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Forord

RF - Rogalandsforskning har to ganger tidligere arrangert sammenlignende laboratorieprovinger for
klorofyll a, i 1997 og i 2000. Etter onske fra flere laboratorier, ble det pd nytt arrangert en tilsvarende
laboratorieproving i 2003.

Provetaking og utsendelse av prover ble utfort 25. august 2003, av Age Molversmyr (RF) og Finn
Lovheyden (M-Lab). 11 laboratorier deltok i provingen, som hovedsakelig ble finansiert gjennom en
deltakeravgift.

Stavanger, 10. desember 2003

Prosjektleder: Age Molversmyr
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Sammendrag

Det deltok 11 laboratorier i denne sammenlignende laboratorieprevingen som omfattet
analyse av klorofyll 4, og det ble benyttet 4 ulike analysemetoder. Det ble analysert 4 prover
hentet fra naturlige ferskvannskilder (innsjeer), to med relativt hoyt algeinnhold (prove A og
B) og to med lavt algeinnhold (preve C og D).

Laboratoriene oppnddde stort sett tilfredsstillende resultater med de aktuelle analyse-
metodene, og dataene gir ikke grunnlag for & avdekke eventuelle metodiske forskjeller.

For preveparet med heyt klorofyllinnhold (A og B) var 73% av resultatene tilfredsstillende,
nar en akseptgrense pa 15% legges til grunn. Ser en pa enkeltresultatene for disse provene,
hadde 82% mindre avvik enn 15% fra antatt “sann” verdi. For preveparet med lavt klorofyll-
innhold (C og D) var 55% av resultatene tilfredsstillende (innenfor en akseptgrense pa 20%),
mens 73% av enkeltresultatene for disse prevene hadde mindre avvik enn 20% fra antatt
”sann” verdi. Andelen av tilfredsstillende resultater var om lag som ved forrige SLP i 2000.

Fem av laboratoriene er akkreditert for analyse av klorofyll a, og med unntak av ett som
mottok prevene senere enn de andre, oppnadde alle disse tilfredsstillende resultater for
samtlige enkeltprover (med avvik <13% fra antatt “sann” verdi).

Betydelige avvik fra antatt “sann” verdi kunne synes & ha sammenheng med forlenget
periode for provefiltrering, eller ogsd med mangelfull kontroll og kalibrering av spektrofoto-
meteret. Resultatene indikerer at prover ber handteres og filtreres i trdd med retningslinjene
som er gitt i standardmetodene, og at anbefalingene om & unnga hoye eller lave absorbanser
ved spektrofotometermdlinger ber tas i betraktning. En ber dessuten unnga a samle for mye
materiale pa filtrene som skal ekstraheres.
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1 Gjennomfering

Denne sammenlignende laboratorieprovingen er gjennomfert etter prinsippene i Youdens
metode (Youden & Steiner 1975). Deltakerne analyserer prgver parvis, der preveparene har
samme matriks og konsentrasjoner i samme konsentrasjonsomrade. Analysesvarene
presenteres i et Youdendiagram, der hver deltakers resultat for et provepar er avsatt i et
punkt. Punktets plassering i diagrammet gir et mal for analysefeilens sterrelse og art.
Videre beskrivelser gis i avsnitt 1.3.

1.1 Innhenting av vannprever og proveutsendelse

Laboratorieprovingen er basert pa prover hentet fra naturlige ferskvannskilder (innsjoer):
2 med relativt hgyt algeinnhold (preve A og B) og 2 med lavt algeinnhold (preve C og D).

Provene ble hentet inn 25.august 2003. Ved proveinnhenting i felt ble vannet filtrert gjennom
en nylonduk med maskevidde 150 pm, for vannet ble helt pd 25 liters kanner. Filtreringen
ble gjort for & fjerne store individer av dyreplankton, som kunne tenkes a fordrsake
forskjeller mellom delprgver dersom dyreplankton ble fordelt ulikt pa disse.

P& laboratoriet ble hele preven overfert til en storre dunk, hvor preven ble forsiktig blandet
for overfering til mindre plastflasker. Prove A og B ble overfert til 1 liters flasker som var
pakket i aluminiumsfolie for & unnga pavirkning fra lys. Prove C og D ble overfort til 2,5
liters bla, lystette plastkanner. Alle flaskene /kannene ble fylt helt fulle. Proveflaskene ble
emballert sammen med et fryseelement, for & holde lav temperatur sa lenge som mulig.

Provene ble sendt som ekspresspakker til de enkelte deltakerne, slik at de ville veere fremme
om morgenen / formiddagen dagen etter. Ett laboratorium mottok likevel ikke provene for
etter ytterligere ett degn, og dette laboratoriet oppnadde ogséd sterkt avvikende resultater
(se videre under avsnitt 3).

Folgende prover ble sendt ut:

Prove A og B: Innsjoprover med algebiomasse pd henholdsvis 1,59 og 1,54 mg/1 (vatvekt).
Planteplanktonet bestod i hovedsak av blagrennalger (Gomphosphaeria) og
fureflagellater (Ceratium), med innslag av kiselalger (Fragilaria), ulike typer
gronnalger og sma uidentifiserte algetyper (u-alger). I prove B var det noe mer
kiselalger og noe mindre bldgrennalger enn i prove A.

Prove CogD: Innsjoprover med algebiomasse pa henholdsvis 0,16 og 0,25 mg/l (vatvekt).
Planteplanktonet bestod i hovedsak av ulike typer grennalger og sma uidentifi-
serte alger (u-alger), med et lite innslag av fureflagellater og blagrennalger.
I prove C var andelen blagrennalger litt hoyere (Gomphosphaeria lacustris), mens
andelen grennalger var hoyer i prove D.
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1.2 Anvendte metoder

Analysemetode Antall lab.| Prinsipp

NS 4766 1 Ekstraksjon med 90% aceton, og med oppmaling av filter.

NS 4767 7 Ekstraksjon med 100% metanol, uten oppmaling av filter.

SS 028146 1 Som NS 4766, men med korreksjon for klorofyll b og c.

Stauffer et al. (1979) 2 Ekstraksjon med aceton og DMSO i forhold 1:1, uten oppmaling
av filter.

Laboratoriene benyttet filteroppsats med GF/C filtre med diameter fra 42,5 til 55 mm.
Et laboratorium anga ikke filterstorrelse.

De fleste laboratoriene startet filtrering relativt umiddelbart etter provemottak (noen ventet
til senere samme dag), mens to laboratorier oppbevarte prevene til neste dag for filtrering.
Fem laboratorier startet ekstraksjon umiddelbart, mens de andre oppbevarte filtrene i fryser
(fra 1 til 21 degn) fer videre analyse (ekstraksjon).

1.3 Presentasjon og vurdering av resultatene
Analyseresultater er behandlet etter folgende regler:

Resultater som avviker mer enn 50% fra medianverdien av samtlige resultater forkastes.
Av gjenstdende data finnes middelverdi (x) og standardavvik (s). Resultater som ligger
utenfor x * 3s forkastes for endelig beregning av middelverdi, standardavvik, og andre
statistiske parametere.

Som antatt “sann” verdi er valgt medianverdien av samtlige godkjente resultater.

Resultatene for prevepar i samme konsentrasjonsniva er fremstilt i sakalte Youdendiagram
(figur 1 og figur 2). Denne formen for datafremstilling gjor det mulig & skjelne mellom
systematiske og tilfeldige feil. I praksis sprer punktene seg oftest langs en 45°-linje trekt
gjennom skjeeringspunktet mellom linjene som markerer “sann” verdi. Dette viser at en
oftest gjor samme systematiske feil ved analyse av to neerstdende prover. Avstanden
parallelt med 45°-linjen uttrykker bidraget fra systematiske feil, mens avstanden vinkelrett
pa linjen viser bidraget fra tilfeldige feil. Totalfeilen er gitt ved uttrykket:

Totalfeil = /(Sann, — Res,)* + (Sann, — Res,)’

Grensen for akseptabelt resultat angis som en sirkel med sentrum i skjeeringspunktet mellom
linjene for “sann” verdi. Sirkelens radius (akseptgrensen) er en gitt andel av midlere “sann”
verdi for de to prevene som danner et par. Det er foreslatt en akseptgrense pa + 15% for
provene med heyt klorofyllinnhold (A og B) og + 20% prevene med lavt innhold (C og D).
Resultatpar som faller innenfor sirkelen har totalfeil mindre enn denne akseptgrensen.

Resultatene er ogsd presentert i tabell 1, som angir samtlige innsendte resultater, tid fra
proveforsendelse fra REF til filtrering, eventuell lagringstid for filtre i fryser, og rangerings-
nummer etter minst totalfeil (gjennomsnitt for de to preveparene). Resultater fra statistiske
vurderinger er vist i tabellform under avsnitt 2.1.

-3-
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2  Resultater

For & kontrollere at prevene var godt blandet ved uttak av delpreover, ble forste og siste
delprove fra de aktuelle provene analysert for Klorofyll a (5 replikater fra hver) ved RF.
Resultater fra disse malingene viste ingen signifikante forskjeller mellom forste og siste
proveuttak, og de viste godt samsvar med antatte “sanne” verdier.

Analyseresultatene fra de deltakende laboratoriene er gjengitt i tabell 1.

Tabell 1. Deltakernes resultater for de fire provene (ug/l klorofyll a).

Lab. Timer for Dogn Rang.
nr. Prove A Prove B Progve C Prgve D | filtrering ifrys nr.*
1 11 12 2,1 2,3 18 1 3
2 12,4 12,7 2,18 2,07 18 0 5
3 11,06 12,13 1,68 1,71 41 5 6,5
4 11,74 12,21 2,02 2,70 20 0 3,5
5 12,59 13,08 2,30 2,42 24 0 5
6 11,19 12,07 1,96 1,93 18 21 4,5
7 7,47 7,98 1,83 1,77 17 21 9,5
8 11,3 13,1 2,6 2,4 22 17 6
9 13,0 13,5 2,40 2,50 18 0 7
10 7,83u 5,45u 1,10u 1,06u 65 17 11
11 12,36 13,18 2,32 2,50 17 0 5

* for hvert prevepar er laboratoriene rangert etter minst totalfeil, og gjennomsnittet for de to preveparene er angitt
som rangeringsnummer (rang.nr.).

u = resultater som er utelatt fra statistiske beregninger.

Deltakernes resultater presentert i Youdendiagram er vist i figur 1 og figur 2.
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Figur 1.  Deltakernes resultater for proveparet A - B.
Akseptgrense, angitt ved en sirkel, er foreslitt ved 15%.
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Figur 2. Deltakernes resultater for proveparet C - D.
Akseptgrense, angitt ved en sirkel, er foreslitt ved 20%.
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Prove: A
Metoder: alle
Enhet: ng/l
Antall deltakere:

Antall utelatte resultater:
Antatt "sann" verdi:
Middelverdi:
Medianverdi:
Standardavvik:

Relativt standardavvik (%):

11
1
11,5
11,4
11,5
1,6
13,6

Prove: B
Metoder: alle
Enhet: ug/l
Antall deltakere:

Antall utelatte resultater:
Antatt "sann" verdi:
Middelverdi:
Medianverdi:
Standardavvik:

Relativt standardavvik (%):

11
1
12,5
12,2
12,5
1,6
12,9

Lab. nr. Resultat % avvik “sann” Lab. nr. Resultat % avvik “sann”
7 7,47 -35,2 10 5,45u -56,2
10 7,83u -32,0 7 7,98 -35,9
1 11 -4,5 1 12 -3,7
3 11,06 -4,0 6 12,07 3,1
6 11,19 -2,9 3 12,13 -2,6
8 11,3 -1,9 4 12,21 -2,0
4 11,74 1,9 2 12,7 2,0
11 12,36 7,3 5 13,08 5,0
2 12,4 7,6 8 13,1 5.2
5 12,59 9,3 11 13,18 5,8
9 13,0 12,8 9 13,5 8,4
Prove: C Prove: D
Metoder: alle Metoder: alle
Enhet: ng/l Enhet: ng/l
Antall deltakere: 11 Antall deltakere: 11
Antall utelatte resultater: 1 Antall utelatte resultater: 1
Antatt "sann" verdi: 2,14 Antatt "sann" verdi: 2,35
Middelverdi: 2,14 Middelverdi: 2,23
Medianverdi: 2,14 Medianverdi: 2,35
Standardavvik: 0,28 Standardavvik: 0,34
Relativt standardavvik (%): 13,0 Relativt standardavvik (%): 15,2
Lab. nr. Resultat % avvik “sann” Lab. nr. Resultat % avvik “sann”
10 1,10u -48,6 10 1,06u -54,9
3 1,68 -21,5 3 1,71 -27,2
7 1,83 -14,5 7 1,77 -24,7
6 1,96 -8,4 6 1,93 -17,9
4 2,02 -5,6 2 2,07 -11,9
1 2,1 -1,9 1 2,3 2,1
2 2,18 1,9 8 24 2,1
5 2,30 7,5 5 2,42 3,0
11 2,32 8,4 9 2,50 6,4
9 2,40 12,1 11 2,50 6,4
8 2,6 21,5 4 2,70 14,9

u = resultat som er utelatt fra statistiske beregninger.
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3  Vurderinger og konklusjoner

Totalt deltok 11 laboratorier i denne sammenlignende laboratoriepregvingen for analyse av
klorofyll a.

For prevene med heyt klorofyllinnhold (A og B) var 73% av resultatparene tilfredsstillende,
nar en legger til grunn en akseptgrense pa 15%. Ser en pa enkeltresultatene for disse
provene, hadde 82% mindre avvik enn 15% fra antatt “sann” verdi. For prevene med lavt
klorofyllinnhold (C og D) var 55% av resultatparene tilfredsstillende (innenfor en aksept-
grense pa 20%), mens 73% av enkeltresultatene for disse provene hadde mindre avvik enn
20% fra antatt “sann” verdi. Andelen av tilfredsstillende resultater var om lag som ved
forrige SLP i 2000 (Molversmyr & Horve 2000).

Generelt regnes metanol & vere et mer effektivt ekstraksjonsmiddel enn aceton, serlig for
prover som innholder grennalger og/ eller blagrennalger (Marker et al. 1980). Blandingen
aceton-DMSO (Stauffer-metoden) regnes ogsd som et godt alternativ for prever med hoyt
innhold av slike alger (Klaveness 1984; Stauffer et al. 1979). Ett av laboratoriene som benyttet
aceton som ekstraksjonsmiddel oppnadde systematisk for lave resultater for alle provene.
Dette laboratoriet mottok provene ett dogn senere enn de andre, og de oppbevarte provene i
ytterligere ett dogn for filtrering. Det er sannsynlig at dette kan ha fordrsaket de avvikende
resultatene, og dataene er utelatt fra datamaterialet for statistiske beregninger. Et annet
laboratorium som benyttet aceton-metoden oppnadde ogséd systematisk lave resultater for
proveparet C-D (som for gvrig inneholdt relativt stor andel gronnalger). Men ogsa ved dette
laboratoriet gikk det betydelig lengre tid enn hos de andre for provene ble filtrert, og
vesentlig lengre enn det som er angitt i standardmetodene. Disse resultatene kan indikere
viktigheten av & begrense oppbevaringstiden for prever, en faktor som i seg selv vanskelig-
gjor slike SLPer for klorofyllbestemmelse. Kontrollmédlingene foretatt ved RF pd ferske
(ikke-lagrede) delprever viste imidlertid godt samsvar med resultatene fra flertallet av
laboratoriene (“sann” verdi), som mottok prevene og utferte filtrering innen 17 - 24 timer
etter proveutsending. I folge standardmetodene er maksimal lagringstid 24 timer (oppbevart
mert og kaldt).

Et annet laboratorium, som benyttet metanol-metoden (NS 4767), oppnddde ogsa for lave
resultater for begge proveparene. I folge opplysninger fra dette laboratoriet ble provene
filtrert umiddelbart etter mottak, og tiden fra proveforsendelse var den korteste av samtlige.
Filtrene ble deretter oppbevart i fryser i 3 uker, som er innenfor grensen pa 4 uker angitt i
NS-ISO 5667-3. De avvikende resultatene synes derfor & ha andre drsaker enn provelagring,
for eksempel feil ved instrument/ kalibrering. Samtlige laboratorier opplyser imidlertid at
spektrofotometeret har veert kalibrert/kontrollert i lapet av det siste halvéret.

En annen mulig feilkilde er utilstrekkelig ekstraksjon, men ingen av laboratoriene angir a ha
filtrert urimelig store prevevolum. Og med unntak av ett laboratorium ble det benyttet
egnede kyvettelengder, slik at absorbansen ved spektrofotometermalingene har veert innen-
for grensene som er anbefalt i standardmetodene. Ett laboratorium opplyser a ha filtrert et
lite volum av prevene med lavt klorofyllinnhold (C og D), som i kombinasjon med 10 mm
kyvettelengder i spektrofotometeret ma ha resultert i at avlest absorbans var betydelig lavere
enn det som er anbefalt i standardmetoden (NS 4767). Dette laboratoriet hadde relativt stort
avvik pa en av disse provene.

Dataene gir ikke grunnlag for a avdekke eventuelle metodiske forskjeller for de tre ulike
analysemetodene som ble benyttet i denne laboratorieprgvingen.
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Fem av laboratoriene er akkreditert for analyse av klorofyll a. Med unntak av det ene
laboratoriet som mottok prevene ett dogn senere enn de andre, oppnadde alle disse tilfreds-
stillende resultater for samtlige enkeltprover (med avvik <13% fra antatt “sann” verdi).

Totalt viser denne laboratorieprevingen at det stort sett oppnads tilfredsstillende resultater
med de aktuelle analysemetodene for klorofyll a. En kan imidlertid papeke viktigheten av at
prover blir handtert og filtrert i henhold til de retningslinjer som er gitt i standardmetodene,
og at anbefalingene om & unnga heye eller lave absorbanser ved spektrofotometermélinger
tas i betraktning. Anbefalingen fra forrige SLP om & unnga a samle for mye materiale pa
filtrene som skal ekstraheres, serlig i tilfeller hvor planteplanktonet har heyt innslag av
vanskeligere ekstraherbare algetyper, er fortsatt gyldig.
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4 Deltakere

Alcontrol S6derhamn, Sandarne, Sverige

AnalyCen AS, Moss

Buskerud Vann og Avlgpssenter AS, Drammen
Labnett Skien, Skien

M-Lab AS, Stavanger

NIVA, Oslo

NMT i Asker og Beerum, Osteras
Neeringsmiddelkontrollen i Trondheim, Trondheim
Oslo kommune, Vann- og avlgpsetaten, Oslo
Romsdal Neeringsmiddeltilsyn, Molde

Vestfold Interkommunale Neeringsmiddellaboratorium, Tensberg

-10 -



RF - Rogalandsforskning. http://www.rf.no

5 Referanser

Andersen, I-L. & A. Molversmyr, 2000. Sammenlignende laboratorieproving. Analyse av
klorofyll a. Rogalandsforskning, rapport RF-2000/050.

Klaveness, D., 1984. Klorofyll a. I: Vennered, K. (red.), Vassdragsundersokelser. En metodebok i
limnologi. Universitetsforlaget, s 127-131.

Marker, A.F.H., E.A. Nusch, H. Rai & B. Remann, 1980. The measurement of photosynthetic
pigments in freshwater and standardization of methods: Conclusions and
recommendations. Arch. Hydrobiol. Beih. Ergebn. Limnol. 14: 91-106.

Molversmyr, A. & E. Horve, 2000. Sammenlignende laboratorieproving 2000. Analyse av
klorofyll a. Rogalandsforskning, rapport RF-2000/285.

NS 4766 (1983): Bestemmelse av klorofyll a, spektrofotometrisk maling i acetonestrakt.
NS 4767 (1983): Bestemmelse av klorofyll a, spektrofotometrisk maling i metanolestrakt.

NS-EN ISO 5667-3 (1996): Vannkvalitet - Provetaking - Del 3: Veiledning i konservering og
behandling av prever

SS 028146 (1980): Vattenundersckningar - Bestamning av klorofyll i vatten - Extraktion med
aceton - Spektrofotometrisk metod.

Stauffer, R.E., G.F. Lee & D.E. Armstrong, 1979. Estimating chlorophyll extraction biases.
. Fish. Res. Board Can. 36: 152-157.

Youden, W.J. & E.H. Steiner, 1975. Statistical manual of the Association of Official Analytical
Chemists. AOAC-publication 75-8867.

-11 -



