektrofotometeret Helios beta benyttes per i dag innenfor metodene Anisidin, Total fosfor, 

Formaldehyd, TBA-tall, Tryptofan, Glykogen og Hydrolysegrad OPA. Valideringen tar utgangspunkt i 

den akkrediterte metoden Total fosfor og den uakkrediterte metoden Tryptofan. Valideringen vil 

også gi grunnlag for å verifisere spektrofotometeret for bruk av andre metoder. 

 

Den nødvendige valideringen for installering av et nytt instrument for analyse av Total fosfor og 

Tryptofan oppgis i tabell 1. Dette er hentet fra NMKL-Prosedyre NR.4 (2009) som angår “Validering av 

kjemiske analysemetoder”.1 

Tabell 1 Utdrag fra ‘Validering av kjemiske analysemetoder’ NMKL-Prosedyre NR.4 (2009). 

 

 Grad av ekstern validering Anbefalt intern validering 

2 
Metoden er eksternt validert i en kollaborativ metodeavprøving, 
men det anvendes en ny matrise eller et nytt instrument. 

Verifisering av riktighet og presisjon og 
eventuelt av kvantifiseringsgrense. 

 
 

Den akkrediterte metoden Total fosfor er eksternt validert gjennom ringtester fra AAFCO. Det har 

blitt installert et nytt instrument Evolution 220 og den samme prøvematrisen skal benyttes. Ut i fra 

Tabell 1 har det blitt vurdert nødvendig å utføre intern verifisering av riktighet og presisjon.  
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2 Validering 

2.1 Kalibrering av spektrofotometrene 
 

Både Helios Beta og det nye Evolution 220 har en CVC kalibreringskarusell som er sertifisert via 

Thermo Scientific. Denne kalibreringskarusellen har kalibrerte Holmium filter og absorbansfilter fra 

National Physical Laboratory (NPL) fra Storbritannia. Se Tabell 2. 

Tabell 2 Oversikt fra kalibreringssertifikat til CVC kalibreringskaruseller. 

Sertifisert bølgelengde [nm] 

(Helios Beta) 

Sertifisert bølgelengde [nm] 

(Evolution 220) 

287.6 ± 0.30 287.1 ± 0.30 

361.0 ± 0.30 361.3 ± 0.30 

536.5 ± 0.30 536.6 ± 0.30 

  

Sertifisert absorbans [A] 

(Helios Beta) 

Sertifisert absorbans [A] 

(Evolution 220) 

0.9275 ± 0.0060 (v/ 546.1 ± 0.3 nm) 0.9424 ± 0.0060 (v/ 546.1 ± 0.3 nm) 

 

Med unntak av små differanser i de sertifiserte bølgelengdene har begge spektrofotometrene 

tilsvarende bølgelengder for sertifisering og tilsvarende nøyaktighet i målingen av bølgelengdene. De 

aktuelle absorbansfiltrene for begge spektrofotometrene har en absorbans som ligger på samme nivå 

og de har identisk måleusikkerhet ved det nivået.  

2.2 Paret t-test 
Fra før er det allerede benyttede spektrofotometeret godkjent med tanke på riktighet og presisjon til 

de aktuelle metodene. Den enkleste måten å sammenligne de to spektrofotometrene på er å 

gjennomføre en paret t-test. En paret t-test er en sammenligning av den samme prøven analysert på 

to tilsvarende metoder der det antas at begge følger en normal distribusjon (95% konfidensintervall).  

2.2.1 Total fosfor 

Sammenligningen mellom Evolution 220 og Helios Beta ble gjennomført ved å analysere identiske 

prøver i de samme kyvettene med en tidsforskyvning på 0,5 timer. Se tabell 3. I metoden total fosfor 

var den eneste forskjellen i utførelsen av blankkorrigeringen. På grunn av instrumentelle 

begrensninger blir samtlige prøver analysert ved Evolution 220 korrigert for en blankprøve (vann), 

mens dette ikke er tilfellet for Helios Beta. Under metodeutførelsen ved Helios Beta blir den tillagde 

topunktskalibreringskurven ikke korrigert for en blankverdi, mens den hos Evolution 220 korrigeres 

for vann.    
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Tabell 3  Paret t-Test Evolution 220 - Helios Beta Total fosfor. 

 
Total fosfor Total fosfor 

   
 

Helios Beta Evolution 220 

   Prøvenummer Utført April 2013 Utført April 2013 d d-dsnitt (d-dsnitt)
2
 

KP 11 1,99 1,99 0,000 -0,020 0,000 

KP 11 2,01 2,01 -0,004 -0,025 0,001 

KP 11 1,97 1,99 -0,019 -0,039 0,002 

KP 11 2,02 2,02 -0,003 -0,024 0,001 

KP 14 2,08 2,05 0,032 0,011 0,000 

KP 14 2,02 2,02 0,006 -0,015 0,000 

13-1483-01 1,85 1,83 0,017 -0,004 0,000 

13-1483-01 1,82 1,80 0,021 0,000 0,000 

13-1563-01 1,11 1,10 0,019 -0,002 0,000 

13-1563-01 1,11 1,10 0,009 -0,012 0,000 

13-1564-01 1,83 1,80 0,030 0,010 0,000 

13-1564-01 1,88 1,82 0,060 0,040 0,002 

13-1568-01 0,63 0,61 0,022 0,001 0,000 

13-1568-01 0,67 0,64 0,032 0,012 0,000 

13-1650-01 1,89 1,86 0,032 0,011 0,000 

13-1650-01 1,88 1,86 0,027 0,007 0,000 

13-1354K 1,98 1,92 0,063 0,042 0,002 

13-1354K 1,96 1,95 0,005 -0,015 0,000 

13-1595K 1,99 1,95 0,034 0,014 0,000 

13-1595K 2,00 1,97 0,030 0,009 0,000 

  
sum 0,413 0,000 0,008 

  
snitt 0,021 

  
   

   
  

Ant frihetsgrader 19 

  

  

Avlest t (α=0,05) 2,08 

  

  

Sd 0,020 

  

  

t 4,421 

  

   

Signifikant avvik 

  

Ut ifra de gitte resultatene er det et signifikant avvik mellom de to metodene. Med tanke på den lille 

spredningen i resultatene kan denne verdien gi en feil framstilling. I metoden til Total fosfor 

aksepteres et avvik mellom parallellene på 0,15 i fosforinnhold. Ved å se på snittdifferansen mellom 

de oppnådde resultatene ved Helios Beta og Evolution 220 er den på 0,021. Så selv om t-testen gir et 

signifikant avvik ville fortsatt disse resultatene blitt godtatt som paralleller hvis kravet i metoden 

skulle vært avgjørende.  
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2.2.2 Tryptofan 

Sammenligningen mellom Helios Beta og Tryptofan ble foretatt i ulike kyvetter og med en 

tidsforskyvning på ca 24 timer. Som nevnt tidligere ved Total fosfor så er det instrumentelle 

begrensninger ved Evolution 220 som gjør at en blankkorrigering må utføres for hele prøveserien. I 

dette tilfellet ble HCl (6 N) benyttet, men siden både den regulære prøven og den opparbeidete 

blankprøven ble korrigert påvirker ikke dette resultatet. Det ble utført en paret t-test. Se Tabell 4. 

Tabell 4 Paret t-Test Evolution 220 - Helios Beta Tryptofan. 

 
Tryptofan Tryptofan 

   
 

Helios Beta Evolution 220 

   Prøvenummer Utført April 2013 Utført April 2013 d d-dsnitt (d-dsnitt)
2
 

Standard 1-1 0,12 0,126 -0,006 -0,003 0,000 

Standard 2 0,239 0,242 -0,003 0,000 0,000 

Standard 3 0,461 0,467 -0,006 -0,003 0,000 

Sample 1-1 0,626 0,612 0,014 0,017 0,000 

Sample 1-2 0,621 0,625 -0,004 -0,001 0,000 

Sample 2-1 0,213 0,212 0,001 0,004 0,000 

Sample 2-2 0,24 0,253 -0,013 -0,010 0,000 

Sample 3-1 0,249 0,255 -0,006 -0,003 0,000 

Sample 3-2 0,252 0,254 -0,002 0,001 0,000 

  
sum -0,025 0,000 0,000 

  
snitt -0,003 

  
  

Antall prøver (n) 9 

  
  

Ant frihetsgrader 8 

  

  

Avlest t (α=0,05) 2,306 

  

  

Sd 0,007 

  

  

t -1,132 

  

   

Ikke signifikant avvik 

  

Ut ifra de gitte resultatene er det ikke et signifikant avvik mellom de to metodene. På bakgrunn av 

dette antas riktigheten og presisjonen hos Evolution 220 til å være tilsvarende som hos Helios Beta.  

2.3 Måleusikkerhet 
Måleusikkerheten i instrumentene er gitt av produsenten Thermo Scientific, og det står oppgitt i 

Tabell 5. Se vedlegg 1 og 2. 

Tabell 5 Måleusikkerhet oppgitt fra Thermo Scientific. 

Modell 1 A [A] 0,5 A [A] 

Evolution 220 ± 0,006 ± 0,004 

Helios Beta ± 0,005 - 
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En sammenligning mellom de målte absorbansene til Evolution 220 og Helios Beta viser at de 

prøvene med størst differanse i fosforinnholdet har de laveste absorbansverdiene. Se 13-1568-01 i 

Tabell 6.  

Tabell 6  Målt absorbans og differanse i fosforinnhold Evolution 220, Helios Beta. 

Prøvenummer Evolution 220 [A] Helios Beta [A] 
Differanse i fosfor innhold 

[%] 

KP 11 0,428 0,459 0,0 

KP 11 0,433 0,463 0,2 

KP 11 0,431 0,458 1,0 

KP 11 0,437 0,467 0,2 

KP 14 0,44 0,477 -1,5 

KP 14 0,43 0,462 -0,3 

13-1483-01 0,402 0,437 -0,9 

13-1483-01 0,386 0,422 -1,1 

13-1563-01 0,238 0,277 -1,7 

13-1563-01 0,246 0,283 -0,8 

13-1564-01 0,384 0,422 -1,7 

13-1564-01 0,395 0,439 -3,2 

13-1568-01 0,142 0,184 -3,5 

13-1568-01 0,148 0,192 -4,8 

13-1650-01 0,406 0,444 -1,7 

13-1650-01 0,406 0,443 -1,4 

13-1354K 0,422 0,466 -3,2 

13-1354K 0,429 0,461 -0,3 

13-1595K 0,425 0,463 -1,7 

13-1595K 0,423 0,46 -1,5 

 

Ved å ta hensyn til en måleusikkerhet på ±0,004A vil dette kunne utgjøre en usikkerhet i 

absorbansmålingene på mellom 2,2 – 2,8 % til målingene hos 13-1568-01. Denne usikkerheten vil da 

kun forklare deler av differansen i fosforinnholdet.  

Ut ifra Tabell 6 observeres det en trend med tanke på differansen i fosforinnholdet. De fleste 

resultatene fra Evolution 220 er lavere enn hos Helios Beta. Grunnen til dette ligger i den tidligere 

nevnte blankkorrigeringen som utføres ved Evolution 220. 
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3 Konklusjon 

Det nyinnkjøpte spektrofotometeret Evolution 220 er med bakgrunn i sammenligningen hos 

metodene Total fosfor og Tryptofan et akseptabelt alternativ til det allerede benyttede Helios Beta 

systemet. Før de forskjellige metodene utføres på Evolution 220 anbefales det å sjekke om det 

forekommer endringer i selve metoden på bakgrunn av instrumentelle begrensninger ved Evolution 

220. Metodene Total fosfor og Tryptofan godkjennes for bruk ved Evolution 220, men det kreves en 

endring i selve metodebeskrivelsen. 
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5 Vedleggsliste 

 

1. Produktspesifikasjoner Helios Beta. 

2. Produktspesifikasjoner Evolution 220. 

3. Total fosfor: Topunktskalibreringskurve ved Helios Beta. 

4. Total fosfor: Analyseresultater ved Helios Beta. 

5. Total fosfor: Innveiingsdata til analyserte prøver. 

6. Total fosfor: Analyseresultater ved Evolution 220. 

7. Tryptofan: Analyseresultater ved Helios Beta. 

8. Tryptofan: Analyseresultater ved Evolution 220. 
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3. Total fosfor: Analyseresultater ved Helios Beta 

  



 

 
 

4. Total fosfor: Innveiingsdata til analyserte prøver 

  



 

 
 

5. Total fosfor: Analyseresultater ved Evolution 220 

  



 

 
 

6. Tryptofan: Analyseresultater ved Helios Beta 

  



 

 
 

7. Tryptofan: Analyseresultater ved Evolution 220 
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