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Review af udvalgte metoder til detektion af hangrislugt
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Indledning

Elektroniske naeser, Selected lon Flow Tube Mass Spectrometry (SIFT-MS), Proton Transfer Reaction
Mass Spectrometry (PTR-MS), Membrane Inlet Mass Spectrometry (MIMS), immunoassay-baserede
metoder som Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay (ELISA) og Time Resolved Flouroimmunoassay
(TR-FIA), eller brugen af insekter til at male flygtige stoffer, mulighederne er mange. Potentialet for
disse teknikker som mulige metoder til maling af indol, skatol og androstenon i relation til hangriselugt
bliver gennemgaet.

Siden midt i 1990’'rne har der vaeret arbejdet pa at udvikle elektroniske naeser. Feelles for disse
instrumenter er at de er et forsgg pa en meget primitiv efterligning af den made, hvorved dyr opfanger
lugte.

Hos pattedyr identificeres lugte af et meget stort antal receptorer i naeser. Hvert enkelt af disse
receptorer er i sig selv ikke seerlig specifik. Men da der er en stor maengde receptortyper, vil en duft-
kombination kunne identificeres ved det signalmgnster som de mange millioner lugtfalsomme neuroner
sender til hjernen. En lugt identificeres saledes af hjernen ikke som ved en kemisk analyse hvor de
enkelte komponenter identificeres, men som et samlet “fingeraftryk”. Sa snart de farste kunstige naeser
kom p& markedet i 1990’rne blev de forsegt brugt til at bestemme hangriselugt.

Brugen af massespektrometri giver en hgj sikkerhed, idet identifikationen er specifik for de stoffer, der
males pa. Far en masse males i spektrometret sker en ionisering. Denne ionisering nedbryder stoffets
molekylar-ion til mindre masseenheder afhaengig af ioniseringens styrke. Alle disse masser danner et
karakteristisk mgnster, neermest ligesom et fingeraftryk, som kan bruges til en entydig identifikation af
et flygtigt organisk stof. Stoffer med samme kemiske egenskaber kan resultere i ens masser ved
ioniseringen, karakteristisk for organiske syrer er masse 62. ldentifikationen sikres derfor bade ved de
masser, der dannes, men ogséa ved det forhold, der er masserne imellem. Ved analytiske
dokumentationsmetoder anvendes ofte separation af de analyserede stoffer afhaengig af deres polaritet
eller flygtighed forud for analyse i massespektrometret ved hjeelp af veeske- eller gaskromatografi,
herved opnas en yderligere dimension i identifikationen. Denne separation er tidskreevende afhaengig
af antallet af stoffer, der skal separeres, men kan neeppe komme under 10 minutter pr. analyse og er
derfor ikke hensigtsmaessig pa en slagtelinje. | det sidste arti er flere og flere online massespektrometre
kommet p&d markedet. Disse leverer neermest et maleresultat Isbende, mens der males. Dette er
fordelen, ulempen er at separationen af stofferne ikke er eksisterende, sa afhaengig af den indledende
ionisering kan identifikationen vaere mere eller mindre specifik p& enkeltstofniveau eller pa strukturelt



set ens kemiske forbindelser, f.eks. organiske syrer. Vi har valgt at se naermere pa tre online
massespektrometriske metoder: MIMS, PTR-MS og SIFT-MS.

Treenede insekter er afpravet til detektion af indol, skatol og androstenon. Insekterne belgnnes med
foder nar de har en positiv genkendelse af den indleerte lugt. Forsgg har vist at parasitiske hvepse kan
genkende indol, skatol og androstenon i gasfasen ved lave niveauer bade enkeltvis eller i en blanding
med alle tre stoffer.

Immunoassays, som f.eks. ELISA og TR-FIA, er en biokemisk teknik, som hovedsageligt anvendes i
immunologien til at detektere tilstedeveerelsen af et antistof eller et antigen i en prgve. Metoden
anvendes som et diagnostisk veerktgj i medicin- og plantepatologien, men ogsa til kvalitetskontrol i
forskellige industrier.

Analysemetoder

Elektroniske Naeser

Ved en kunstig naese benytter man sensorer der er i stand til at binde flygtige stoffer pa dets overflade.
Nar fremmede stoffer bindes til sensorens ydre, andres en eller flere registrerbare egenskaber ved
den. Ved en kunstig naese er der ikke millioner af receptorer som i levende dyr. Her vil man ofte ngjes
med fra 5 til 30 forskellige sensorer. Reaktionsmgnstret som fremkommer ved at lade et duftstof
passere hen over sensorerne kan sa genkendes ved at sammenligne med mgnstre fremkommet i
tidligere forsgg.

Sensor-typer

MOS, metal oxide semiconducters: Disse bestar af halviedermaterialer som aendrer modstand, nar
fremmede molekyler saetter sig pa deres overflader. Ved at operere den samme MOS-sensor ved
forskellige temperaturer (typisk flere hundrede grader celsius) opnar man forskellig respons til
forskellige lugtmolekyler.

SAW, surface acustic wave detector: Denne type detektor bestar af en piezoelektrisk krystal som kan
seettes i svingninger med en elektrisk impuls. Nar overfladen opsamler lugtmolekyler, eendres
svingningstiden for krystallen afhaengig af den pafgrte stofmaengde (masse). Overfladen af krystallen
kan beleegges med forskellige stofgrupper med forskellige affiniteter til forskellige lugtstoffer.
Eksempelvis anvendes ofte porphyriner som kan danne komplekse bindinger til en lang raekke stoffer.
En vigtig undergruppe blandt disse sensorer er den sakaldte "Quartz Microbalance”. Disse krystaller
seettes i svingninger med en frekvens pa op til adskillige millioner hertz (MHz). Nar molekyler saetter sig
pa overfladen af krystallen, seenkes dens egen frekvens (resonansfrekvens). Zndringer helt ned til 1Hz
kan males. Dette betyder at krystallen er meget falsom over for stofkoncentrationer i den passerende
luftstram. SAW teknologien er meget fglsom for temperaturaendringer og systemerne skal derfor
termostateres meget papasseligt.

CP: Conducting polymers. Plasttyper kan ggres ledende ved at dope plastmaterialet med forskellige
materialer. Nar plaststoffet adsorberer lugtmolekyler eendres ledningsevnen. Denne aendring indikerer



at der er "noget”, der har sat sig pa sensorens overflade. Man kan s& kombinere forskellige
plastmaterialer for derved at opna forskellig respons p& lugtmolekylerne.

lon Mobility Spectrometers: Disse instrumenter minder mest af alt om simple massespektrometre. De
bruges af forsvaret til at male tilstedeveerelsen af potentielle krigsgasser. | udstyret ioniseres
molekylerne med en radioaktiv kilde (f.eks. den samme som bruges i rggdetektorer). De nu ladede
molekyler accelereres af et elektrisk felt hvorved de far en hastighed, der afhaenger af deres masse. Et
nyt elektrisk felt afbgjer nu molekylerne pa tveers af den oprindelige bevaegelsesretning. Et antal
detektorer langs beveegelsesretningen maler hvor langt de ioniserede molekyler nar, inden de stoppes
af en ydre rar-inderflade. Udstyret méaler saledes pa en grov made forholdet mellem ionladning og
masse.

For MOS, SAW og CP er den stgrste ulempe at nar et antal molekyler er blevet adsorberet pa
overfladen af sensorerne, skal systemet renses (purging). Dette ggres ved at lede en meget ren og ter
luftart hen over sensorerne i et passende tidsrum. Dette betyder at systemet ikke kan bruges under
denne "renselses”-proces, som godt kan tage et par minutter. En lgsning pa dette problem er
naturligvis at seette et antal instrumenter til at arbejde i parallel. For eksempel hvis 12 sensor-arrays
seettes i parallel, kan man med en purge-tid p& 2 minutter pr. instrument méale pa en hangris hver 10.
sekund. Et andet problem for MOS, CP og SAW er at sensor-arrays ikke reagerer ens pa
lugtpavirkninger og at de er meget vanskelige at kalibrere til samme falsomhed. Dette skyldes at
sensorerne ikke er specifikke over for bestemte molekyler, men derimod er falsomme over for naesten
alle flygtige stoffer som passerer over dem. Herved kan "nye” molekyler som ikke var til stede ved
kalibreringen/oplaeringen give helt uforudsigelige pavirkninger af sensorerne.

lon Mobility Spektrometret lider ikke af purge-problemer, men vil i nogen grad vaere pavirkelig af at
andre molekyler end dem der er interessante kan pavirke malingen.

Alle udstyr gav udslag pa tilstedeveerelsen af androstenon og skatol i gasfasen over detektorerne.
Resultaterne fra artikel 4 (ion mobilitets spektrometer) viste langt de mest overbevisende resultater (for
androstenon er opnaet r=0.92 og gode sammenhaenge til sensoriske resultater i gvrigt). Dette er fuldt
ud i overensstemmelse med resultater opnaet med SIFT-MS fra firmaet SYFT Technologies i New
Zealand (se nedenfor).

Proton Transfer Reaction Switchable Reagent Ion Mass Spectrometry (PTR-SRI-MS)
Reaktioner, hvori der anvendes proton-overfgrsler, kan inducere kemisk ionisering af flygtige stoffer i
en prgve, der gnskes analyseret. Prgve-gassen introduceres kontinuert ind i en strgm i instrumentet,
hvor den reagerer med H;0", NO™ eller O," ioner, som dannes i en ion-kilde. Flygtige stoffer, der har en
proton-affinitet hgjere end vand (>166,5 kcal/mol) ioniseres ved proton-overfgrsler fra H;O". Massen
analyseres i et massespektrometer og detekteres som ion-teellinger pr. sekund (ion counts/s = cps) ved
hjeelp af en sekundaer elektronforsteerker. Resultatet er en profil, svarende til et fingeraftryk, af
masserne af de flygtige stoffer i prgven. Det er interessant fordi:

1. det ikke kreever forbehandling af prgven
2. det tillader hurtig maling (typisk < 1 min for at opna et fuldsteendigt massespektrum) og
3. teknikken er meget fglsom (ppt niveau)



Selected Ion Flow Tube Mass Spectrometry (SIFT-MS)

Princippet i denne teknik er lig teknikken for PTR-MS. Indtil for ganske nylig anvendte PTR-MS kun en
ion, nemlig H;O", til ioniseringen, men dette er aendret og det er sveert at sige, om det ene princip er
bedre end det andet.

Fordelen ved begge disse teknikker er en blgd ioniseringsform, som betyder at der sker en mindre
fragmentering af molekylar-ionen, hvilket i sidste ende giver et mere simpelt spektrum med mindre
interferens. | den traditionelle massespektrometri anvendes elektronisk ionisering, hvor der sker en
massiv fragmentering af et stof. De mange fragmenter interfererer og gger behovet for en forudgaende
separation vha. kromatografi. Dette problem er altsd minimeret med disse to teknikker. Ved
ioniseringen med precursor-ionerne dannes produkt-ioner og ideelt set dannes kun en produkt-ion. Men
selv med den blgde ioniseringsform kan der dannes flere produkt-ioner. Det haevdes at ioniseringen
med H;O" resulterer i flere fragmenter ved PTR-MS end ved SIFT-MS. Forskellige stoffer kan ogsé
resultere i den samme produkt-ion, f.eks. giver bade propanal og acetone en produkt-ion med m/z 59
ved ionisering med H;O". Ved at anvende flere precursor-ioner kan skelnes mellem de to stoffer, idet
NO" reagerer med propanal og giver m/z 57, men med acetone f&s m/z 88. Nar et stof kan reagere
med 2 eller 3 precursor-ioner elimineres faren for falsk positive eller negative resultater.

Reaktionskoefficienten af disse precursor-ioner er afggrende for at konvertere det malte ra signal til en
koncentration for hvert stof. Ved PTR-MS anvendes en konstant arbitraer faktor til at konvertere signalet
fra cps til en koncentration i f.eks. ppb, mens SIFT-MS anvender de specifikke reaktionskoefficienter for
individuelle ion-molekyle reaktioner, hvorved opnés en absolut kvantificering af de flygtige organiske
stoffer i en blanding uden brug af kalibreringsstandarder.

Membrane Inlet Mass Spectrometry (MIMS)

Ved MIMS introduceres de flygtige stoffer til massespektrometret via en semipermeabel membran, som
saedvanligvis er en tynd, gas permeabel hydrofobisk membran, f.eks. lavet af polydimethylsiloxan.
Pragver kan besta af naesten enhver vaeske - det vaere sig vand, luft og endda oplgsningsmidler. Der
kraeves ingen eller minimal prgveforberedelse og metoden er god til at male smé ikke poleere
molekyler, eftersom disse har en stgrre affinitet til membranen end til prgve-matricen. Stoffer kan til
dels introduceres selektivt afheengig af om membranens egenskaber er hydrofob eller hydrofil.
loniseringsformen er elektronisk og der sker derfor en stor fragmentering af stoffer, hvilket giver stor
interferens og mindre selektivitet. Falsomheden er altsa ikke kun afhaengig af stoffernes flygtighed som
ved PTR-MS og SIFT-MS, men ogsa af deres hydrofobicitet.

Biosensing - brugen af treenede insekter

Biosensing til detektion af indol, skatol og androstenon er udfgrt med traenede insekter i form af bier
(Apis Melliferra) og hvepse (Microplitis croceipes). Traeningen er udfgrt under klassiske betingelser
(associativ leering). Traeningen er udfart med en oplgsning af enten indol, skatol eller androstenon eller
en blanding af disse (1:1:1) oplgst i hexan i koncentrationer fra 0,001 til 20 mg/ml. Belgnningen ved
korrekt markering gives i form af en sucrose-oplgsning. Det positive respons er for bierne en Proboscis
(tongue) Extension Reflex (PER), hvilket tolkes som en tunge refleks, der medfgrer en ekstension af
tungen og for hvepsene er reaktionen "head-banging” (J.E. Haugen 2009).



Immunoassays ELISA - Enzyme-linked ImnmunoSorbent Assay

Det overordnede princip ved immunoassays er at der bindes en ukendt maengde af antigen fra praven,
der gnskes undersggt, til en overflade (f.eks. en polystyrene mikrotitter plade). Denne skylles med et
specifikt antistof, som binder sig til antigenet. Antistoffet kan forbindes til f.eks. et enzym eller til
magnetiske perler i nanostgrrelse og til sidst tilseettes et stof som enzymet eller perlerne kan konvertere
til et detekterbart signal. Anvendes fluorescens til detektion, vil belysning af en prgve med en passende
boglgelaengde fa et antigen/antistof kompleks til at fluorescere, hvorved maengden af antigen i praven
kan udledes gennem styrken af fluorescensen. Indholdet af antistoffer eller antigener kan kvantificeres
ved hjeelp af flere forskellige teknikker, der bl.a. omfatter:

¢ RIA (radioimmunoassay). Metoden anvender radioaktive signaler, er seerdeles sensitiv og har i
laboratorier tidligere vaeret anvendt til bestemmelse af androstenon i savel fedtvaev som i
blodserum. P& grund af problemerne i forbindelse med radioaktivitet er RIA ikke szerligt udbredt
mere og kommercielle "tracers” til androstenon er heller ikke laengere kommercielt tilgaengelige
(Claus et. al.). Ikke interessant i forbindelse med screening af fodevarer.

e MIA (magnetic immunoassay). Ved MIA bindes sma& magnetiske perler i nanostgrrelse til enten
antistoffet eller antigenet. Kvantificeringen sker her ved hjaelp af et magnetometer, der maler
aendringen i magnetfeltet. Metoden giver en del udfordringer med at handtere den relativt store
magnetiske baggrundsstgj.

o ELISA/EIA (enzyme linked immunosorbent assay). Ved ELISA linkes antistoffet til et enzym, der
efterfglgende ggres sporbart, f.eks. flouriserende, hvorved indholdet kan kvantificeres. Metoden er
meget anvendt og findes ogsa som en "hurtig” metode i form af kommercielt kit.

e TR/FIA (time resolved flouroimmunoassay). Samme princip som flouriserende ELISA, men den
flouriserende egenskab sker ikke ved hjeelp af enzymer, men ved hjeelp af lanthanide ioner, som
Eu®".

Hot iron

En teknik udviklet til hurtig detektion af ugnsket aroma under tilberedning. Instrumentet er en 115 volt
pistol-grip elektrisk loddekolbe med kontinuert varmeopbygning (dvs. ingen trykkontakt). Kontakt
mellem den opvarmede spids og en fedtpragve, specifikt subkutant fedt pa en svineslagtekrop, frigiver
aromaer svarende til de, der frigives under tilberedning af svinekgd. Den kontinuerlige varme braender
fuldstaendigt og hurtigt alle rester veek, hvilket er ensbetydende med eliminering af behovet for
renggring og vask af instrumentet imellem praver (L. Jarmoluk 1970).

Artikler omhandlende mdling og detektion af hangriselugt

Artikel 1-4 - Elektroniske naeser

Hvordan er fedtprgverne forbehandlet i de 4 forsgg?

| alle tilfeelde er fedtprgver blevet anbragt i glasbeholdere som er termostateret til mellem 35 og 150
grader celsius over en periode p&d mellem 30 sekunder og 2 minutter for at opna ligevaegt mellem
prgven og headspace. Herefter er der udtaget en prgve af headspace med en luftteet sprgjte og
indholdet er efterfglgende injiceret i luftstrammen, der fares over sensorerne i de elektroniske neeser.



Sensortyper der er benyttet i arbejder der ligger til grund for de fire artikler:
| artikel 1 benyttes et sensorsystem med MOS sensorer.

| artikel 2 benyttes et CP baseret sensorsystem.

Til artikel 3 er benyttet et SAW baseret sensorsystem.

Til artiklen 4 er benyttet et ion mobilitets spektrometer.

| artikel 4 (Natale et al) er benyttet en sensortype bestaende af en SAW resonator pafgrt en porphyrin
metal forbindelse. P& spikede fedtpraver (fedtpraver som kunstigt er tilfart op til 10ppm androstenon)
opnas en fglsomhed over for androstenon pa 0.035 ppm pr. hertz i koncentrationsomradet mellem 0 og
2 ppm og 0.1 ppm pr. hertz mellem 2 og 10 ppm i prgven. Dette vil sige at resonansfrekvensen aendres
med én hertz for hver gang androstenon koncentrationen i prgven stiger 0.035ppm.

Fra forsggsresultaterne i artikel 4 ses det imidlertid at reproducerbarheden ligger teet pa 20 hertz
svarende til 0.7 ppm i prgver med androstenon under 2 ppm. For prgver mellem 2 og 10 ppm er
reproducerbarheden péa 40 hertz svarende til en usikkerhed pa 4 ppm.

Det skal endvidere understreges at den samlede maletid (praveforberedelse, maling og rensning af
sensoren) er pa 30 minutter. Den Italiensk udviklede metode er blevet evalueret af Frauenhofer IME i
20009.

Artikel 5-10 - Online massespektrometriske metoder (SIFT-MS, PTR-MS og MIMS)
Indol, skatol og androstenon er mailt i forskellige matricer, f.eks. spyt, udandingsluft, urin, blod, fedt,
staldluft og smar. | relation til hangriselugt er stofferne malt i spaek, fedt, urin og blod. | det fglgende er
referencer til diverse matricer gennemgaet idet der er fokuseret pa en af de tre online méleteknikker i
kombination med stofferne indol eller skatol (ingen er fundet med androstenon). Der er meget fa
referencer med denne kombination. Forskellige flygtige stoffer méles i udandingsluft med diagnose,
screening og maling af sygdomme for gje. Indol og skatol er malt i &nde og statisk oral luft med SIFT-
MS pa tre forsggspersoner (Ross 2008). Fglsomheden var i omradet 2-4 cps per ppbv. Den estimerede
detektionsgreense, LOD, i en 10 sekunder maleperiode blev beregnet til 0,17 og 0,13 ppbv for indol og
skatol. Kvantificeringsgraensen, LOQ, blev pa tilsvarende vis bestemt til 0,8 og 0,7 ppbv. Lavere
veerdier kan opnas ved en laengere maleperiode end de 10 sekunder (Ross 2008). SYFT Technologies,
som fremstiller udstyret, har flere applikationer, der omhandler maling af indol og skatol med SIFT-MS.
SIFT-MS er anvendt til maling af bl.a. disse to stoffer fra forskellige prgver af New Zealandsk oksekad.
20 g prave blev inkuberet mindst en time ved 60°C fgr maling med SIFT-MS. Resultatet er at indol og
skatol kan males med koncentrationer pa nogle fa ppbv til ca. 20 ppbv i headspace fra ked af kvaeg
fodret med grees eller kraftfoder (Syft Technologies (1+2)). PTR-MS er anvendt til at méle emissioner af
flygtige organiske stoffer fra mikroorganismerne E.coli, Shigella flexneri, Salmonella enterica og
Candida tropicalis. | kulturerne med E. coli er malt pa signalet 118, som med stor sikkerhed kan
tilskrives tilstedeveerelsen af indol. Indholdet steg efter 3-4 timers inkubation til 400 ppbv efterfulgt af et
langsomt fald gennem den resterende inkubation pa 24 timer til ca. 200 ppbv (Bunge, Araghipour
2008). Emission af lugtstoffer fra intensiv svineproduktion er malt med PTR-MS (Feilberg 2010). Med
PTR-MS’en opnas en detektionsgraense for indol pa 0,04 ppbv og for skatol 0,02 ppbv. Stofferne er
malt i luften med koncentrationer pa 0,04-0,3 ppbv for indol og 0,08-0,9 ppbv for skatol. Undersagelsen
er under publicering (Feilberg 2010). MIMS er anvendt til maling af flygtige stoffer i forbindelse med
staldlugt, f.eks. er indol og skatol malt i ventilationsluft i svinestalde far og efter passage af to forskellige
biologiske biofiltre (Feilberg 2010). Indol blev malt p& m/z 117 og skatol pd m/z 130 i et



koncentrationsomrade pa 1-18 ppb med en LOD for indol pa 1,2 ppb og skatol 1,1 ppb (Feilberg 2010).
Feelles for disse metoder er at indol, skatol og androstenon skal findes pa gasform for at kunne males.
For at fa alle tre stoffer med kraever det en opvarmning iszer af hensyn til androstenon.

Artikel 11-12 - Biosensing

| det norske hangriseprojekt arbejdes med bade bier og hvepse som potentielle detektorer af
hangriselugt. | deres forsgg testes stofferne ned til en koncentration p& 0,001 mg/ml for indol, skatol og
androstenon i hexan. Insekterne synes at veere i stand til at opfatte individuelle hangrisestoffer i
blandinger med 1:1:1 af indol, skatol og androstenon. Det vides endnu ikke om insekterne kan lugte
hangrisestofferne kvantitativt ved sorteringsgraenserne. Resultaterne forventes publiceret nar de
foreligger ifglge John-Erik Haugen (mail 21.04.10).

Artikel 13-16 - Inmunoassay

ELISA er i udstrakt grad anvendt til maling af androstenon. ELISA-bestemmelsen foretages bade i form
af en hurtigmetode ved hjeelp af et kommercielt testkit og en tilsvarende ELISA-analyse i laboratoriet
med leengere inkubationstider. Bonneau 2000 korrelerer disse ELISA-bestemmelser af androstenon i
smeltet fedt. Standardkurven gar fra 0 — 10 ug/g androstenon i spaek. Testkittet er mest falsomt i
omradet fra 0,5-0,6 ug androstenon/g ufortyndet fedt. Ved indhold over 2 ug/g skal fedtet fortyndes far
analyse. Sammenligning af hurtigmetoden, ELISA-testkit, med laboratorieversionen af ELISA var ikke
entydig. | den ene gentagelse af dobbeltbestemmelsen var der en smule overestimering af indholdet af
androstenon ved brug af testkittet, mens den anden bestemmelse var voldsomt overestimeret ved brug
af testkittet. Forfatteren konkluderer pa den baggrund, at resultatet ikke kan bruges (Bonneau 2000).
Testkittet er p.t. ikke kommercielt tilgaengeligt, men dette vil muligvis eendres safremt der matte komme
starre efterspgrgsel for test af androstenon.

ELISA i laboratorieversionen og TR-FIA har veeret anvendt til maling af indholdet af androstenon i
blodserum. Ved at kunne screene pa baggrund af blodpraver (eller serum) i stedet for fedtprgver kan
proveforberedelsen reduceres betragteligt. Resultaterne i Tuomola 1997 og 2002 viser en god
sammenhaeng i mellem niveauet af androstenon i blodserum og i fedtpraver (r=0,866 og r=0,89) og det
konkluderedes at direkte analyse af serum synes at give en palidelig indikation af androstenonindholdet
i fedt. En palidelig indikation er dog naeppe tilstraekkelig til at basere screeningen af slagtekroppene pa.
Problemet er, at androstenonindholdet i blod er kendt for at have veesentlige, midlertidige fluktuationer.

Artikel 17 - 19 - Hot Iron metoden

Hot Iron-metoden er anvendt og anvendes stadig til bedgmmelse/sortering af svinekroppe. Metoden
blev udviklet tilbage i 1970 hvor korrelationen mellem smagspanel og bedgmmelse med Hot Iron pa
praver var 0,37. Dertil skal siges at smagspanelet bestod af 6 dommere og Hot Iron metoden
involverede en person med stor erfaring i at bedgmme aroma af gris! | artiklen vurderes at en erfaren
bedgmmer kan evaluere adskillige slagtekroppe pr. minut (Jarmoluk 1970). Metoden er ogsa anvendt til
bedgmmelse af hangriselugt i fedt og ked i tre grupper af hangrise: 5 maneder gamle (75-80 kg
levende veegt), 7 maneder gamle (100-105 kg) og 3 ar gamle (250-300 kg). Den sensoriske evaluering
vha. Hot Iron-metoden blev foretaget af tre eksperter og intensiteten blev bedemt pa en skala fra 1 til 6,
hvor 6 udtrykker en hgj hangriselugt. Forfatteren konkluderer at brugen af Hot Iron-metoden er egnet til
sensorisk detektion af lugt. Metoden er simpel og anvendelig til bestemmelse af hangriselugt pa



slagtelinjen (Stamenkovic 2005). | et andet forsgg med fokus pa effekten af fodring til reduktion af
hangriselugten er Hot Iron-metoden ogsa anvendt. Her bedegmmes nakkefedtet pa en skala fra 1 til 4,
hvor 4 er rigtig darlig. Forfatteren vurderer at seettes cut-off veerdien pa 2 for Hot Iron-metoden, sa er
der god overensstemmelse mellem malte veerdier og de sensoriske bedgmmelser (Aluwe 2009).

Artikel 20 - Olfaktometri

Sensoriske korrelationer er foretaget til smagsoplevelsen af skatol og androstenon, hvor der opereres
med en graenseveerdi for skatolaekvivalenter pa 0,2-0,25 mg/kg i fedt og for androstenon er greensen
0,5-1 mg/kg i fedt. Den olfaktometriske oplevelse af samme stoffer, som jo er forbrugerens farste
erkendelse af hangriselugten under tilberedningen er maske mere sigende for, hvad et evt. onlineudstyr
kan handtere af detektionsgreenser. L.J. van Gemerts samling af lugtgreenseveerdier i forskellige medier
for disse tre stoffer er angivet i tabellen:

Hangrisestof | GV | Veerdi Medie Kilde
Androstenon | d 0,0021 Luft [mg/m3] Amoore (1977)
d 0,000000868 | Luft [mg/m3] Baydar et al. (1992a, 1993)
Skatol d 0,00035 Luft [mg/m3] Punter (1975, 1979)
d | 0,0005 Luft [mg/m’] Logtenberg (1978)
Indol d |0,0071 Luft [mg/m?] Punter (1975, 1979)
0,00004 Luft [mg/m’] Etzweiler et al. (1980)
0,000033 Luft [mg/m?] Randebrock (1986)
Skatol 0,05 Syntetisk smar [mg/kg] Urbach et al. (1970, 1972)
0,05 Solsikkeolie [mg/kg] Preininger & Grosch (1994)
Indol 0,02 Syntetisk smgr [mg/kg] Urbach et al. (1970, 1972)

Der opereres med to typer af greenseveerdier: den absolutte og forskelsgraenseveerdien. Detektions- (d)
og genkendelses- (recognition (r)) graenseveerdierne er absolutte greenseveerdier.
Detektionsgraeenseveerdien er den laveste koncentration, hvor en lugt kan detekteres uden at kunne
genkende lugten. Genkendelsesgraenseveerdien er den laveste koncentration, hvor lugten kan
identificeres. Forskelsgraenseveerdien er den mindste aendring i koncentrationen af stoffet som kan
erkendes. Denne fremgar dog ikke af Gemerts samling af graenseveerdier. De absolutte graensevaerdier
kan veere fastlagt pa forskellig vis og veerdierne er derfor kun vejledende, hvilket ogsa vil fremga af den
store spredning, der er i veerdierne for samme stof, afhaengig af kilden. For de sidste 5 veerdier i
tabellen fremgar det ikke i kilden, om der er tale om detektions- eller genkendelsesgraenseveerdier.

Ovenstaende graenseveerdier i luft er maske mere sigende for, hvad en onlinemetode skal kunne
handtere i forhold til en forbrugers sensoriske oplevelse under tilberedning.




Konklusioner

For alle tre online massespektrometriske metoder vurderes miljget pa en slagtegang at veere barsk, og
mest optimalt vil nok veere at transportere en delprgve til et isoleret rum. MIMS’en har dog vist sit
potentiale i svinestalde, sa den kan maske klare miljget, lige sa de i krigszoner anvendte ion mobilitets
massespektrometre. Hvis stofferne kan komme pa flygtig form vurderes, at alle tre teknikker kan
anvendes idet der ikke er mange interfererende stoffer med de samme masser som indol, skatol og
androstenon. PTR-MS og SIFT-MS skgnnes at give den mest specifikke identifikation og bedste
kvantificering pga. den blgde kemiske ionisering med tre precursor-ioner og pga. den anvendte
kvantificeringsteknik, som tager individuelle hensyn til reaktionshastighedskonstanten for de enkelte
ioner, dog uden at kreeve brug af kalibreringsstandarder i forhold til MIMS. Fglsomheden synes at ligge
i samme omrade, nemlig ppbv i nogle tilfeelde pptv, selvfglgelig med mulighed for at variere afhaengig
af opsamlingsbetingelser.

Indol, skatol og androstenon skal bringes pa flygtig form far maling. Dette er jo muligt idet stofferne kan
lugtes i forbindelse med almindelig tilberedning i ovn. Mikrolab, Arhus, har f.eks. fremstillet en opvarmet
"kuvette” der kan opvarme f.eks. jord eller andre faste prever til 150-200°C. Denne enhed eller lignende
bar ogsa kunne anvendes til opvarmning af spesek. Spgrgsmalet er sd om der kan findes en passende
sammenhaeng mellem indholdet af de tre stoffer i headspace i forhold til spaekkets indhold, hvilket er
forudsaetningen for at anvende maleteknikken til en online metode til hangriselugt.

Biosensing af indol, skatol og androstenon ved hjeelp af insekter lyder som en kompleks opgave.
Hvordan vil hygiejnekravene til slagtegangen kunne harmonere med brugen af insekter? Der er mange
uafklarede spgrgsmal: hvor lang levetid har insekterne? (max % ar?), de skal treenes og hvor lang tid
ad gangen kan de lugte? Hvordan korrelerer deres lugtesans med vores lugt- og smagssans for disse
stoffer? Den nedre koncentration hvor insekterne testes svarer omregnet til ca. 1 mg/kg, hvilket trods
alt er teet pa den sensoriske graensevaerdi for androstenon pa 0,5-1 mg/kg i fedt. Det er uklart hvordan
insekterne praesenteres for lugten.

ELISA-testkit kreever stadig en del oparbejdning og inkuberingstid far afleesning. Metoden analyserer
kun for androstenon og ikke skatol. Testkittet til en hurtigbestemmelse for androstenon er p.t. ikke
kommercielt tilgeengeligt.

Hot Iron-metoden er s& simpel at den er nem at hane og méske overse. Det er meget sveert fra
litteraturen at bedgmme kapaciteten og handteringen af metoden i praksis pa en slagtelinje. Det er
sveert at forestille sig at dommere kan uddannes, sa det vil give en ensartet sortering og med viden om,
hvor hurtigt en dommer traettes rent olfaktometrisk er det ogsa sveert at forestille sig, hvordan 400
slagtekroppe i timen kan bedgmmes vha. denne metode. Til gengeeld kan Hot Iron-metoden maske
bruges til opvarmning med henblik pa at f& indol, skatol og androstenon pa flygtig form. Opvarmningen
sker pé et lille afgreenset omrade af slagtekroppen og opsamling til en online MS-maling er veerd at
overveje.



Arbejdsgruppens indstilling

Der foreligger 2 typer af instrumenter som er veerd at satse pa som kandidater til et online malesystem
til detektion af hangriselugt:

1. Tre online MS-systemer er interessante:

a. SIFT- MS-systemet fra SYFT Technologies (http://www.syft.com/), virksomheden bag dette
system ser ud til at vaere fortrolig med hangrise-problemstillingen fra den New Zealandske
slagteindustri.

b. PTR-MS systemet fra lonicon Analytik (http://www.ptrms.com/). Dette system anvendes til
maling af flygtige stoffer fra ventilationsluft fra svinestalde ved Arhus Universitet og har p&
tilsvarende vis demonstreret evnen til at male indol og skatol.

c. MIMS som findes i TI's afdeling i Arhus. Udstyret har tidligere veeret anvendt til méaling pa
staldluft.

Systemerne har den ngdvendige specificitet til at kunne kvantificere lave maengder af skatol og

indol samt formentligt ogsa androstenon. SIFT-MS og PTR-MS vil give de mest specifikke

malinger.

2. lon mobilitets detektor M90-D1-C Chemical Warfare Agent Detector http://www.environics.fi/ bar
testes idet den er robust nok til at blive brugt i felten af mange landes militeer.

3. Der skal igangseettes en litteratursggning (specielt i DMRI arkiver fra 1980’erne og 1990’erne) af
sammenhaengen mellem skatol/androstenon i svinespaek og forekomsten af disse stoffer i
headspace over en opvarmet prgve af samme spaek. Hvis der ikke foreligger tilstraekkelig
dokumentation, bgar der staks indledes laboratorieforsgg der kan klarlaeegge dette forhold.
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Bilag 1. Oversigt over maleteknologier

Metoder

Samlet vurdering pa en skala fra 1til 4

z
= g )
@ g z- § = E _ 1 - velegnet, ingen forbehandling, hurtig responstid,
%] o = © ;
g o £ \&/ S zZ| 5 = - % hgj falsomhed,
= | 32 A il ol 8 5| o = = optimal selektivitet.
o c © @) o Q T | X | @ o =} 2 _ god
£l g2 |2 S | E|E|lg|g g = e
5 o = = 2 = 2| s = T 3 —darlig...
% | o = = % X Q %) c = . . . o .
< > 2 = 2 X | | o < D = 4 — ikke muligt, kreevende forbehandling, lang méletid,
@ 25 = £ ~“| 8| 9| @® © 4
2 = o c Q@ o I S ) E a dérlig
2L | g 5 |E|® &5 |6 |& . y
L = @ @ = fglsomhed, ingen selektivitet
Elektronisk naese® nej | Ca.2min | Afheengig af darlig | J J J? Dyr5 Dyr5 M 4 — kreever gasflaske til rensning eller indgangsluft skal
! specifik teknologi filtreres, ikke robust og driftssikkert (DK udgaver)
lon Mobility nej | <10 sek god J? (J? | ? 2
Spectrometer® 1
SIFT-MS® nej | <10 sek 0,1 ppb ? god J J J? Dyr Mellem | R?,M | 1 - SYFT Technologies, New Zealand har meldt fra.
! Deres gkonomi er tvivisom.
PTR-SRI-MS°® nej | <10sek | 0,001 ppb? god J |3 |3 |Dyr Mellem | R,M | 1 —muligvis gasflaske
1
MIMS® nej | <10 sek 1 ppb middel | J J N Mellem | Billig R,M | 2 —vurderes at veere billigere i drift grundet lettere
! vedligeholdelse.
Biosensing vha nej | <10 sek 1000 ppb god? 32 |32 |2 Billig Dyr M 4 — problem med hygiejne, kort levetid, sarbart m.
insekter ! levende veesner, hgje omkostninger til traening.
Hot Iron® nej | 30-60 sek | Olfaktometrisk darlig | J? |J? |J?° | Billig Dyr R,M | 1 hgje omkostninger til traening af "sniffer”, hgje
! greense ? Ignomkostninger, egnet til midlertidig lgsning
Immunoassay ja 3-4 timer | 1000 ppb ? god N N J Dyr Billigere | - 4

! Dog opvarmning af prave for flygtiggarelse af stoffer.

2 Generelle niveauer for andre stoffer. Kendes ikke specifikt for indol, skatol og androstenon.

% Under forudseetning af at androstenon kan flygtiggares.

* Sensitiviteten svarer til den sensoriske graense, som er lavere end sorteringsgraensen pa de 0,25 ppm for skatolaekvivalenten.

® Behov for flere udstyr i parallel af hensyn til en responstid, der er hurtig nok.

® Forbehandling af prave i form af opvarmning for at f& ASI stofferne flygtiggjort.
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