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Sammendrag

For optimal utnyttelse av avfallet fra sjgmatindustrien, blir det dannet restrastoffprodukter.
Disse produktene brukes blant annet som kosttilskudd til mennesker og dyrefér, og et eksempel
pa restrastoff er fiskeolje. Restrastoff kan inneholde miljggifter, eksempelvis tungmetaller og
dioksiner. Miljggifter i hgye doser er helseskadelig for mennesker og dyr. Derfor har Den
europeiske union satt en grense for maksimal mengde tillatt miljggifter i restrastoffprodukter.
Verdien for mengden miljggifter skal utgis ved standardbenevning pg/g 12 % moisture content,
slik at det er et felles sammenligningsgrunnlag. Vannmengden i marine restrastoffprodukter

bestemmes av den grunn, for & kunne omregne til standardbenevningen.

Vanninnholdet i restrastoffprodukter bestemmes blant annet ved a benytte en metode kalt Karl
Fischer-titrering. Karl Fischer-titrering er en redokstitrering som baserer seg pa en kjemisk
reaksjon mellom vann og jod, samt en base, en alkohol og svoveldioksid. Titreringen foregar
enten volumetrisk eller coulometrisk, og deteksjonen tar utgangspunkt i redoksparet jod og

jodid. Den forbrukte mengden av jod tilsvarer vannmengden i produktet.

Hensikten med oppgaven er & metodevalidere et Karl Fischer-titreringsinstrument; TitroLine®
7500 KF. Ulike marine restrastoffprodukter; fiskeolje, fiskemel, ensilasje og vannfraksjon, ble
analysert for & undersgke om matriksene er egnet til bruk pa dette instrumentet.
Metodevalideringen ble gjennomfart med fiskeolje. VValideringsparametrene som ble testet var
linearitet, riktighet, neyaktighet, repeterbarhet, reproduserbarhet, holdbarhet og robusthet.
Resultatet fra valideringen var at alle analysene var innenfor de fastsatte kravene for

valideringen og instrumentet kan derfor tas i bruk.

Fiskeolje er en egnet matriks for dette instrumentet. Fiskemel er ikke et egnet prevemateriale,
da det ikke lgses opp tilstrekkelig. Ensilasje og vannfraksjon er egnede prevematerialer, men
det ligger usikkerhet i oppnadde resultater, da det ikke har blitt utfart metodevalidering pa disse
matriksene. For & sikre resultatene ma det gjennomfares metodevalideringsanalyser med

disse matriksene.






Abstract

To achieve optimum use of the waste created from the seafood industry, marine by-products
are manufactured. These products can be used as food supplement to humans and animals, and
an example is fish oil. Marine by-products can contain environmental contaminants, in example
heavy metals or dioxins. Contaminants in high doses are not health beneficial for humans and
animals. Therefore, the European union has decided a maximum allowed quantity of these
contaminants in marine by-products. The quantity of contaminants is to be given with the
standard unit pg/g 12 % moisture content; this creates a basis for comparison. The water content

must be determined to do a conversion to the standard unit.

Water content in marine by-products can be determined by using Karl Fischer titration. Karl
Fischer titration is a redox titration that is based on a chemical reaction between iodine and
water, in addition to an alcohol, sulfur dioxide and a base. The titration can be either volumetric
or coulometric, and the detection is based on the redox pair consisting of iodine and iodide. The

amount of consumed iodine is equal to the amount of water in the marine by-products.

The purpose of this study is to validate a Karl Fischer titrator; TitroLine® 7500 KF. Different
marine by-products: fish oil, fishmeal, silage and water fraction, were analysed to study these
matrixes’ suitability with use of this instrument. The validation was completed with fish oil.
The validation parameters that were tested were linearity, accuracy, trueness, repeatability,
reproducibility, storage stability and robustness. All the parameters were acceptable, and the

instrument can therefore be taken in to use.

Fish oil is a suitable matrix for this instrument. Fish meal is not suitable, because it does not
dissolve adequately. Silage and water fraction are suitable matrixes, but there lies an uncertainty
in the achieved results, since a validation have not been executed with these matrixes. To ensure

the results, it is necessary to perform method validation analyses with these matrixes.
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1.0 Bakgrunn

Den bla gkonomien, og gkt gkonomisk gevinst fra havet, er forventet & veere en stor del av
Norges gkonomi i kommende ar og dette stiller krav til forbedret bruk av havets ressurser. |
tillegg til 'rene’ fiskeprodukter brukt til mat og for, er sakalt restrastoff en viktig inntektskilde
for den norske sjgmatindustrien. 1 2013 ga norsk restrastoff en omsetning pa 2,5 milliarder
norske kroner, og i 2016 ble det anslatt at 688 000 tonn restrastoff ble utnyttet fra fiskeri- og
havbruksneeringen i Norge [1]. Men selv om fisk og sjemat er a betrakte som sunn mat, sa
inneholder disse produktene ogsa stoffer som ikke er gnskelige for human konsumpsjon eller i
for. Dette kan veere miljegifter som for eksempel tungmetaller og dioksiner, som har negativ

effekt pa menneskelig helse [2].

Den europeiske union (EU) har satt en grense for maksimalt innhold av ulike miljagifter i
marine restrastoffprodukter [2]. Grensen EU har satt er oppgitt i pg/g 12 % moisture content.
For a kunne sammenligne malte verdier av miljggifter opp mot grensen til EU, er det ngdvendig
a ha samme benevning pa resultatene. Vannmengden i produktene ma veere kjent for a kunne

regne om til 12% moisture content [3][4].

Det finnes flere mater & bestemme vanninnholdet pa, én av dem er Karl Fischer-titrering [5]. Et
instrument som benytter seg av Karl Fischer-titrering er TitroLine® 7500 KF [6]. Hensikten
med denne oppgaven er & metodevalidere dette instrumentet for & sikre metodens analytiske

kvalitet og palitelighet til & finne vannmengden i fiskeolje.

1.1 Marint restrastoff

Marint restrastoff er rester fra fisk og skalldyr, eksempelvis bein, hoder og annet slo, etter at
gnskede deler har blitt fjernet, til eksempelvis matproduksjon [7]. Restproduktene fra
fiskeindustrien kan benyttes til & produsere blant annet fiskeolje, gjedsel og dyrefor [8].
Fiskeolje bestar i stor grad av mettede og umettede fettsyrer, og benyttes som kosttilskudd for
humant bruk og som tilsetning i dyrefor [9][10]. Vanninnholdet i fiskeolje forventes a vere lite
[11]. Ved tillaging av fiskeolje, kokes og presses rester fra fisk sammen. Ved pressing, vil
vaesken bestaende av vann, olje og sma fiskerester bli tilgjengelig. Fiskerestene fjernes, og vann
og olje separeres far videre tilberedelse av oljen kan foregd. Vannet som fjernes kalles
vannfraksjon [12]. Videre kan vannfraksjonen fordampes og terkes, slik at proteinene er

gjenveerende. Proteinene brukes videre i tillaging av for eksempel fiskemel [13].



Andre marine restrastoffprodukt er ensilasje og fiskemel. Ensilasje bestar av hakkede
fiskeprodukter og et konserveringsmiddel. Konserveringsmiddelet tilsettes for & bevare
produktet, og det som brukes oftest er maursyre. Ensilasje blir benyttet i for og som gjadsel

[14]. Fiskemel har et hgyt proteininnhold og brukes i for til husdyr og oppdrettsfisk [15].

Restrastoffprodukter kan bli kontaminert under oppbevaring, transport og produksjon, eller pa
grunn av forurensing i marine gkosystemer [16]. Miljggifter er kjemikalier som er giftige og
har lang nedbrytningstid i naturen [17]. Etter bestemmelse av miljegiftmengden i

restrastoffprodukter, bestemmes vanninnholdet for a omregne verdien til 12 % moisture

content.

1.2 Metoder for bestemmelse av vanninnhold

Det finnes primare og sekundzare metoder for & bestemme vanninnholdet i en prgve. Primare
metoder maler faktisk vannmengde. Eksempler pa metoder er destillasjon og tarking, som er
fysisk separasjon av vann. Andre primare metoder er kvantitative kjemiske reaksjoner med
vann, der to eksempler er Karl Fischer-titrering og produksjon av acetylen (CzH) eller

hydrogengass (Hz) [5].

Destillasjon er en ikke selektiv metode for vannbestemmelse, da andre vannlgselige stoffer,
eksempelvis etanol og glyserol, kan opptre pa samme vis som vann i destillasjonsprosessen og
fore til falskt forhgyet vanninnhold [18]. Tarkemetoder er enkle analyser & utfare, men ulempen
med slike analyser er at massen av prgven far tarkeprosessen minus massen etter tarkeprosessen
ngdvendigvis ikke gir eksakt verdi pa vanninnholdet, da andre flyktige stoffer ogsa kan ha

fordampet slik vann gjar [5]. Dette vil gi falskt forhgyet vanninnhold.

I den kjemiske metoden der gassene CoH: eller Hz blir produsert, reagerer vann henholdsvis
med stoffene kalsiumkarbid (CaC:) og kalsiumhydrid (CaH2). Mengden gass som ansamles er
proporsjonal med vanninnholdet. Ulempen med denne metoden er at gassvolumet er avhengig

av temperatur og trykk.

Sekundzere metoder gir et estimat over vanninnholdet. Slike analyser kan veaere fysisk
bestemmelse av egenskaper som er avhengig av vannmengden, et eksempel er densitometri.
Andre analyser er maling av karakteristiske egenskaper til vannmolekylet, her kan for eksempel
NMR spektroskopi brukes. Analyser der det bestemmes egenskaper som er avhengig av

vannmengden gir ofte uspesifikke mal pa vanninnholdet, og kan kun benyttes ved praver som



inneholder fa komponenter. Analyser som maler karakteristiske egenskaper til vannmolekylet,
registrerer for det meste kun fritt vann i praven og derfor ikke faktisk vanninnhold [5].

Karl Fischer-titrering er en kvantitativ kjemisk metode som baserer seg pa en spesifikk reaksjon
med vann, ved bruk av redokstitrering. Den spesifikke reaksjonen er mellom vann og jod, samt
svoveldioksid, en base og en alkohol. Metoden er selektiv og sammenlignet med andre metoder
brukt til vannbestemmelse, vil ikke andre flyktige stoffer interferere eller ta del i reaksjonen
under analysen. Titreringsmetoden er ogsa sensitiv, det betyr at ogsa sma mengder av vann kan
detekteres. Det er hensiktsmessig nar prevematerialet som skal analyseres inneholder lite vann,
som for eksempel fiskeolje [18].

1.3 Karl Fischer-titrering

Karl Fischer-titrering er en titreringsmetode. Titrering er en kvantitativ kjemisk analyseteknikk
som benytter en kjemisk reaksjon for a finne ukjent konsentrasjon av en analytt i en lgsning
[19]. En titrant, som er en lgsning med Kkjent konsentrasjon, tilsettes lgsningen med analytten,
og det skjer en reaksjon mellom titrant og analytt. Tilsettelse av titrant skjer frem til reaksjonen
har nadd endepunktet, hvor alt av analytten er omgjort. Reaksjonen i en titrering kan veere en
syre-base-reaksjon, en utfellingsreaksjon eller en redoksreaksjon [20]. Karl Fischer-titrering er

en type redokstitrering [11].

En redoksreaksjon bestar av en oksidasjon og en reduksjon. Et molekyl vil gi fra seg elektroner,
elektrondonor, og blir selv oksidert, og et molekyl vil motta elektronene, elektronmottaker, og
blir selv redusert. Dette prinsippet benyttes innen Karl Fischer-titrering, ved at det skjer en

redoksreaksjon mellom jod og jodid [21].

1.3.1 Kjemisk reaksjon

Karl Fischer-titreringsprinsippet ble utviklet av kjemikeren Karl Fischer [11]. I utviklingen av
prinsippet tok Fischer utgangspunkt i Bunsen-reaksjonen, se formel 1. For & ngytralisere
syreproduktene svovelsyre (H2SO4) og hydrogenjodid (HI), ble basen pyridin (CsHsN, Py)
tilsatt. Dette var ngdvendig for a skyve likevekten mot hgyre, pa grunn av Le Chateliers prinsipp
[22][20]. Ved tilsettelse av pyridin kom Fischer frem til en ny formel, men denne viste seg a ha
ukorrekt stgkiometrisk forhold. Smith, Bryant og Mitchell kom frem til det korrekte
stokiometriske forholdet som er H20 : I2 : SOz : pyridin : CHsOH =1:1:1:3:1, vistien

totrinnsreaksjon, se formel 2 [23].



I, + SO, + 2H,0 — 2HI + H,S0, 1)
Trinn1: 1, + SO, + 3Py + H,0 - 2PyH*I~ + PySO3 (2)
Trinn 2: PySO; + CH;0H — PyH*CH5S0,

Verhoef og Barendrecht oppdaget senere at svoveldioksid (SO) ikke er den reaktive
komponenten i reagenset, men heller forbindelsen (SO3CHz") som svoveldioksid danner med
metanol (CH3OH) vist i formel 3. Pyridin, som tidligere ble benyttet til & ngytralisere syrer, kan
byttes ut med andre egnede baser, da pyridin ikke har annen kjemisk effekt enn & veere en buffer.
Sammen med valgt base (RN) danner SO og metanol et kompleks, vist i formel 4. Dette
komplekset er med i den fullstendige ligningen som Verhoef og Barendrecht kom frem til, vist
i formel 5 [23].

2CH;0H + SO, » CH;0H; + SO;CH; 3)
CH;0H + SO, + RN - (RNH)S0;CH, (4)
H,0 + I, + (RNH)*SO5CH; + 2RN — (RNH)*S0,CH; + 2(RNH)*I~ (5)

I formel 5 er metanol benyttet som alkohol, men metanol kan erstattes av andre egnede
alkoholer uten at det vil pavirke stakiometrien. Dermed kan den mer generelle likningen vist i
formel 6 benyttes. ROH er egnet alkohol og RN er egnet base [22]. R er en forkortelse for en
alkyl- eller en arylgruppe [20].

ROH + SO, + 3RN + I, + H,0 » (RNH)SO,R + 2(RNH)I (6)

Den generelle reaksjonsligningen viser at alkohol danner et kompleks med svoveldioksid, basen
og oksygenet fra vannmolekylet. Jod reduseres til jodid og binder seg til basen. Siden det
stakiometriske forholdet mellom jod og vann er 1:1, vil mengde detektert jod vaere proporsjonal

med mengde vann i prgven [5].

1.3.2 Deteksjon
Prinsippet til Karl Fischer-titrering gar ut pa a benytte jod og jodid som redokspar, for a

bestemme vannmengden i en pragve. | en Karl Fischer-titrering kan det benyttes ulike teknikker
for & detektere redoksreaksjonen til jod/jodid. Teknikkene er volumetrisk titrering og

coulometrisk titrering [22].

Volumetrisk Karl Fischer-titrering foretrekkes nar forventet vanninnhold i en prave er 100 parts
per million (ppm) til 100%. Prinsippet for volumetrisk titrering er at jod blir tilsatt preven via

en byrette under titreringen. Volumetrisk titrering benytter blant annet amperometrisk



detektering til a bestemme mengden analytt i praven. Det betyr at spenning tilfgres til en dobbel

platinumelektrode og det vil ga en stram mellom elektrodene, som males.

Nar jod tilsettes til pravekammeret, skjer det en reduksjon av jod til jodid ved katoden og ved
anoden vil jodid bli oksidert til jod, se formel 7 og 8. Elektroner vandrer i kretsen, og det blir
gkt stram. Nar alt jod er redusert til jodid, gar det ikke elektroner mellom elektrodene og
strammen vil falle til null, sdkalt «dead stop». Dette fordi reduksjonen ved katoden oppharer
og det blir en gkning i motstanden mellom elektrodene. | «dead stop» har titreringen nadd
endepunktet [23][11].

Reduksjon: I, + 2e~ — 21~ (7
Oksidasjon: 21~ + 2e™ - I, (8)

Coulometrisk titrering er en annen teknikk for & detektere vanninnholdet i en prave, og
foretrekkes nar forventet vanninnhold er mellom 1 ppm til 5%. Prinsippet for deteksjonen er at
jod blir generert elektrokjemisk under titreringen, ved oksidasjon av jodid til jod ved anoden.
Vanninnholdet i prgven vil veere proporsjonal med mengden jod som genereres i den

elektrokjemiske cellen og uttrykkes i elektrisk stram (C) [22].

1.3.3 Lgsemiddel
| utfgrelsen av en Karl Fischer-titrering er valg av korrekt lgsemiddel en viktig faktor. Det er

ngdvendig at lasemiddelet har evne til a frigi vannet i praven, da det kun er fritt vann som kan
detekteres ved bruk av Karl Fischer-titrering [22]. Lesemiddelet som benyttes ma veere i
stekiometrisk forhold 1:1 til analytten, og ma ha evnen til & lgse opp komponenter i prgven og

produkter fra titreringen.

Metanol har god evne til & lgse opp vann som er bundet til andre molekyler i prgven, og har
ogsa evne til & lgse opp produktene som dannes under titreringen. Dermed hindrer metanol
utfellinger som kan avsettes pa elektroden og interferere med deteksjonen. Propanol og
heksanol er lgsemidler som er egnet for lipidiske stoffer, enten alene eller i lgsning med
metanol, og kan derfor vaere ngdvendig & benytte ved titrering av oljer, som for eksempel
fiskeolje [11] [22]. For ulgselige faste stoffer, eksempelvis fiskemel, er det ngdvendig med en
ekstraksjonsprosess for & frigi vannet i preven. Til ekstraksjonen kan prgven blandes med
lgsemiddelet formamid. | tillegg kan preven mekanisk blandes eller vere i ultrasonisk vannbad

i en viss tid, for a ytterligere akselerere ekstraksjonsprosessen [22].



1.3.4 Standardisering

En standardisering, ogsa kalt en titerbestemmelse, gjeres for & undersgke om konsentrasjonen
til titranten er over oppgitt verdi for effektivitet [24]. Konsentrasjonen males ved a se om et gitt
volum av titranten vil finne en eksakt verdi av vann i prgven. Det benyttes en standardisert
preve med kjent konsentrasjon av vann til dette [25]. Konsentrasjonen til titranten kan endres
hvis den blir utsatt for luft eller temperaturendringer, og derfor gjennomfares titerbestemmelse
regelmessig. | tillegg til & finne konsentrasjonen til titranten vil en titerbestemmelse gi en
indikasjon pa om byretten fungerer, om titreringssystemet er tett og om endepunktet detekteres
[22].

1.3.5 TitroLine® 7500 KF

TitroLine® 7500 KF er et automatisert Karl Fischer-titreringsinstrument som benytter
volumetrisk titrering til bestemmelse av vanninnhold. Instrumentet bestar blant annet av en
motorisert pistonbyrette, dobbel platinumeleketrode og annet nedvendig titreringsutstyr.
Instrumentet benytter seg av to typer reagenser; titrant og lgsemiddel, sakalt «solvent».

Titreringen gjennomfgres med enten 1-komponent eller 2-komponent reagenser [6].

| 1-komponent reagens vil alle de reaktive komponentene vere tilstede i titranten. Titranten
inneholder jod, svoveldioksid og en base lgst i en alkohol. Eksempelvis er en egnet base
imidazole (CsHsN2) og en egnet alkohol metanol. Lagsemiddelet, «solvent», inneholder kun
metanol. | 2-komponent reagens er de reaktive komponentene fordelt i to Igsninger; titranten
og lgsemiddelet. Titranten inneholder kun jod lgst i metanol, mens lgsemiddelet inneholder

svoveldioksid og imidazole lgst i metanol.

Fordelen med 1-komponent reagens er at de er billigere & bruke, men de har mindre stabilitet
og titreringen tar lengre tid enn med 2-komponent reagens. 2-komponent reagens har derimot

stabilitet over lengre tid, som gir bedre holdbarhet, og blir derfor foretrukket.

Ulike titranter kan inneholde ulik mengde jod, eksempelvis Titrant 2, som inneholder 2 mg/mL
jod, og Titrant 5, som inneholder 5 mg/mL jod. Titrant 2 benyttes nar den forventede
vannmengden er mindre enn 1000 ppm og Titrant 5 benyttes nar den forventede vannmengden
er 1000 ppm til 100% [22].

1.3.6 Beregning
For beregning av malt vannmengde ved bruk av Karl Fischer-titrering, benyttes formel 10. Det
kreves en korrekt titerverdi til beregningen av vanninnholdet. For a bestemme denne verdien

utfgres det en titerbestemmelse med en vannstandard. Titerverdien bestemmes ved bruk av



formel 9. TitroLine® 7500 KF tar utgangspunkt i formlene nedenfor nar vanninnholdet skal
bestemmes, i tillegg benytter instrumentet konverteringsfaktorer. Instrumentet har muligheten

til & gi ut vanninnholdet med benevningene (mL), (%) og (ppm) [6].

Titerverdi (mg/mL) = Vannvekt (mg) ©

Forbrukt volum titrant (mL)

Forbrukt volum av titrant (mL) * titerverdi (%)*100%

% —vann = (10)

Prgvevekt (g)

1.3.7 Eliminasjon av interferenser

Fuktighet
Siden Karl Fischer-titrering detekterer vann, vil fuktighet fra luften vaere en interfererende

faktor. Fuktighet vil ha mulighet til a trenge inn i pravekammeret ved tilsettelse av prave eller
trenge inn i reagenser ved preparering av analyseinstrumentet [11]. Dette vil pavirke
analyseresultatet. For & eliminere dette, gjennomfarer instrumentet TitroLine® 7500 KF en
pretitrering, sakalt «conditioning», der det beregnes en drift-verdi [6]. Drift-verdien oppgis i
pg/min og indikerer mengden vann som kommer inn i titreringssystemet over en gitt tid. Den
beregnede drift-verdien trekkes fra det beregnede vanninnholdet i preven. | tillegg har
instrumentet et tarkemiddel, molekylsikt, som vil absorbere fuktighet fra bade prevekammer

0g reagenser [22].

pH

Karl Fischer-titrering utfgres i pH-omradet 5,5 til 8. Basen imidazole forhindrer eventuelle
dannelser av syreprodukter, og sgrger for en stabil pH. pH under det optimale omradet farer
til langsom titreringsreaksjon eller at titreringsreaksjonen ikke nar endepunktet. En pH som er
hagyere enn 8 gjer at vanndeteksjon ikke er mulig, da et alkalisk miljg gir interferenser i form
av sidereaksjoner [11].

Sidereaksjoner

Spesifikk deteksjon av vann er ngdvendig for at det ikke dannes sidereaksjoner. Det er
hovedsakelig tre sidereaksjoner som kan oppsta under en Karl Fischer-titrering; med metanol,
med vann og med jod. Disse sidereaksjonene kan fare til at det detekteres falskt forhgyede eller

falskt for lave mengder av vann i prgven [22]. Sidereaksjoner oppstar sjeldent [11].

En mulig sidereaksjon er mellom metanol og aldehyd, ketoner eller karboksylsyrer. Metanol
kan reagere med aldehyder (acetaldannelse), ketoner (ketaldannelse) eller karboksylsyrer i
prgven, og det dannes H2O. Dette vil fgre til falskt forhgyede verdier. For & eliminere disse

sidereaksjonene brukes andre alkoholer enn metanol i lesemiddelet.



En annen mulig sidereaksjon er med vannet i prgven. Vann kan forbrukes ved at ketoner og
aldehyder reagerer med svoveldioksid og basen i prgven, og danner bisulfitt, hvilket gir falskt
for lav vannmengde. For a korrigere for sidereaksjonen kan titreringen blant annet startes rett

etter tilsettelse av preven, slik at bisulfitt ikke dannes [22].

Hvis prevematerialet inneholder et oksidasjonsmiddel som kan oksidere jodid til jod,
eksempelvis Cu?*, Fe** og Cly, vil jod som har blitt produsert reagere med vann i prgven og det
vil detekteres falskt for lavt vanninnhold. Sidereaksjoner med jod kan ogsa gi falskt forhgyede
vannverdier og dette kan oppstda hvis prgvematerialet inneholder reduksjonsmidler,
eksempelvis ammoniakk, eller ioner av thallium (TI*) eller tinn (Sn*), som farer til reduksjon
av jod til jodid. Eliminasjon av sidereaksjoner med jod er vanligvis ikke mulig, og derfor bar
det benyttes andre metoder til vannbestemmelse nar det mistenkes at preven inneholder

oksidasjons- eller reduksjonsmidler [26].

1.4 Metodevalidering

Metodevalidering er undersgkelser av en metodes evne til 2 oppna gnsket formal, og i hvor stor
grad av sikkerhet analysesvaret kan sies a veere korrekt. Eksempler pa tester utfart ved en
metodevalidering er testing av parametre som riktighet, presisjon, spesifisitet, linearitet og
robusthet. Hvilke parametre det testes pa og antall ulike parametre som testes, avhenger av
behovet til instrumentet eller metoden som skal valideres [27].

1.4.1 Riktighet og ngyaktighet

Riktighet er forskjellen mellom sann verdi og middelverdien til et utvalg prever. Riktigheten
testes for & undersgke om metoden gir korrekt svar. Dette gjares ved a analysere prgver med
kjent konsentrasjon. Konsentrasjonen til de kjente prevene skal ha hgy sikkerhet og
dokumentert sporbarhet. Ngyaktighet tilsier i hvilken grad et svar avviker fra en kjent verdi.
Ngyaktighet kan blant annet undersgkes ved a pipettere 20 paralleller av en prgve med kjent
verdi [27].

1.4.2 Presisjon

Presisjon er et mal pa overenstemmelsen mellom uavhengige paralleller av samme prave.
Presisjon angis som variasjonskoeffisient (CV) eller standardavvik (SD). Metodens presisjon
vurderes ved a gjennomfare to ulike analyser; repeterbarhet og reproduserbarhet. Repeterbarhet
er innen-serie presisjon. Denne kan undersgkes ved a se pa differansen mellom verdiene til flere

paralleller av den samme prgven. Differansen mellom parallellene ma vare lavere enn et satt



krav til analysens presisjon. Det er en forutsetning at malingene er utfgrt med samme
betingelser. Reproduserbarheten er mellom-serie presisjon og testes ved a utfare flere malinger
av samme prgve med ulike betingelser, differansen mellom malingene ma ogsa falle innenfor

et satt presisjonskrav [27].

1.4.3 Linearitet

Linearitet undersgkes med avhengige data for & kartlegge variablenes sammenheng. Linearitet
kan undersgkes ved a velge prgver med kjent verdi, som strekker seg over et bredt
konsentrasjonsomrade, for deretter a plotte verdiene inn i et diagram. En trendlinje trekkes
mellom punktene i diagrammet, og ut ifra denne linjen vises en determinasjonskoeffisient (R?)
og en regresjonsligning. Determinasjonskoeffisienten benyttes til & beregne korrelasjons-
koeffisienten (r) [27].

Korrelasjonskoeffisienten er et matematisk tall fra —1 til 1 som tilsier ssmmenhengen mellom
to variabler. En verdi pa 1 tilsvarer et fullstendig positivt linezert forhold mellom variablene, en
verdi pa -1 tilsvarer et fullstendig negativt linezert forhold, og en verdi pa 0 tilsvarer et ikke-
lineeert forhold [28]. Ved ikke-linezre forhold kan det veere at korrelasjonskoeffisienten ikke
uttrykker noe meningsfullt. En verdi over 0,9975 regnes som god korrelasjon, og vil si at det er
et lineaert forhold mellom variablene. Regresjonsligningen (y = ax + b) bestar av to konstanter
aog b, der a er stigningstall og b er skjeeringspunkt [27]. Hvis a har en verdi pa 0, betyr det at
forholdet mellom x og y ikke er lineart avhengig. En forandring i x-verdier vil ikke pavirke y-
verdier [29].

1.4.4 Overdragning
Overdragning, sakalt carry-over, er kontaminasjon fra tidligere malte prgver i instrumenter der

det benyttes samme pravekuvette eller prgvekammer. Ved hgye konsentrasjoner av gitt analytt,
kan det oppsta oppsamling i kuvetten. Det vil pavirke den neste prgven som skal analyseres pa
instrumentet. For & undersgke carry-over, kan det analyseres vekselvis pragver med hgye og lave
konsentrasjoner, og beregnes en verdi [27].

1.4.5 Gjenfinning
For a undersgke om det i lgpet av preparering av prgven har blitt en redusert mengde analytt

eller at sidereaksjoner har fert til en gkning av analytten, kan det testes pa metodens gjenfinning,
sakalt «recovery». Dette gjeres ved a tilsette en kjent mengde analytt til praven og undersgke

hvor stor mengde av den samme analytten metoden klarer a gjenfinne [30].



1.4.6 Spesifisitet
Spesifisitet er metodens evne til a detektere kun det den skal detektere. Eksempelvis vil det si

at ved maling av vannmengden, skal ikke andre analytter pavirke resultatet hvis metodens
spesifisitet er god. For & undersgke metodens spesifisitet kan det tilsettes en kjent mengde
analytt til en preve og sa males konsentrasjonen til denne analytten. Deretter sammenlignes

malt konsentrasjon med tilsatt konsentrasjon [27].

1.4.7 Holdbarhet
Undersgkelse av holdbarhet innebzrer & se om lagring av preven vil pavirke analyseresultatet.

Dette gjeres ved a analysere en prave rett etter prgvetaking, og sammenligne resultatet med
resultatet fra malinger gjort pa prever som har statt til lagring. Betingelser for lagring, som for

eksempel tidsrom eller oppbevaringssted, ma bestemmes etter behov [27].

1.4.8 Robusthet
Robusthet vil si en metodes evne til & tale endringer, uten at det pavirker resultatet. Endringer

betyr fysikalske faktorer som spiller inn pa det ytre forhold. Eksempler pa faktorer er transport
av praver, skifte av reagenser, temperatur og pH. Eksempelvis vil en robust metode kunne

detektere riktig analysesvar selv om reagenset skiftes [27].
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2.0 Problemstillinger

Malet med oppgaven er a metodevalidere det automatiserte instrumentet TitroLine® 7500 KF
som benytter Karl Fischer-titrering, samt a skrive en prosedyre for bruk av instrumentet.

Felgende problemstillinger er utarbeidet:

— Kan instrumentet TitroLine® 7500 KF valideres, med bruk av fiskeolje som prove-
materiale, ut ifra de kravene som er satt til de ulike metodevalideringsparametrene;
riktighet, linearitet, ngyaktighet, repeterbarhet, reproduserbarhet, holdbarhet og

robusthet?

— I hvilken grad er TitroLine® 7500 KF et egnet instrument til & bestemme vanninnholdet

i de ulike marine restrastoffproduktene; fiskeolje, ensilasje, vannfraksjon og fiskemel?

11



3.0 Materialer og metoder

3.1 Prgvematerialer

Matriksen som ble benyttet til de ulike analysene for metodevalideringen var fiskeolje.
Fiskeoljen har batchnummer 63151904, og var allerede fordelt i alikvoter i sma beholdere. Ved
innledende forsgk, ble det oppdaget at vanninnholdet i de ulike beholderne varierte i betydelig
grad. Det ble derfor bestemt a blande innholdet i beholderne i én stor beholder, kalt stor batch.
| forsgket ble ogsa fiskemel benyttet som prgvemateriale. I tillegg ble det analysert reelle praver

av fiskeolje, ensilasje og vannfraksjon.

3.2 Reagenser

Reagenser brukt for prgveopparbeidelse og titrering var alle Aquastar® reagens for Karl
Fischer-titrering fra Merck (EMD Millipore Corporation, Tyskland). To forskjellige lgsemiddel
ble brukt; Solvent solvent for volumetric Karl Fischer titration with two component reagents
(Aquastar®. Nr.: 188015. Holdbarhet: 31.03.2020) og Solvent Oils & Fats Solvent for
volumetric Karl Fischer titration with two component reagents for oils and fats (Aquastar® Nr.:
188016. Holdbarhet: 31.08.2019). To forskijellige titranter ble ogsa brukt; Titrant 2 titrant for
volumetric Karl Fischer titration with two component reagents 1 ml = ca. 2 mg H20
(Aquastar®. Nr.: 188011. Holdbarhet: 30.11.2019) og Titrant 5 titrant for volumetric Karl
Fischer titration with two component reagents 1 ml & ca. 5 mg H20 (Aquastar® Nr.: 188010.
Holdbarhet: 31.03.2020). Til titerbestemmelse ble standardpreven Water Standard 1%
(Aquastar®. Lot: HC72408552. Holdbarhet: 31.03.2022) benyttet. Til ekstraksjon av vann i
fiskemel ble det brukt Formamide for analysis (EMSURE®. Nr.: 109684. 30.09.2019).

3.3 Utstyr

Utstyr som ble brukt var TitroLine® 7500 KF instrumentering for volumetrisk Karl Fischer-
titrering (SI Analytics, Tyskland. Nr.: 10016557). Alle innveiinger av prever ble utfart med
finvekt (Mettler Toledo, Sveits. Nr.: XE205TDR). Til uthenting av prgvemateriale ble det
benyttet sprayter (eks. 5 mL NORM-JECT Luer Look Henke Sass Wolf. Lot: 16G18CS8.
Holdbarhet: 2021-07). Til sentrifugering ble det benyttet en sentrifuge (Thermo Scientific,
Tyskland. Nr.:41836389). Til ekstraksjon av vann i fiskemel ble det benyttet ultrasonisk
vannbad (VWR Ultrasonic cleaner, Malaysia. Nr.: T2023SR 21662) og mekanisk blander
(Heidolph Shakers & Mixers, Tyskland. Nr.: 200134538 0118).
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3.4 Fremgangsmate

Far de farste provene ble analysert, ble det gjennomfart en rensing av slangene, deretter ble det
utfart en titerbestemmelse av Titrant 2 (2 mg/mL 1) og Titrant 5 (5 mg/mL I2). Lgsemiddelet
var Solvent og Water Standard 1% ble benyttet som prgvemateriale, med et prevevolum
innenfor omradet 0,5 — 1 g for Titrant 2 og 1,5 — 2,0 g for Titrant 5. Tre paralleller ble benyttet
til titerbestemmelsen og instrumentet beregnet automatisk middelverdi og relativt standard-
avvik av de tre titer-verdiene. Ved analysering av fiskeolje ble Titrant 2 benyttet, siden
vannmengden er forventet a vare tilneermet 0. Solvent for Oils and Fats ble benyttet som
lesemiddel. Pravevolumet var mellom 2 - 10 g. Pragvene som var i veeskeform ble tatt opp med
sprayte. Vekten til praven ble bestemt ved & veie sprayten med prgvemateriale, for og etter
tilsetning til instrumentets prevekammer. Prgvens vekt ble lagt inn i instrumentet.
Vanninnholdet i preven bestemmes med volumetrisk titrering med amperometrisk deteksjon.
Til analysering av fiskeolje ble det benyttet en sprayte uten nal, siden fiskeolje er viskast. Ved
bruk av Water Standard 1% som prgvemateriale ble det benyttet sprgyte med nal. Til
analysering av ensilasje og vannfraksjon ble prevene sentrifugert (4000 RPM, 10 min) og

supernatanten ble benyttet.

3.5 Metodevalidering

3.5.1 Valg av valideringsparametre
Falgende valideringsparametre ble valgt; linearitet, riktighet, ngyaktighet, holdbarhet,

repeterbarhet, reproduserbarhet og robusthet. Linearitet ble valgt for & undersgke
sammenhengen mellom vekten til prgven og detektert vannmengde. Riktighet ble valgt for & se
om den valgte metoden har evnen til & finne sann verdi av Water Standard 1%, siden den blir
benyttet i bestemmelsen av titer-verdien. Faller riktighetsanalysen innenfor de oppgitte
kravene, kan detektert mengde vann i prgver antas a veare det samme som faktisk mengde vann
i preven. Ngyaktighet ble deretter undersgkt for & vite om vannmengden i fiskeoljen er korrekt.
Holdbarhet ble undersgkt for a se om ulike betingelser for oppbevaring av fiskeoljen, gir endret
vanninnhold. For & undersgke om metoden har god presisjon, ble det valgt & undersgke
metodens repeterbarhet. Reproduserbarheten er ogsa et mal for presisjon og ble valgt for &
undersgke om vannmengden i prgvene ble det samme nar to ulike analytikere analyserte samme
prgve over tre ulike dager. For & undersgke om en endring i prgvevolumet vil pavirke den
detekterte vannmengde i fiskeolje, ble robustheten undersgkt. Det ble ikke valgt & gjere en

undersgkelse av carry-over da instrumentet gjennomfarer en «conditioning» far hver analyse,

13



og denne vil fjerne vannet som er igjen fra forrige preve. Recovery- og spesifisitetsundersgkelse
ble ikke utfert grunnet at en oljestandardprgve ikke var tilgjengelig.

3.5.2 Fremgangsmate
Riktighet
Riktighetsanalysen ble utfert ved & analysere atte paralleller av Water Standard 1% med bade

Titrant 2 og Titrant 5. Sann verdi for Water Standard 1 % er 1,00 %. Til analysen der Titrant 2
ble benyttet, ble det brukt et prgvevolum pa 0,5 — 1 g. Ved bruk av Titrant 5 ble det benyttet et
prgvevolum pa 1,5 — 2 g. Kravet til riktighetsanalysen er et %-avvik fra sann verdi pa + 15 %
og en CV (%) <10 %.

Linearitet

En linearitetsanalyse ble utfgrt ved a analysere seks paralleller av fiskeolje i seks ulike vektniva.
Ifalge applikasjonen «Water determination according to Karl Fischer in organic liquids»
utarbeidet av SI Analytics, anbefales det en prevemengde innenfor omradet 2 til 10 g, hvis det
forventes a finne en vannmengde pa 100 til 500 ppm i preven [31]. Det ble valgt fire vektnivaer
innenfor det anbefalte omradet, henholdsvis 3 g, 59, 7 g og 9 g. | tillegg ble det testet pa to
vektnivaer utenfor den anbefalte volummengden, et lavere, 1 g, og et hgyere enn anbefalt
omrade, 11 g. Det ble valgt & ta vektnivaer utenfor og innenfor det anbefalte omrade for a
undersgke om lineariteten til metoden er god innenfor anbefalt volumomrade, og om denne
lineariteten endres med bruk av volum utenfor dette volumomradet. Kravet til

korrelasjonskoeffisienten er r > 0,9975.

Ngyaktighet og repeterbarhet

En ngyaktighetsanalyse og en repeterbarhetsanalyse ble utfart ved & analysere seks paralleller
av fiskeolje, med et prgvevolum pa 3 g. CV mellom parallellene ble beregnet for & fa grad av
repeterbarhet. Kravet til repeterbarhet er CV (%) pa < 10 %. Kravet til ngyaktighetsanalysen er
en middelverdi pa = 15 % fra teoretisk verdi. Siden teoretisk verdi for fiskeoljen ikke er
tilgjengelig, har det blitt valgt & sammenligne resultatet med et annet laboratorium, SINTEF
Ocean, som benytter samme metode (Karl Fischer-titrering) og preve (fiskeolje). %-avvik
mellom resultatene ble beregnet for & fa grad av ngyaktighet.

Reproduserbarhet

En reproduserbarhetsanalyse ble utfert ved a analysere seks paralleller av fiskeolje, med et
prgvevolum pa 3 g, og gjenta dette to dager til. Resultatene fra dag 1, dag 2 og dag 3
sammenlignes og variasjonskoeffisienten beregnes. Analysen utfares av to ulike analytikere,

og resultatene fra analyseringen til hver analytiker sammenlignes med hverandre og %-avvik
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mellom middelverdiene beregnes. Kravet til analysen er en CV (%) pa < 20 % og et %-avvik
pa <20 %.

Holdbarhet

En holdbarhetsanalyse ble utfgrt ved & analysere seks paralleller av fiskeolje (dag 0), med et
prgvevolum pa 3 g. Praven ble splittet i to alikvoter og oppbevart syv dager i kjgleskap fra dag
0, den ene med lokk og den andre uten lokk. Etter syv dager ble seks paralleller av begge
alikvotene analysert, og sammenlignet med resultatene fra dag 0. Kravet til holdbarhetsanalysen
er et %-avvik fra dag 0 < 15 %.

Robusthet
Robusthetsanalysen ble utfart ved a analysere seks paralleller av fiskeolje med et prgvevolum
pa 3 g og 9 g. Kravet til denne analysen er et %-avvik pa < 20 % mellom middelverdien til

prgvevolumene.

3.6 Beregningsformler
Beregning av middelverdi (x):

g = XatXetrt Xn (11)

n

Beregning av standardavvik (SD):

SD=¢ = \/%zg’zl(xi — %)2 (12)
Beregning av variasjonskoeffisient (CV):

CV (%) = 2+ 100% (13)
Beregning av %-avvik fra sann verdi (bias):

Bias (%) = % % 100% (14)
Beregning av korrelasjonskoeffisient (r):

r = VR? (15)
Beregning av %-avvik:

% — avvik = % * 100% (16)
2
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4.0 Resultater og diskusjon

4.1 Metodevalidering — Karl Fischer-titrering

4.1.1 Riktighet

Vanninnholdet i atte paralleller av Water Standard 1% ble bestemt for & undersgke riktighet.
Dette ble gjort med bade Titrant 2 og med Titrant 5 som titrant. Figur 1 og figur 2 viser avviket
fra sann verdi for de atte parallellene av Water Standard 1%. Sann verdi for standarden er
1,00%.

Riktighet: Avvik fra sann verdi

0,96 T T T T T T T 1
0 1 2 3 4 5 6 7 8

Parallelinummer

Figur 1: Awvik fra sann verdi for atte paralleller av Water Standard 1% titrert med Titrant 2, for
undersgkelse av graden av riktighet. Den oransje linjen viser sann verdi til Water Standard 1%, som er
1,00%.
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Riktighet: Avvik fra sann verdi

*
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0 1 2 3 4 5 6 7 8

Parallelinummer

Figur 2: Awvik fra sann verdi for atte paralleller av Water Standard 1% titrert med Titrant 5, for
undersgkelse av graden av riktighet. Den oransje linjen viser sann verdi til Water Standard 1%, som er
1,00%.

Tabell 1 viser beregnet %-bias og CV for Water Standard 1% titrert med Titrant 2 og Titrant 5.
Verdiene av %-vann og beregnet middelverdi vises i vedlegg 7.1 Radata.

Tabell 1: Riktighet uttrykt som bias og presisjon uttrykt som CV.

Titrant n Bias (%) CV (%)
Titrant 2 8 0,81 0,64
Titrant 5 8 0,50 1,48

n = antall paralleller. Karl Fischer-titrering med bruk av Water Standard 1% som prgvemateriale.

Titrant 2 inneholder 2 mg/mL jod. Titrant 5 inneholder 5 mg/mL jod.
Til beregning av CV (%) benyttes middelverdi og standardavvik.

Beregningseksempel av middelverdi, tallene er parallellene analysert med Titrant 2:

_ X t+xy+--+x, 0990+ 0,990 + 0,989 + 0,996 + 1,006 + 0,986 + 0,988 + 0,990 0992
X = = =0,
n 8
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Beregningseksempel av SD, beregnet ut fra verdiene malt med bruk av Titrant 2:

(0,990 — 0,992)2 + (0,990 — 0,992)2 + (0,989 — 0,992)2 + (0,996 — 0,992)2 +
(1,006 — 0,992)2 + (0,986 — 0,992)2 + (0,988 — 0,992)2 + (0,990 — 0,992)2
8

= 5971073

Arsaken til at SD ikke er lik som i tabell 1, er fordi det benyttes en middelverdi med flere desimaler i

Excel, enn i eksempelet over.

Beregningseksempel av CV (%):

6,38E—-03
992

CV (%) = %* 100% = +100% = 0,64%

Beregningseksempel for bias (%):

|X — Xsannl 10,992% — 1,00%|
[ 0, = —_ 0f = 0fy — 0
Bias (%) = — """+ 100% 0 £ 100% = 0,81%

Riktighetsundersgkelsen viser god riktighet ved bruk av bade Titrant 2 og Titrant 5 som titrant
og Water Standard 1 % som vannstandard, se figur 1 og 2. Beregnet %-bias ved bruk av Titrant
2 ble 0,81 %, og beregnet %-bias ved bruk av Titrant 5 ble 0,50 %, se tabell 1, noe som er
innenfor angitt krav pa + 15 % av sann verdi. God riktighet betyr i praksis at metoden har god
evne til & detektere vannmengden som er kjent fra vannstandarden, bade ved bruk av Titrant 2
og Titrant 5. Begge variasjonskoeffisientene, se tabell 1, er innenfor kravet pa CV (%) < 10 %.
Dette viser at variasjonen mellom parallellene er lav, noe som underbygger paliteligheten til %-

bias verdiene.
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4.1.2 Linearitet
Linearitetsanalysen ble utfart med seks ulike vektniva; fire nivaer innenfor og to nivaer utenfor

det anbefalte vektomradet pa 2-10 gram. Figur 3 og figur 4 viser korrelasjonen mellom vekt av

fiskeolje (g) og forbrukt volum titrant (mL) i henholdsvis vektniva 1-6 og vektniva 2-5.

Linearitet: Titrantforbruk i vektniva 1-6

1,20

~ y =0,0957x - 0,0642

g 100 R?= 0,922
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Fiskeolje (g)

Figur 3: Korrelasjonen mellom vekt av fiskeolje (g) og forbrukt volum titrant (mL) med resulterende
regresjonsligning og determinasjonskoeffisient (R?). Seks paralleller er analysert i hvert niva med bruk

av Karl Fischer-titrering.

Linearitet: Titrantforbruk vektniva 2-5
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Figur 4: Korrelasjonen mellom vekt av fiskeolje (g) og forbrukt titrant (mL). Seks paralleller er

analysert i hvert niva, med bruk av Karl Fischer-titrering.
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Determinasjonskoeffisienten til regresjonsligningen er 0,922, i figur 3. Ut ifra determinasjons-
koeffisienten ble korrelasjonskoeffisienten beregnet.

r = VR2 = /0,922 = 0,960

Korrelasjonskoeffisienten er pa 0,960. Kravet for optimal korrelasjon er r > 0,9975. Det
indikerer at det ikke er optimal korrelasjon mellom vekt av fiskeolje og forbrukt volum av titrant
for vektniva 1-6. Arsaken kan skyldes at det i linearitetsanalysen ble valgt & ta med to vektnivaer

utenfor det anbefalte omradet.

Determinasjonskoeffisienten, i figur 4, er 0,9942, det gir en korrelasjonskoeffisient pa 0,9971.
Dette er ikke innenfor kravet. Denne korrelasjonskoeffisienten er hgyere enn den for vektniva
1-6 og dette kan skyldes at sistnevnte inneholder vektnivaer som er utenfor det anbefalte
omradet. Da korrelasjonen mellom forbrukt volum titrant og vekt av praven ikke sier noe om
detektert vannmengde, er korrelasjonskoeffisientene trolig ikke av stor betydning i metodens

palitelighet til & detektere vanninnhold.

Figur 5 og figur 6 viser korrelasjonen mellom henholdsvis vektniva 1-6 og 2-5 av fiskeolje og

vanninnhold.

Linearitet: Vanninnhold for vektniva 1-6

y =0,0002x + 0,018

0,00 2,00 4,00 6,00 8,00 10,00 12,00
Fiskeolje (g)

Figur 5: Korrelasjonen mellom vekt av fiskeolje (g) og vanninnhold (%) med resulterende
regresjonsligning. Analyserte seks paralleller per vektniva, der to niva er utenfor og fire niva er innenfor

anbefalt vektomrade, med bruk av Karl Fischer-titrering. Variasjonen til hvert punkt vises i diagrammet.
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Linearitet: Vanninnhold for vektniva 2-5

y =-0,0001x + 0,0178

0,00 2,00 4,00 6,00 8,00 10,00 12,00
Fiskeolje (g)

Figur 6: Korrelasjonen mellom vekt av fiskeolje (g) og vanninnhold (%) med resulterende
regresjonsligning. Analyserte seks paralleller per niva, der alle fire niva er innenfor anbefalt

vektomrade, med bruk av karl Fischer-titrering. Variasjonen til hvert punkt vises i diagrammet.
Tabell 2 viser presisjonen mellom de ulike nivaene i linearitetsanalysen.

Tabell 2: Presisjon uttrykt som CV i linearitetsanalysen av fiskeolje med Karl Fischer-titrering.

Vekt av fiskeolje | n Vanninnhold, x (%) SD CV (%)
Niva 1-6 6 0,019 2,95E-03 15,59
Niva 1-5 6 0,018 1,94E-03 10,83
Niva 2-5 6 0,017 6,29E-04 3,67

Nival=19g.Nivd2=3g.Niva3=5¢g.Niva4=7g.Niva5=9g. Niva6=11g.

n = antall paralleller i hvert niva.

Linearitetsanalysen tilsier at det ikke er et linezrt forhold mellom malt %-vannmengde og vekt
av fiskeolje, se figur 5 og 6. Stigningstall pd 0 indikerer et ikke-linezert forhold mellom
variablene som undersgkes. For vektniva 2-5 er stigningstallet (a) -0,0001, som er tilnaermet 0.
For vektniva 1-6 er stigningstallet 0,0002 som ogsa er tilnaermet 0. Arsaken til at stigningstallet
for niva 1-6 ogsa er tilnaermet 0, er trolig fordi de fire verdiene, som er innenfor vektnivaet,

vektes starre enn de to verdiene som er utenfor, nar trendlinjen skal trekkes.
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Selv om figurene 5 og 6 viser et ikke-lineart forhold mellom %-vann og vekt, viser CV, i tabell
2, at variasjonen i nivaene 1-6 og 1-5 er hgyere enn for vektniva 2-5. @kt CV for vektniva 1-6
og 1-5 skyldes at %-vannverdien for niva 1 og niva 6 avviker fra verdiene til de resterende
nivaene, se vedlegg 7.1 Radata. Det kan derfor tenkes at vektniva 2-5 gir et mer korrekt svar

enn niva 1 og 6.

4.1.3 Ngyaktighet og repeterbarhet

For & undersgke ngyaktighet og repeterbarhet ble det benyttet radata fra linearitetsanalysen, se
vedlegg 7.1 Radata. Fiskeoljen ble ogsa analysert hos SINTEF Ocean og den verdien blir
sammenlignet med det oppnadde resultatet i denne analysen. Tabell 3 viser ngyaktighet uttrykt

som %-avvik og repeterbarhet uttrykt som CV, for analysering av fiskeolje med seks paralleller.

Tabell 3: Presisjon uttrykt som CV og ngyaktighet uttrykt som %-avvik fra SINTEF Ocean sin verdi

i bestemmelse av vanninnhold i fiskeolje med bruk av Karl Fischer-titrering.

Parallellnummer Vanninnhold (%)
1 0,017
2 0,017
3 0,017
4 0,017
5 0,018
6 0,016
Middelverdi (%) 0,017
SD 6,32E-04
CV (%) 3,72
Middelverdi (%) fra SINTEF Ocean (n = 3) 0,017
%-avvik fra SINTEF Ocean 0

Resultater hentet fra linearitetsundersgkelsen vektniva 2 (3 g). Benyttet prgvemateriale var fiskeolje,
det ble analysert seks paralleller med bruk av Karl Fischer-titrering. Hos SINTEF Ocean ble samme
fiskeolje analysert, med tre paralleller, og samme type instrument ble benyttet.

Beregningseksempel for %-avvik:
X, — X, 0,017 — 0,017
*100% =

W (0,017 -; 0,017)

% — avvik = *100% = 0%
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Resultatene fra repeterbarhetsundesgkelsen, tabell 3, viser at metoden har god repeterbarhet,
dette vises med CV pa 3,72 % som er under satt krav pa CV (%) < 10 %. Dette tyder pa at
metoden har god innen-serie presisjon. Beregnet %-avvik er 0 %, som tilsier at graden av

ngyaktighet mellom resultat oppnadd og SINTEF Oceans resultat er innenfor gitt krav.

4.1.4 Reproduserbarhet

Reproduserbarhet ble undersgkt av to ulike analytikere over tre ulike dager. Tabell 4 viser
mellom-serie presisjon for reproduserbarhetsanalysen. Verdiene benyttet til beregningene vises
i vedlegg 7.1 Radata.

Tabell 4: Mellom-serie presisjon uttrykt som CV.

Serie Vanninnhold, x (%) SD CV (%) %0-avvik
Analytiker 1 0,019 1,78E-03 9,35 -
Analytiker 2 0,019 9,62E-05 0,50 -

Mellom analytiker 1 0,019 3,93E-05 - 0,29
og analytiker 2

Karl Fischer-titrering med fiskeolje som pregvemateriale (3 g). Serie = hver analytiker analyserte seks

paralleller pa tre ulike dager, totalt 18.

Figur 7 viser middelverdien for %-vann for hver analysedag utfert av analytiker 1 og 2.

%-vann malt av analytiker 1 og 2

0,021 I

0,020 l l
c T
§ 0,019 T . I
{3 ¢ Analytiker 1
o

0,018 W Analytiker 2

0,017 }

0,016 w ‘ ‘ ‘

0 1 2 3 4
Dagnummer

Figur 7: Diagrammet viser middelverdien av %-vann, av seks paralleller, analysert pa dag 1, dag 2 og
dag 3, for bade analytiker 1 og analytiker 2. Det ble utfert Karl Fischer-titrering med fiskeolje som

prevemateriale. Variasjonen til hvert punkt er vist i diagrammet.
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Beregnet CV for mellom-serie resultatene utfert av analytiker 1 og analytiker 2 viser at
variasjonen er mindre enn satt krav pa CV (%) < 20 %. Mellom-serie presisjonen for analysen
utfert av analytiker 2 anses som god da CV for analysen er pa 0,50 %, se tabell 4. CV for
analysen utfart av analytiker 1 er 9,35%, noe som er hgyere enn CV utfart av analytiker 2, men
fortsatt innenfor kravet. Grunnen til den hgye variasjonskoeffisienten kan skyldes
middelverdien fra parallellene analysert pa dag 1, da denne ser ut til & veere noe lavere enn dag

2 0g dag 3 utfert av analytiker 1, se figur 7.

En lavere malt vannmengde pa dag 1 hos analytiker 1, kan skyldes at analysen ble utfart samme
dag som den store batchen ble laget. Pravematerialet som ble benyttet til analysene utfgrt pa
dag 2 og dag 3 for analytiker 1, og dag 1-3 for analytiker 2, hadde blitt oppbevart i den store
beholderen i over én dag. Det kan tenkes at verdiene, av %-vann, har blitt hgyere etter dagen
den store batchen ble laget. Grunnen til dette kan vaere at luften tilstede i flasken far oljen ble
tilsatt, har tilfert oljen fuktighet. Etter en dag vil fuktigheten fra luften hatt tid til a trekke inn i
oljen og fare til gkt verdi av %-vann. En annen arsak til den lavere verdien kan veere at batchen
ikke var tilstrekkelig homogen grunnet en eventuell ufullstendig blanding av batchen fgrste dag.
Ved darlig blanding kan det hende at uthentet prgvematerialet ikke er representativt for hele
batchen.

Beregnet middelverdi for %-vann for de respektive dagene utfgrt av begge analytikerne ble
0,019 % og %-avviket mellom middelverdiene ble beregnet til 0,29 %, se tabell 4. Dette faller
innenfor kravet pa %-avvik < 20 % og anses som god presisjon. Dette betyr i praksis at ulike

betingelser som analysedag og analytiker ikke pavirker presisjonen til metoden.

4.1.5 Holdbarhet

I holdbarhetsanalysen ble seks paralleller av fiskeolje analysert pa dag null. Dette ble brukt som
utgangspunktverdi. | tillegg ble det analysert seks paralleller av fiskeolje oppbevart i kjgleskap
med og uten lokk i syv dager. Tabell 5 viser %-avvik fra dag null til dag syv.

Tabell 5: Holdbarhet i kjgleskap uttrykt med %-avvik fra dag null til dag syv.

Fiskeolje n %-avvik
Oppbevart med lokk 6 5,83 %
Oppbevart uten lokk 6 65,05 %

n = antall paralleller. Bestemmelse av vanninnhold med Karl Fischer-titrering med fiskeolje som
pravemateriale. Prgvene ble oppbevart i syv dager i kjgleskap, med og uten lokk. %-avvik er beregnet

fra dag 0 som utgangspunktverdi.
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Holdbarhetsanalysen viser at ved oppbevaring med lokk var %-avviket mellom middelverdien
til dag 0 og middelverdien til praven med lokk pa 5,83 %. Kravet til analysen er et %-avvik fra
dag 0 pa <15 %. Prgven som har statt uten lokk i kjgleskap i syv dager, har et %-avvik pa 65,05
%, dette er utenfor kravet og indikerer at prgver som blir oppbevart uten lokk far forhgyet
vanninnhold. Arsaker til det forhgyede innholdet kan veere at praven kommer i kontakt med
luft og dermed vil det komme fuktighet i praven som gker vanninnholdet.

4.1.6 Robusthet
Robusthetsanalysen gikk ut pa a undersgke om vannmengden ble malt til den samme ved a
velge to ulike prevevolumer: et fra nedre sjikt (3 g) og et fra gvre sjikt (9 g) fra det anbefalte

vektomradet pa 2-10 g. Tabell 6 viser %-avviket mellom nedre og gvre sjikt.

Tabell 6: Robusthet uttrykt med %-avvik mellom nedre og gvre sjikt.

Vanninnhold, x (%0) SD CV (%) %-avvik
Nedre sjikt 0,0170 6,32E-04 3,72 -
@vre sjikt 0,0165 5,48E-04 3,32 -
Sammenlignet 0,0168 3,54E-04 - 2,98

Nedre sjikt = 3 g. @vre sjikt = 9 g. Vektomradet er 2-10 g. Karl Fischer-titrering med fiskeolje som
prevemateriale, seks paralleller i hvert sjikt.

Robusthetsundersgkelsen viser at malt vanninnhold av fiskeolje med et prgvevolum pa 3 g og
et prgvevolum pa 9 g gir et %-avvik pa 2,98 %. Dette er under kravet %-avvik < 20 %.
Undersgkelsen viser at ulikt pravevolum innenfor anbefalt omrade detekterer %-vann med liten

grad av variasjon.
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4.1.7 Samlet vurdering av metodevalideringen
Tabell 7 viser en oversikt over metodevalideringsparametrene, med tilhgrende krav og

vurdering.

Tabell 7: Samlet vurdering over metodevalideringsparametrene. Utfgrt med Karl Fischer-titrering.

Metodevalideringsparameter Krav Vurdering
Riktighet %-avvik fra sann verdi = 15 % OK
CV (%) <10 %
Linearitet r>0,9975 -*
Repeterbarhet CV (%) <10 % OK
Ngyaktighet % - avvik £ 15 % OK
Reproduserbarhet CV (%) <20 % OK
% - avvik <20 %
Holdbarhet % - avvik fradag 0 <15 % OK
Robusthet % - avvik <20 % OK

Fiskeolje ble benyttet som prgvemateriale for alle analyser unntatt riktighetsanalysen. Water Standard
1% ble benyttet i riktighetsanalysen.
* Sammenhengen mellom vekt av fiskeolje og %-vann ga ingen korrelasjonskoeffisient som fortalte

noe meningsfullt.

Alle metodevalideringsanalysene faller innenfor de fastsatte kravene. Siden linearitetsanalysen
som viser sammenhengen mellom forbrukt volum titrant og vekt av prgven ikke forteller noe
om detektert vannmengde, blir den ikke vektlagt i den samlede vurderingen av metode-
valideringen. Linearitetsanalysen mellom vekt av fiskeolje og detektert vannmengde viste et
ikke-linezert forhold mellom variablene. Siden kravet for korrelasjonskoeffisienten er satt til et
lineert forhold, er det ikke relevant & sammenligne korrelasjonskoeffisienten opp mot kravet.
Arsaken til de godkjente resultatene kan vere fordi metoden baserer seg pé en spesifikk
reaksjon mellom jod og vann. Til sammenligning med andre metoder for vannbestemmelse er
Karl Fischer-titrering en selektiv metode, noe som hindrer at sidereaksjoner gir falske resultater.
| tillegg gjennomfarer instrumentet «conditioning» far hver analysering noe som eliminerer
eventuell fuktighet. Titrering er en teknikk som, utfert manuelt, krever stor grad av ngyaktig
arbeid. TitroLine® 7500 KF er automatisert, med bade motorisert pistonbyrette, til tilsetning
av titrant, og dobbel platinumelektrode, til deteksjon, som eliminerer sjansen for menneskelig
feil.
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Generelt kan det vurderes om det har blitt benyttet et tilstrekkelig antall paralleller i de ulike
metodevalideringsanalysene. | flere av analysene ble det benyttet seks paralleller og resultatene
viser en CV som er innenfor kravet for innen-serie presisjon. Dette kan indikere at antall
paralleller har vert tilstrekkelig for den analysen. Pa en annen side kunne et hgyere antall
paralleller vist et eventuelt starre utslag i verdiene. Grensen for antall paralleller ble satt med

hensyn til tidsbruk og mengden prgvemateriale som benyttes.

4.2 Bestemmelse av vanninnhold i fiskeolje, ensilasje, vannfraksjon og fiskemel
| etterkant av valideringen ble vanninnholdet i et utvalg fiskeolje-, ensilasje- og
vannfraksjonsprgver bestemt med TitroLine® 7500 KF. Tabell 8 viser malt vanninnhold i
seks fiskeoljepraver, tabell 9 viser malt vanninnhold i fire vannfraksjonspraver og tabell 10

viser malt vanninnhold i fjorten ensilasjepraver.

Tabell 8: Malt vanninnhold (%) i fiskeoljepraver, med 3 paralleller, ved bruk av Karl Fischer-

titrering.
Fiskeoljeprgvenummer n Vanninnhold (%)
7 3 0,199
8 3 0,204
9 3 0,197
10 3 0,187
11 3 0,202
12 3 0,206

Tabell 9: Malt vanninnhold (%) i vannfraksjonprever ved bruk av Karl Fischer-titrering.

Vannfraksjonprgvenummer Vanninnhold (%)
11 94,047
12 99,851
13 96,488
14 101,022
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Tabell 10: Malt vanninnhold (%) i ensilasjepraver ved bruk av Karl Fischer-titrering.

Ensilasjeprevenummer Vanninnhold (%)
1 0,266
2 0,237
3 0,235
4 0,248
5 0,244
6 0,281
7 0,256
8 0,255
9 0,264
10 0,257
11 0,259
12 0,262
13 0,525
14 0,382

Det har ikke blitt utfgrt metodevalidering med bruk av ensilasje og vannfraksjon som
prgvemateriale. Det ble analysert kun én parallell av pravene, og det er dermed ikke mulig & si
noe om presisjonen til disse prgvene, og det ligger dermed usikkerhet i resultatene. Siden
pravene sentrifugeres for de lgses opp i pravekammeret, og det er supernatanten som benyttes
som prevemateriale, kan det vaere vann bundet til komponenter i bunnfallet som ikke detekteres.
Likevel kan det tenkes at resultatene er palitelige da analysert materiale fra ensilasje har et
innhold som ligner fiskeolje. 1 tillegg er riktighetsanalysen utfert med en vannstandard som
viser til at metoden har god evne til & finne korrekt verdi av vann. Dette kan da generaliseres,

med mindre komponenter i matriksen pavirker titreringsreaksjonen.

Fiskemel

Fiskemel ble ogsa benyttet som prgvemateriale. Det lyktes ikke & opplgse fiskemelet og dermed
ble detektert vannmengde lavere enn forventet vannmengde. Det ble forsgkt & lgse opp
fiskemelet med metanol, formamid og en blanding av metanol og formamid i forholdet 3:2. |
tillegg ble mekanisk blanding og ultrasonisk vannbad benyttet i ekstraksjonsprosessen. Det kan
tenkes at Karl Fischer-titrering ikke er en egnet metode for fiskemel som prgvemateriale, da
denne metoden krever en opplgsning av fiskemelet med egnet lgsemiddel for a frigi vann som

er bundet.
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5.0 Konklusjoner
Alle valideringsparametrene er innenfor de fastsatte kravene til metodevalideringsanalysene,

og dermed kan metoden godkjennes og instrumentet TitroLine® 7500 KF kan tas i bruk, med
bruk av fiskeolje som prgvemateriale. Dette gjelder riktighet, repeterbarhet, reproduserbarhet,

robusthet, samt linearitet og holdbarhet.

Linearitetsanalysen mellom prgvevolum av fiskeolje og detektert vannmengde viste at de to
variablene ikke er avhengige av hverandre. Variasjonskoeffisienten til de ulike vektnivaene var
hgyere for niva 1-6 og 1-5, enn den var for vektniva 2-5. Det er dermed a anbefale a benytte et
prgvevolum innenfor det anbefalte omradet pa 2-10 g. Siden ytterpunktene i det anbefalte
omradet ikke er testet, anbefales det & benytte en pragvevekt mellom 3 g —9 g, eller gjennomfare
videre testing med 2 g og 10 g. Holdbarhetesanalysen viste at oppbevaring av fiskeolje i
Kjgleskap i syv dager uten lokk ga et hgyere %-avvik enn prgven oppbevart i kjgleskap i syv
dager med lokk. Dette viser viktigheten med & holde praven tett, slik at det ikke kommer inn

luft som gir gkt vannmengde i praven.

Siden metodevalideringen er utfgrt med fiskeolje som prgvemateriale og resultatene er innenfor
kravene, regnes fiskeolje som en egnet matriks for dette instrumentet. Fiskemel er ikke egnet
til dette instrumentet, da det ikke ble tilstrekkelig last opp i innledende forsgk. Det anbefales
derfor a prave ytterligere ekstraksjonsprosesser eller benytte andre metoder, som for eksempel
tarking, til & finne vannmengden i denne matriksen. Ensilasje og vannfraksjon er mulig a
benytte som prgvemateriale etter at prevene har blitt sentrifugert, da supernatanten lgser seg
fullstendig opp. Det ligger likevel usikkerhet i om det finnes vann i bunnfallet, som gir falskt

for lavt vanninnhold. For a sikre korrekt bestemmelse av vanninnhold i ensilasje og

vannfraksjon ma det gjennomfares metodevalideringsanalyser med disse matriksene.
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7.0 Vedlegg

7.1 Radata
Vedlegget inneholder radata fra metodevalideringsanalysene, og tabellene under viser
verdiene fra de ulike analysene.

Tabell 1: Radata fra riktighetsanalysen med malt vanninnhold (%) og riktighet uttrykt
som bias (%).

Parallellnummer Vanninnhold (%)
1 0,990
2 0,990
3 0,989
4 0,996
5 1,006
6 0,986
7 0,988
8 0,990
Middelverdi (%) 0,992
SD 6,38E-03
CV (%) 0,64
%-avvik fra sann verdi (%) 0,81

Karl Fischer-titrering, titrert med Titrant 2 og dtte paralleller av Water Standard 1%. Sann verdi for
Water Standard 1 % er 1,00%.

Tabell 2: Radata fra riktighetsanalysen med malt vanninnhold (%) og riktighet uttrykt som bias (%).

Parallellnummer Vanninnhold (%)
1 0,998
2 0,990
3 1,008
4 1,016
5 0,992
6 0,986
7 1,002
8 0,968

Middelverdi (%) 0,995

SD 1,47E-02
CV (%) 1,48
%-avvik fra sann verdi (%) 0,50

Karl Fischer-titrering, titrert med Titrant 5 og dtte paralleller av Water Standard 1%. Sann verdi for
Water Standard 1 % er 1,00%.
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Tabell 3: Radata fra linearitetsanalysen, viser vekt(g), vanninnhold (%) og forbrukt volum
av titrant (mL) for hver av parallellene, samt middelverdi av hvert niva.

Parallellnummer Vekt () Vanninnhold (%) Forbrukt volum titrant (mL)
Nivé 1.1 1,5201 0,023 0,1555
Niva 1.2 1,2459 0,021 0,1170
Niva 1.3 1,0625 0,022 0,1010
Niva 1.4 1,1419 0,021 0,1010
Nivé 1.5 0,8675 0,020 0,0770
Nivé 1.6 0,8735 0,021 0,0810

Middelverdi 1,1186 0,0213 0,1054
Nivé 2.1 2,8289 0,017 0,2120
Niva 2.2 2,7582 0,017 0,2055
Niva 2.3 2,6678 0,017 0,2035
Niva 2.4 2,7667 0,017 0,2115
Niva 2.5 2,7343 0,018 0,2110
Niva 2.6 2,7733 0,016 0,1970

Middelverdi 2,7549 0,017 0,2068
Niva 3.1 4,5326 0,017 0,3335
Niva 3.2 5,1226 0,017 0,3815
Niva 3.3 5,3450 0,017 0,4055
Niva 3.4 5,0403 0,018 0,3895
Niva 3.5 5,4558 0,021 0,5100
Niva 3.6 4,8880 0,019 0,4175

Middelverdi 5,0640 0,018 0,4063
Nivd 4.1 6,6884 0,017 0,4860
Nivéa 4.2 6,7717 0,017 0,4995
Niva 4.3 6,8456 0,017 0,5075
Niva 4.4 6,7717 0,017 0,4985
Niva 4.5 6,6630 0,017 0,4975
Niva 4.6 6,8998 0,017 0,5175

Middelverdi 6,7734 0,017 0,5011
Niva 5.1 8,4547 0,017 0,6480
Niva 5.2 9,6189 0,017 0,7355
Niva 5.3 8,8980 0,017 0,6825
Niva 5.4 9,0422 0,016 0,6445
Niva 5.5 9,0161 0,016 0,6465
Niva 5.6 8,9769 0,016 0,6450

Middelverdi 9,0011 0,0165 0,6670
Niva 6.1 10,92971 -* 10,7410%*
Niva 6.2 10,89804 0,019 0,8955
Niva 6.3 10,77888 0,017 0,8195
Niva 6.4 10,78508 0,020 0,9320
Niva 6.5 10,83330 0,032 1,5310
Nivi 6.6 11,00731 0,031 1,4965

Middelverdi 10,87205 0,0238 1,1349

Karl Fischer-titrering, med fiskeolje som provemateriale. Seks paralleller per nivd, totalt seks niva. Nivd
1=1g Nivai2=3g Nivi3=5g Nivi4=7g Nivi5=9g. Nivd 6= 11 g. *Deteksjon ikke mulig.
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Tabell 4: Radata fra linearitetsanalysen med presisjon for hvert niva uttrykt i CV.

Niva n Vanninnhold, ¥ (%) SD CV (%)
1 6 0,0213 1,03E-03 4,84
2 6 0,017 6,32E-04 3,72
3 6 0,018 1,60E-03 8,82
4 6 0,017 0,00E+00 0,00
5 6 0,0165 5,48E-04 3,32
6 6 0,0238 7,12E-03 29,92

Karl Fischer-titrering, med fiskeolje som provemateriale. Seks paralleller per nivd, totalt seks nivd. Nivd

1=19g.Nivd2=3¢g.Niva3=59.Nivd4=7g.Niva5=9¢.Niva6=11g.

Tabell 5: Radata fra reproduserbarhetsanalysen: mdlt vanninnhold (%) fra dag 1, dag 2 og dag 3,

analysert av analytiker 1.

Parallellnummer | Vanninnhold (%) [Vanninnhold (%)| Vanninnhold (%)
malt dag 1 malt dag 2 malt dag 3

1 0,017 0,022 0,021

2 0,017 0,020 0,020

3 0,017 0,021 0,020

4 0,017 0,019 0,019

5 0,018 0,019 0,021

6 0,016 0,019 0,020
Middelverdi (%) 0,017 0,020 0,020

SD 6,32E-04 1,26E-03 7,53E-04
CV (%) 3,72 6,32 3,73

Karl Fischer-titrering, med fiskeolje som prevemateriale. Seks paralleller per dag, over tre dager (dag

1, dag 2 og dag 3).

Tabell 6: Radata fra reproduserbarhetsanalysen: malt vanninnhold (%) fra dag 1, dag 2 og dag 3,

analysert av analytiker 2.

Parallelinummer

Vanninnhold (%)

'\Vanninnhold (%o)

Vanninnhold (%)

malt dag 1 malt dag 2 malt dag 3
1 0,020 0,021 0,020
2 0,020 0,019 0,019
3 0,019 0,019 0,019
4 0,019 0,018 0,019
5 0,019 0,019 0,019
6 0,018 0,018 0,019
Middelverdi (%) 0,019 0,019 0,019
SD 7,53E-04 1,10E-03 4,08E-04
CV (%) 3,93 5,77 2,13

Karl Fischer-titrering, med fiskeolje som prgvemateriale. Seks paralleller per dag, over tre dager (dag

1, dag 2 og dag 3).
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Tabell 7: Radata fra holdbarhet: mdlt vanninnhold (%) dag 0 og dag 7 for fiskeolje oppbevart i
kjoleskap med lokk, samt %-avvik fra dag 0 til dag 7.

Parallelinummer [Vanninnhold (%) malt| Vanninnhold (%) malt |%-avvik fra dag O til

dag 0 dag 7 dag 7

1 0,017 0,019 11,8

2 0,017 0,018 5,9

3 0,017 0,018 5,9

4 0,017 0,018 5,9

5 0,018 0,018 0,0

6 0,017 0,018 5,9

Middelverdi (%) 0,017 0,018 5,8
SD 4,08E-04 4,08E-04 -
CV (%) 2,38 2,25 -

Karl Fischer-titrering, med fiskeolje som prgvemateriale, oppbevart i kjgleskap i syv dager med lokk.

Seks paralleller.

Tabell 8: Radata holdbarhetsanalysen: malt vanninnhold (%) dag 0 og dag 7 for fiskeolje oppbevart
i Kjgleskap uten lokk, samt %-avvik fra dag 0 til dag 7.

Parallellnummer |Vanninnhold (%) malt| Vanninnhold (%) malt | % - avvik fra dag 0
dag 0 dag 7 til dag 7

1 0,017 0,030 76,5

2 0,017 0,029 70,6

3 0,017 0,029 70,6

4 0,017 0,028 64,7

5 0,018 0,027 50,0

6 0,017 0,027 58,8

Middelverdi (%) 0,017 0,028 65,0
SD 4,08E-04 1,21E-03 -
CV (%) 2,38 4,27 -

Karl Fischer-titrering, med fiskeolje som prevemateriale, oppbevart i kjgleskap i syv dager uten lokk.

Seks paralleller.
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7.2 Prosedyre

Prosedyre for bruk av TitroLine® 7500 KF

Formal

Formalet er & sikre korrekt bruk av instrumentet TitroLine® 7500 KF, og at alle ansatte
utfarer arbeidet likt.

Omfang
Gjelder alle ansatte som skal benytte instrumentet TitroLine® 7500 KF.

Oppstartsdato
Mars 2019

Analyseprinsipp og terminologi

TitroLine® 7500 KF benytter seg av volumetrisk Karl Fischer-titrering

med amperometrisk deteksjon. Karl Fischer-titrering er en kjemisk kvantitativ analyse som
gar ut pa a detektere vanninnhold i en prave, ved a titrere praven med en titrant som har kjent
konsentrasjon av jod (I.). Et reagens tilsettes praven og inneholder et lagsemiddel (ROH), en
base (RN) og svoveldioksid (SO-). Lasemiddelet tilsettes til praven for a lgse opp vannet som
er bundet i preven. Svoveldioksid danner kompleks med lgsemiddelet og basen. Basen
fungerer som en buffer og vil forhindre dannelsen av syreprodukter. Det skjer en
redoksreaksjon ved en dobbel platinumelektrode, der jod blir redusert og jodid oksidert.
Endepunktet for titreringen er nadd nar alt jod har blitt redusert til jodid. Siden vann og jod er
i stakiometrisk forhold vil mengden vann i prgven tilsvare mengden jod tilsatt fra titranten.
Reaksjonsligning: ROH + SOz + 3 RN + |2 + H2O — (RNH)*SO4 R + 2 (RNH)I
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Analysematerialer

Fiskeolje, ensilasje*, vannfraksjon*.

* Ikke metodevalidert, testet som pragve

Tabell 1: Anbefalt pravevolum ut ifra forventet vanninnhold, samt valg av titrant:

Forventet vanninnhold Titrant 2 (2 mg/mL) Titrant 5 (5 mg/mL)
10 ppm — 100 ppm >10g9 | -
100 ppm — 500 ppm 2-10¢9 | -
500 ppm — 1000 ppm 1-5¢ 5-10g¢
0,1% - 10 % 05-1g 1-29g
1%-10% | - 01-2g
10%-100% |  ----- max. 0,1 g

Valg av prevevolum: det antas at 1 gram (g) = 1 milliliter (mL).

Standarder/ Kalibratorer

— Water standard 1% Standard for volumetric Karl Fischer Titration 1 g 2 10 mg H.O

Aquastar®.

Leverandgr: Merck. Nr.: 188052.

Reagenser

Reagenser brukt for preveopparbeidelse og titrering var alle Aquastar® reagens for Karl

Fischer-titrering fra Merck (EMD Millipore Corporation, Tyskland).

- Solvent solvent for volumetric Karl Fischer titration with two component reagents

Aquastar®. Nr.: 188015

— Solvent Oils & Fats Solvent for volumetric Karl Fischer titration with two component

reagents for oils and fats Aquastar®. Nr.: 188016.

— Titrant 2 titrant for volumetric Karl Fischer titration with two component reagents 1
ml & ca. 2 mg H20 Aquastar®. Nr.: 188011.

— Titrant 5 titrant for volumetric Karl Fischer titration with two component reagents 1
ml £ ca. 5 mg H20 Aquastar®. Nr.: 188010.

37




Kontrollmateriale

Intern kvalitetskontroll

Det utfares en titerbestemmelse for & bestemme konsentrasjonen til titranten. Dette gjeres for

a sikre at korrekt konsentrasjon av titranten brukes i beregning av vannmengden i praven.

Hvis titranten blir staende over en lengre periode kan effektiviteten bli redusert. Det benyttes

Water Standard 1% som prgvemateriale. Sann verdi pa Water Standard 1% er 1,00% +

0,010%.

Analyseinstrument

TitroLine® 7500 KF, SI Analytics. Nr.: 10016557.

Tabell 2: Oversikt over standardmetoder som finnes pa instrumentet.

Standardmetoder

Bruk

Titer 1-Component (liquid standard)

Til titerbestemmelse for 1-komponent reagenser.
Bruk av standardprgve med en konsentrasjon pa
10 mg/g

Titer 1-Component (solid standard)

Til titerbestemmelse for 1-komponent reagenser.
Standarden er natriumtartrat dihydrat med

vannmengde 15,66%

Titer 1-Component (water)

Til titerbestemmelse, egnet for 1-komponent

reagens med vann som standard

Titer 2-Component (liquid standard)

Titerbestemmelse. Egnet for 2-komponent reagens.
Bruk av standardprgve med en konsentrasjon pa

10 mg/g

Titer 2-component (solid standard)

Titerbestemmelse. Egnet for 2-komponent reagens.
Standarden er natriumtartrat dihydrat med

vannmengde 15,66%

Titer 2-Component (water)

Til titerbestemmelse, egnet for 2-komponent

reagens med vann som standard

Sample 1-Component

Egnet for titrering av preve ved bruk av 1-

komponent reagens.

Sample 2-Component

Egnet for titrering av preve ved bruk av 2-

komponent reagens.
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Utstyr
— Finvekt (Mettler Toledo, Sveits. Nr.: XE205TDR). Innstilling: gram med 4 desimaler.

— Sprayte, (med eller uten nal), (5 mL NORM-JECT Luer Look Henke Sass Wolf. Lot:
16G18C8. Holdbarhet: 2021-07)

Avfallshandtering

Falg vanlig avfallshandtering.

Feilkilder og interferens

Fuktighet kan komme inn i pravekammeret via atmosfeeren hvis prevekammeret ikke er

tett. For a unnga dette gjennomfarer instrumentet en «conditioning» fgr hver analyse, denne
prosessen fjerner fuktighet i kammeret. Sidereaksjoner kan oppsta ved at stoffer fra matriksen
til praven reagerer med stoffer fra reagensene brukt i analysen. Sidereaksjoner oppstar
sjeldent. Korrekt pH for analysen er ngdvendig for & hindre at analysen gar for raskt eller for

sakte, basen som finnes i lgsemiddelet er med pa a sikre korrekt pH.

Arbeidsbeskrivelse

Ansvar

Forskergruppe for massespektrometri.

HMS/sikkerhetsinformasjon

Benytt hansker ved bruk av reagenser. Se sikkerhetsdatablad til aktuelle reagenser.

Fremgangsmate/ Utfarelse

Prgvematerialet klargjgring

Praven blandes og trekkes opp i en sprayte. Bruk av sprgyte med eller uten nal avhenger av
pravens viskositet. Trekk farst opp 0,5 — 1 mL og skyll sprgyten med prevematerialet. Trykk
ut pravematerialet brukt til skylling og dra opp nytt.

Til titerbestemmelse benyttes Water Standard 1%. Apne glassampullen, og rens sprayten 1-2
ganger med 0,5 — 1 mL. Trykk ut pravematerialet brukt til skylling og ta opp hele
prgvematerialet, tark av nalen med papir. Sprayte med nal fraktes i en beholder.
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Reagenser klargjgring

Figur 1: Oversikt over instrumentets reagenser og plasseringen av dem.

Koble til enten Titrant 2 eller Titrant 5 etter forventet vanninnhold i prgven, se tabell 1. Koble
til enten Solvent eller Solvent for Oils and Fats etter hvilket prgvemateriale som benyttes. Til
fiskeolje og ensilasje benyttes Solvent for Oils and Fats som Igsemiddel. Til Water Standard
1% og vannfraksjon benyttes Solvent. Sjekk at waste-beholderen er koblet til. Sjekk at slanger

og ledninger er plassert slik de skal.

Analyseutstyr klargjering

SIa pa instrumentet med bryteren bak. Sett inn minnepinne bak instrumentet i USB-inngang.
Eventuelt start med en rensing av systemet med a velge <Rinsing x 2> under <Mode>. Dette
kan gjares hvis det er luft i slangene. Fjern deretter vaesken fra pravekammeret ved a trykke
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pa waste-knappen (tamming). Fyll pravekammeret med Solvent/Solvent for Oils and Fats ved
a trykke solvent-knappen (fylling). Pravekammeret skal veere fylt med 35-40 mL vaeske (fyll
helt opp til hvor kammeret starter & utvide seg). Skru pa magnetrgreren med a vri pa skruen,

og velg ogsa gnsket hastighet med & vri pa skruen.

Fremgangsmate

En titerbestemmelse ber utfares én gang i uken, eller ved behov, for a sikre effektiviteten

til titranten. For & gjennomfare en titerbestemmelse velg <Titer 2-Comp (lig.std)> under
<Deafult method> i <Mode>. Bruk Water Standard 1% som standardprgve og Solvent som
lgsemiddel. Trykk <Start>. Vei sprayten med Water Standard 1% pa finvekt, og noter vekten.
Vent til beskjeden «condition ready» gis og trykk <Start> igjen. Tilsett praven ved beskjeden
«add sample». Prgvevolum som skal tilsettes avhenger av hvilken titrant som skal testes.

For Titrant 2 velges et prgvevolum pa 0,5 — 1,0 mL, og for Titrant 5 velges et pravevolum pa
1,5 2,0 mL. Vei sprayten med prgvematerialet pa finvekt igjen, noter og beregn vekten til
preven. Trykk <Start>, legg inn prgvenavn, trykk <OK>, legg inn prgvens vekt (g), trykk
<OK>. Gjenta prosessen 2 ganger til da en titerbestemmelse benytter middelverdien av tre

paralleller til beregning av konsentrasjonen (titer-verdi).

Til analysering av praver velges <Sample 2-comp> under <Default method> i <Mode>. Ved
analysering av fiskolje benyttes Titrant 2 og Solvent for Oils and Fats. Trykk <Start>. Vei
sprayten med prgvemateriale pa finvekt, vekten noteres. Vent til beskjeden «condition ready»
gis og trykk <Start> igjen. Tilsett praven ved beskjeden «add sample». Tilsett prgven
gjennom apningen med et pravevolum pa mellom 2,0 — 10 mL. Vei sprgyten med
prgvematerialet pa finvekt, noter og beregn vekt. Trykk <Start>, legg inn prgvenavn, trykk

<OK>, legg inn pravens vekt (g), trykk <OK>.
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Flytskjema

Sla pa instrumentet med bryteren bak. Ta
en minnepinne i USB-inngangen.

v

Sjekk at riktig titrant og riktig solvent er
koblet til, og sjekk at wastebeholder er

koblet til. l

Fyll preavekammeret med solvent (35 - 40 mL),
med knappen p& hgyre side. Start magnetrgreren

med skruen.
TITERBESTEMMELSE

Pragvemateriale: Water Standard 1% (vannstandard)
Solvent: Solvent

Titrant: benytt den titranten som skal benyttes til analysering
av prgver senere

<MODE> <Default method> <Titer 2-Comp (lig.std)>

Trykk <START> og vent til beskjeden “conditioning ready”
far det trykkes pd <START> igjen.

Dra opp 0,5 - 1,0 mL for Titrant 2 og 1,5 - 2,0 mL for Titrant
5 av Water Standard 1% med en sprgyte. Vei sprgyten pa
finvekt, noter ned vekten.

Tilsett anbefalt volum av vannstandarden til pravekammeret
til beskjeden “add sample”, trykk deretter <START>. Legg
inn prgvenavn, trykk <OK>.

Vei sprgyten pa finvekt igjen, noter ned vekten.
Beregn vekt og legg inn pa instrumentet, trykk <OK>,

Instrumentet krever tre paralleller for & bestemme en
titerverdi, sa gjenta to ganger til. Titerverdien som males blir
stdende som gjeldende konsentrasjon for titranten og
brukes i beregning av vanninnholdet i prgver.

.

ANALYSERING AV PRGVER, eks. fiskeolje
Prgvemateriale: fiskeolje

Solvent: Solvent for oils and fats

Titrant: Titrant 2

<MODE> <Default method> <Sample 2-comp>

Trykk <START> og vent til beskjeden “conditioning
ready” far det trykkes pa <START> igjen.

Dra opp anbefalt volum, se tabell 1, av
prgvematerialet med en sprayte. Vei sprayten pa
finvekt, noter ned vekten.

Tilsett anbefalt volum av praven til pravekammeret til
beskjeden “add sample”, trykk deretter <START>.
Legg inn prgvenavn, trykk <OK>.

Vei sprgyten pa finvekt igjen, noter ned vekten.
Beregn vekt og legg inn pa instrumentet, trykk <OK>.

Ferdig med analyser, tam prgvekammeret

med knappen pa hayre side.
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Rapportering av svar
Instrumentet gir ut den detekterte vannmengden i %, ppm eller mL. Enheten kan endres ved &
trykke <Edit>, deretter velges <Edit method>, <Result> og <Unit>.

Beregning av svar

Instrumentet beregner bade titer-verdi til titrant og vanninnholdet i preven.

(W*F2)

Beregning av titer-verdi: Titerverdi (T) = (EX1-B)yM+FD)

(EX1-B)*T*Mx*F1

Beregning av vanninnhold: % — vann = WFD
EX1 er forbrukt volum av titrant (mL), B er blank-verdi (mL), T er titerverdi (mg/mL),

M er antall mol, F1-F5 er konverteringsfaktorer, og W er vekt av prgven (g).

Vedlikehold

Se informasjon om vedlikehold i manualen.

Referanser
—  SI Analytics Operating Manual. (2013). “TitroLine® 7500 KF Titrator”. Tyskland.
— SI Analytics Application. (2013). “Water determination accordring to Karl Fischer in
organic liquids”. Tyskland.
— Scholz. E. (1984). Karl Fischer Titration: Determination of water: Chemical

Laboratory Practice. Springer Verlag: Tyskland.
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