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For at gennemfgre projektopgaver er det ngdvendigt at kunne dokumentere
kemisk sammensaetning samt indhold af en raekke forskellige hjeelpestoffer.
Markedet for udvikling af nye metoder, laboratorieudstyr, materialer m.m.
overvages, og seerligt interessante emner afpragves. Herved vedligeholder
instituttets kemiske laboratorium kompetencen vedrgrende moderne og ef-
fektiv laboratoriedrift, der kan imgdekomme krav om hurtige og troveerdige
analysemetoder.

Laboratoriet rader over en reekke akkrediterede referencemetoder og desu-
den over en raekke specialanalyser, der anvendes i mindre omfang.

| bilag 1 findes en oversigt over de analysemetoder, der er til radighed. Prin-
cipper, specialudstyr og seerlige forhold for de enkelte analysemetoder er her
kort beskrevet. Oversigten opdateres en gang arligt med aendringer til eksi-
sterende metoder samt tilfgjelse af nye kemiske metoder. Andringer i bilag
1, i forhold til udgaven fra 2010, er anfart med maerket skrift.

Opdatering af eksisterende metoder

Med henblik pa at reducere analysetiden, og dermed omkostningsniveauet,
er der indkart en hurtigmetode til saltbestemmelse (NaCl). Metoden, der er
baseret pa NMKL metode Nr. 178, blev akkrediteret af DANAK i juni 2011.

| forbindelse med indkgb af automatisk titreringsudstyr blev markedet afsggt
for en model, der gav mulighed for automatisk dataoverfarsel til SQL*LIMS,
ver.5.1. Valget faldt p& et system fra Mettler (Excellence Titrator T50, Rondo
20 praveskifter, Lab X titration software). Det viste sig efterfglgende, at
DMRI’s LIMS system ikke kunne kommunikere med Mettlers software, og det
var ngdvendigt at udarbejde hjeelpeprogrammer for at fa et funktionsdygtigt
system inden for disse rammer.

Krydderier og andre tilsaetningsstoffer kan pa& grund af egenfarve give anled-
ning til fejloehaeftede resultater ved spektrofotometrisk maling af nitrit- og ni-
tratindholdet i kgdprodukter. Der er indfgrt et trin i analysemetoden, der kor-
rigerer for denne fejl.

Korrektionen udfares ved, at de farvede pragver fgrst males efter aimindelig
procedure. Efterfglgende gennemfares en maling, hvor det ene af farverea-
genserne erstattes med vand. Differencen mellem de to malinger udgar bi-
draget fra indholdet af nitrit og/eller nitrat.

DMRI har gennem en arraekke anvendt eget program til beregning af L, a og
b veerdier for malinger af overfladefarve med VideometerLab. VideometerLab
har efterfglgende udviklet et program til beregning af farvekoordinaterne
L*a*b. Der har veeret en forventning om at finde en lineser sammenhaeng
mellem savel disse to skalaer indbyrdes og resultater fra maling med Minolta
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udstyr, der betragtes som referencen. Ved et Videometer brugermgde i ef-
teraret 2009 blev det erkendt, at dette ikke var tilfseldet.

For at fa klarlagt problemets omfang blev overfladefarvemalinger pa ked- og
kadprodukter sammenlignet mellem VideometerLabs farvemodul, DMRI’s
model og Minolta udstyr. Resultaterne fra VideometerLabs farvemodul viste,
at skalaerne for a*og b*, henholdsvis a og b, ikke kunne bruges i deres nu-
veerende form til kedprever. DMRI's model var heller ikke optimal, hvilket
kunne forklares med, at de anvendte beregningsformler er produktspecifikke.
Derfor blev det anbefalet at anvende Minolta malinger, hvis resultater af a og
b veerdier skal kunne sammenlignes med referenceveerdier. Resultaterne er
beskrevet i [1].

VideometerLab har efterfglgende udviklet en ny software med en direkte fo-
tometrisk farvemaling, udregnet pa basis af CIEs falsomhedskurver. Egnet-
heden af dette program til ked- og kadprodukter vil blive afpravet pd DMRI.

Der har veeret efterspgrgsel pa bestemmelse af stigesmeltepunkt i svinefedt.
Stigesmeltepunktet, der er et kvalitetsmal for fedtets hardhed, er den tempe-
ratur, ved hvilken en fedtsgjle indsmeltet i et dbent kapillarrar begynder at
stige i ragret.

Den eksisterende metode, der blev anvendt tilbage i 70"erne (SF metode,
blad nr. 32), er forholdsvis tidskreevende. Det var derfor oplagt at finde en
mere tidssvarende metode, og smeltepunktsapparatet Buchi B-540 blev af-
provet. Resultaterne herfra viste, at dette udstyr ikke var velegnet til bestem-
melse af fedts stigesmeltepunkt. Varmepavirkningen var ikke kraftig nok til at
smelte fedtsgjlens ydre lag, far hele prgven i rgret var smeltet, og der kunne
derfor ikke registreres en stigning i rgret.

| forbindelse med indfarelse af fedtafgift pr. 1. juli 2011 var det forventet, at
der ville veere et behov for kvantificering af fedtsyrerindholdet i kad- og kad-
produkter. Arbejdet med implementering af analysemetode blev derfor pabe-
gyndt. De indledende forsgg viste, at valg af intern standard var problema-
tisk, og at det ville kraeve en raekke afprgvninger og efterfglgende dokumen-
tation, far metoden kunne tages i anvendelse.

Der var ikke tilstraekkeligt med ressourcer i projektet til viderefgrelse af arbej-
det i 2011. En kvantitativ metode til fedtsyrebestemmelse har dog forsat en
hgj prioritet i reekken af kommende udviklingsopgaver.

DMRI’s analyseforskrift til bestemmelse af ornelugt er en HPLC metode til
samtidig bestemmelse af androstenon, skatol og indol (ASI) i rygspeaek.
Metoden er blevet opdateret, og der er indfgrt forbedringer af kvalitetssikrin-
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gen. De indfgrte aendringer er bl.a. baseret pa anbefalinger beskrevet i [2].

Der har vist sig behov for yderligere optimering af analysemetoden til be-
stemmelse af ASI i rygspaek. Samtidig hermed er der pabegyndt metodeud-
vikling under F&U projektet “Anvendelse af lugtende hangrisekad” til bestem-
melse af ornelugt i fersk kad.

| forbindelse med et diplomafgangsprojekt for ingenigrstuderende vedrgren-
de kvalitet og holdbarhed af fermenterede pglser konserveret med plante-
ekstrakter og almindelige tilseetningsstoffer er GC-MS udstyr og metodeop-
seetning klargjort til bestemmelse af oxidationsprodukter dannet under et
lagringsforsag.

Der er deltaget i to netveerksmgder for analytisk kemi (Eurolab Danmark),
hvor fedtafgiften var pa dagsorden, herunder analysemetoder til kvantifice-
ring af FAME.

Der er deltaget i seminar arrangeret af VWR vedrgrende nyheder inden for
kemiske analysemetoder.

Implementering af nye analysemetoder med bidrag fra naerveerende
projekt

Der er bidraget med feerdiggarelse af metoder til bestemmelse af aktiviteten
af bioaktive komponenter i proteinhydrolysater. Dels et assay til screening af
den inhiberende effekt mod et angiotensin-I konvertererende enzym (ACE),
der har en funktion ved regulering af blodtrykket. Desuden to metoder til
screening af antioxidativ effekt. Den ene, ved hjeelp af en oxygen microsen-
sor (Clark elektrode), der maler iltforbruget ved en oxidationsproces. Den
anden er et DPPH assay, hvormed omdannelsen af det stabile frie radikal
DPPH til en farvelgs forbindelse bestemmes som et udtryk for teststoffets
antioxidative aktivitet .

[1] VideometerLab - farvekoordinater. Indbyrdes sammenligning mellem
VideometerLab og Minolta 300/400 méalere. DMRI L a b Henholdsvis
Videometer L*a*b, beregninger og Minolta L*a*b veerdier. DMRI rapport,
Januar 2011 Kvalitetssikring af hangrisekad - Optimering af analyseme-
toder.

[2] Optimering af ASI metode. Annette Schéfer og Chris Claudi-Magnussen.
DMRI rapport, juni 2010.



Bilag 1

Oversigt over kemiske analysemetoder pa DMRI marts 2012
incl. beskrivelse af principper og specialudstyr

- seneste opdateringer fremhaevet med



Fedtbestemmelse

Superkritisk CO, ekstrak-
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pH-maling i ked og ked-
produkter

Akkrediterede analysemetoder pa DMRI

Princip: Kadet hydrolyseres med saltsyre for at friggre fedt, der er bundet
til protein, kulhydrat og calcium. Prgven tarres og ekstraheres med di-
ethylether. Det materiale, der ekstraheres med diethylether, defineres som
prevens fedtindhold.

Analysemetoden blev dokumenteret og akkrediteret i 1998. Metoden vali-
deres lgbende ved deltagelse i ringtest (FAPAS).

Siden ferst i 1980’erne har instituttets fedtanalyser veaeret udfert pa Tecator
Soxtec HT", dvs. en modificeret SBR-bestemmelse. Der har gennem flere &r
veeret arbejdet pa at finde en alternativ analysemetode.

Superkritisk CO, ekstraktionsudstyr, LECOR FA 100, blev afprgvet i 1997.
Det var sveert at opna resultater p4 samme niveau som med Soxtec-analy-
serne, og repeterbarheden var tillige darlig. Metoden blev fravalgt.

Nuklear Magnetisk Resonans-udstyr (NMR) MARAN-23 fra Resonance
Instruments Ltd. blev afprgvet i 2001 og senere i 2002. Analyseusikkerheden
var utilfredsstillende som fglge af savel darlig reproducerbarhed som repe-
terbarhed. Da der er tale om en indirekte metode, var der samtidig et tilbage-
vendende problem med kalibrering af udstyret. Metoden blev fravalgt.

Accelereret solvent ekstraktion (ASE) blev afprgvet i 2001. Metoden blev
fundet uegnet til kulhydratholdige praver. Der var samtidig en uacceptabel
lang analysetid. Metoden blev fravalgt.

FOSS Soxcap hydrolyseenhed med Soxtec 2050 Avanti ekstraktionsenhed
blev afprgvet i 2004. Hydrolysetrinnet var meget omsteendeligt og ikke nogen
forbedring i forhold til det mere end 20 &r gamle Soxtec udstyr. Metoden blev
fravalgt.

Princip: pH méles med kombinationselektrode og pH-meter i opslaemninger
af hakket eller blendet kad i fysiologisk saltvand.
Analysemetoden blev dokumenteret og akkrediteret i 1998.

Analyseforskriften blev revideret i 2009, hvor der bl.a. er indfgrt en ekstra
kontrolparameter som erstatning for linearitetstesten.
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Der er foretaget undersggelse af temperaturafthaengighed i 2005. Konklusio-
nen blev, at pH-malinger skal gennemfares ved 22+3°C for at kunne overhol-
de den dokumenterede analyseusikkerhed.

| 2005 blev indflydelsen af frostlagring undersggt. Konklusionen blev, at va-
kuumpakkede hele prgver af kad og kedprodukter kan opbevares ved -20°C
0g -80°C i minimum 1 maned. For fermenterede kadprodukter geelder, at op-
bevaringen skal forega ved -80°C.

Der er indfgrt nye certificerede kontrolbuffere, samt procedurer for godken-
delse af analyseresultater fra pH-malinger, med de indstikselektroder der
anvendes af forsggsteknikkerne pa slagterierne.

Princip: Kadets pigmentindhold udtreekkes af hakket kad med acetone-saltsy-
reblanding. Indholdet bestemmes spektrofotometrisk ved 640 nm, udtrykt i
ppm hemin.

Analysemetoden blev dokumenteret og akkrediteret i 1999.

Akkrediteringen blev af praktiske grunde midlertidigt indstillet i juni 2010, da
efterspgrgsel pd metoden var meget begraenset.

Der er indkgbt nyt spektrofotometer (Lamda 25, UV/VIS, Perkin Elmer) i
2007. Indkgring af metoden til bestemmelse af hemin er pabegyndt.
Er stillet i bero pa grund af begraenset prgveantal.

Princip: Pragven foraskes med koncentreret svovlsyre og en katalysator-blan-
ding. Kveelstof omdannes til ammoniumioner. Ammoniak friggres ved tilsset-
ning af natriumhydroxyd, og det destilleres over i et forlag indeholdende bor-
syre med indikator. Der titreres til ligeveegt med en 0,1 N saltsyre.

Analysemetoden blev dokumenteret og akkrediteret i 1996. Metoden valide-
res lgbende ved deltagelse i ringtest (FAPAS). Ud over indkaring af neden-
stdende udstyr er der ikke foretaget vaesentlige aendringer eller afpravninger
siden metoden blev dokumenteret.

Udstyr:  Tecator-destruktionsblok (Tecator 2020, FOSS)
Udsugningssystem 2001, scrubber unit (FOSS)
Destillations- og autosamplerenhed, Kjeltec 1035 (FOSS)

Ved indkgring af destillations- og autosamplerenheden var der igennem flere
ar tilbagevendende problemer. FOSS foretog en gennemgribende fejlfinding i
2002. Flere vitale dele blev udskiftet, hvorefter udstyret har kart tilfredsstillen-
de.



Afprgvning af nyt udtstyr
(SPRINT)

Saltbestemmelse

Kollagen

En hurtigmetode til proteinbestemmelse (SPRINT, VWR), i bl.a. ked- og kad-
produkter er blevet afprgvet. Udstyret markedsfgres som meget automatise-
ret, renligt, milijgvenligt og enkelt at betjene. Resultaterne fra afprgvningen
viste imidlertid en vaesentlig darligere praecision, end Kjeldahl metoden kan
preestere. Omregnet til analyseusikkerhed for en dobbeltbestemmelse, bety-
der det en forggelse fra £0,53 til £1,2 % protein (absolut veerdi). Metodens
fortrin kunne séledes ikke opveje de krav DMRI stiller til analyseusikkerhed
pa proteinanalyser.

Princip: Natriumklorid ekstraheres med varmt vand. Efter tilssetning af salpe-
tersyre feeldes klorid ved titrering med sglvnitrat. Ved titreringen males ende-
punktet potentiometrisk.

Analysemetoden blev dokumenteret og akkrediteret i 1996. Metoden valide-
res lgbende ved deltagelse i ringtest (FAPAS).

Det er dokumenteret, at holdbarheden af de filtrerede ekstrakter der anven-
des til bestemmelse af saltindholdet i praven, kan opbevares pa kgl i op til 13
dage.

Hurtigmetode til saltbestemmelse (NaCl), mod.e. NMKL Nr. 178 er indkgrt.
Metoden blev akkrediteret i juni 2011.

| forbindelse med indkgb af automatisk titreringsudstyr blev markedet afsggt
for en model, der gav mulighed for automatisk dataoverfgrsel til SQL*LIMS,
ver.5.1. Valget faldt pa et system fra Mettler (Excellence Titrator T50, Rondo
20 prgveskifter, Lab X titration software). Det viste sig efterfglgende, at
DMRI’'s LIMS system ikke kunne kommunikere med Mettlers software, og det
var ngdvendigt at udarbejde hjeelpeprogrammer for at fa et funktionsdygtigt
system inden for disse rammer.

Princip: Hydroxyprolin er kvantitativt et mal for indholdet af kollagen i ked og
kadprodukter. Prgven hydrolyseres i svovisyre ved 108°C, filtreres og fortyn-
des. Hydroxyprolin oxideres med Chloramin-T til pyrrol. Ved tilssetning af 4-
dimethylamino-benzaldehyd dannes en rgd-farvet forbindelse, der males pa
spektrofotomerisk ved 560 nm.

Analysemetoden blev dokumenteret og akkrediteret fgrste gang i 1998. Nyt
udstyr indkabt i 2001 medfarte en fornyelse af akkrediteringen i 2005. Meto-
den valideres ved deltagelse i ringtest (FAPAS).



Vandbestemmelse

Angiotensin-I konverte-
rende enzym (ACE) -
assay til screening af
inhiberende effekt

Udstyr:  Tecator-destruktionsblok (Tecator 2020, FOSS)
Usugningssystem 2001, scrubber unit (FOSS)
Lachat QuikChem FIA+, 8000 Series, Flowinjection system
(FIA) med opseetning til hydroxyprolinbestemmelse
Lachat Reagent Pump, RP-100 series (SF 70955)
Lachat XYZ Autosampler (SF 70956)

En revurdering af metodedokumentationsmaterialet har vist, at repeterbar-
heds- og reproducerbarhedsspredningen er afhaengig af koncentrationsni-
veauet. Der er genereret ligninger for repeterbarheds- henholdsvis reprodu-
cerbarhedsspredninger som funktion af kollagenindhold i pr@ven. Ligningerne
anvendes nu som basis for beregning af analyseusikkerheden.

Prgvemaengden er blevet aendret for kadprgver med lavt kollagenniveau, fra
2 til 5 g. Det har haft en positiv effekt pa spredningen, men var ikke tilstreek-
keligt til at reducere kvantificeringsgraensen til et acceptabelt niveau.

Med henblik pa at reducere kvantificeringsgraensen yderligere, blev der gen-
nemfgart forsgg, hvor kurveforlgbet fra de spektrofotometriske malinger er
anvendt som basis for beregningerne. Der blev hermed opnaet en kvantifice-
ringsgreense pa 0,05 % kollagen, der er realistisk i forhold til matricer med
lavt kollagenindhold (klump, filet, yder- og inderlar samt mgrbrad fra svin).

Princip: Prgven tgrres ved 102-105°C, indtil konstant vaegt er opnaet.
Veegttabet angiver indholdet af vand.

Analysemetoden blev dokumenteret og akkrediteret i 1996. Metoden valide-
res lgbende ved deltagelse i ringtest (FAPAS). Ud over indkaring af automa-
tisk dataoverfgrsel i 2006 er der ikke foretaget aendringer eller afprgvninger.

Ikke akkrediterede analysemetoder pd DMRI

Assay til screening af den inhiberende effekt, i f.eks. proteinhydrolysater, mod
et angiotensin-l konvertererende enzym (ACE).

Spektrofotometrisk metode, hvor enzymatisk omdannelse af hippuryl-L-
histidyl-L-leucin (HHL) til hippursyre (HA) ved hjeelp af et angiotensin | kon-
verterende enzym, (ACE) males ved 228 nm.

Peptid hydrolysat + HHL + ACE — HA
Inhibitor substrat enzym produkt



Acetat, D-glukose,

D- og L-laktat,
Sucrose/D-Glucose/D-
Fructose,

Mono sodium glutamat
(MSG)

Androstenon, skatol,
indol (ornelugt)

Antioxidativ aktivitet
Clark elektro-
de/DPPH/TEAC

Ved sammenligning af absorbanser for substrat med og uden teststof (inhibi-
tor) fas et udtryk for teststoffets ACE inhiberende effekt.

Princip: Metoden er baseret pa et enzymatisk testkit til spektrofotometrisk
bestemmelse af analyt. Der anvendes saedvanligvis et vandigt ekstrakt
fremstillet efter forskrift til saltbestemmelse.

Laboratoriet har god erfaring med testkit fra Boehringer Mannheim, Roche.
Der er tidligere oplevet tidskreevende problemer med testkit fra Diffchamp til
acetatbestemmelse (Enzytec, acetic acid). Testkit fra Diffchamp til enzymati-
ske, kemiske analyser blev fravalgt.

Princip: Androstenon, skatol og indol ekstraheres fra rygspaek med methanol.
Efter derivatisering bestemmes indholdet ved HPLC med en flourescens de-
tektor.

Analysemetoden blev udviklet pa SF i 1993. Efter en kortere periode faldt
efterspgrgslen pa analyser, og metoden blev stillet i bero i en arreekke Siden
2007 har der veeret flere henvendelser om analyseopgaver.

Metoden er blevet opdateret i 2011, og der er indfgrt forbedringer af kvalitets-
sikringen.

Der har dog vist sig behov for yderligere optimering af analysemetoden. Sam-
tidig hermed er pabegyndt metodeudvikling under F&U projektet “Anvendelse
af lugtende hangrisekgd” til bestemmelse af ornelugt i fersk kad.

To metoder er til radighed til fastlaeggelse af et teststofs antioxidative effekt:

Metode baseret pa en oxygen microsensor (Clark elektrode), hvor aktiviteten
folges ved en oxidationsproces, ved at registrere iltforbrug over passende
tidsintervaller.

Assay hvor omdannelsen af det stabile frie radikal 1,1-diphenyl-2-
picrylhydrazyl (2,2-Diphenyl-1-(2,4,6-trinitrophenyl)hydrazyl), DPPH-, fra en
dyb violet farve til en farvelgs forbindelse, er udtryk for teststoffets antioxida-
tive aktivitet.

En tredje metode, TEAC (2,2"-Azinobis(3-ethylbenzthiazoline-6-sulfonic acid)
=ABTYS) er tilgeengelig, men anvendes pt. ikke som rutineanalyse.

10



Aromastoffer, lugtstoffer
eller migrerede flygtige
stoffer (GC-MS/GC-O)

Aske

Princip: Analysen kan bruges til at bestemme sammensaetningen af lugtstof-
fer i headspace over en prgve. Den omfatter flere forskellige typer praver lige
fra fersk kad, tilberedt kad, plastmaterialer og direkte opsamling af lugtstoffer
i staldmiljger. Opsamling fra luft sker direkte til adsorptionsrgret, mens op-
samling fra emballage eller kad sker ved at placere pragven i en beholder,
som opvarmes. Frigivne flygtige stoffer overfares fra headspace over prgven
til et adsorptionsrar, hvor de fastholdes indtil analyse. Analyse af, hvilke stof-
fer duften eller lugten bestar af, sker ved Automatisk Termisk Desorption
(ATD) og efterfalgende analyse ved Gas Kromatografi (GC) med Masse
Spektrometri (MS) eventuelt kombineret med Olfaktometri (O). Lugtstofferne
identificeres ved massespektrometri, og deres betydning for det samlede
lugtbidrag vurderes ved olfaktometri, hvor et panel af dommere sidder og be-
dgmmer lugten af de enkelte stoffer. Den kvantitative meengde af et stof er
ikke afgagrende for stoffets bidrag til det samlede lugtindtryk. Det er derimod
kombinationen af maengden og iseer stoffets lugtteerskelveerdi, som udtrykker,
ved hvilken koncentration stoffet lugter. Denne koncentration er meget lav for
nogle stoffer.

Udstyr I: Perkin Elmer ATD400
Agilent GC/MS 6890N/5973
Gerstel ODP2 porte

Udstyr Il:Gerstel TDS A2
Agilent GC/MS 6890N/5975
FPD H9251

GC/MS’en pa udstyr | blev i 2004 udstyret med to sniffporte (Gerstel ODP2).
Kombinationen af massespektrometri og olfaktometri, oven i kgbet to stk.,
eksisterer meget fa steder og er et staerkt analyseinstrument, samtidig med at
det reducerer arbejdsmaengden ved disse typer analyser. Metoder er udviklet
og optimeret for aromastoffer i kad og lugtstoffer fra staldluft, og panellister er
uddannet og treenet pa relevante lugtstoffer.

Metoden til opsamling af lugtstoffer (Dynamisk Headspace opsamling) blev i
2004 udbygget til at omfatte 6 prgver mod for 1.

GC-MS udstyr og metodeopseaetning er opdateret og justeret i 2011.

Princip: Preven foraskes i muffelovn ved 550°C, indtil konstant vaegt er opna-
et. Der benyttes evt. prever fra en forudgdende vandanalyse.
Analysemetoden er ikke-akkrediteret, men valideres 2 gange arligt ved delta-

gelse i ringtest (Fadevaredirektoratet, FAPAS). Efterspgrgslen pa analyse-
metoden er begraenset.
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Fedtsyresammensaetning Princip: Efter ekstraktion/afsmeltning og forseebning omestres fedtsyrerne til

Jodtalsbestemmelse

fedtsyre-methylestre og analyseres ved hjeelp af Gas Kromatografi med
Flamme lonisations Detektor (GC/FID).

Analyse for fedtsyresammensaetning kan ske i:
e Speek og talg (total fedtsyresammenseetning)
e Intramuskuleert fedt (total fedtsyresammensaetning)
e Intramuskulzert fedt (delt op pa neutrale lipider og phosphorlipider)

Spaek og talg afsmeltes i mikrobglgeovn. Fedtsyresammensaetningen i det
intramuskuleere fedt bestemmes ved at ekstrahere fedtet fra kadet med dich-
lormethan/methanol. Skal fedtsyresammensaetningen af det intramuskuleere
fedt deles i neutrale lipider og phosphorlipider, sker det ved at skille de to
grupper af lipider ved hjeelp af fastfase-kromatografi.

Udstyr: Agilent GC/FID 6890

Databehandlingen er forbedret og optimeret i form af forbedrede regneark.
En kvantificeringsgreense er fastlagt for fedtsyrerne. Resultaterne afrapporte-
res som areal%.

Optimal opbevaring og forbehandling af spaek/talg er fastlagt. Afsmeltet fedt
kan opbevares en uge ved 5°C. Ved leengere tids opbevaring skal spaekprg-
ven vakuumpakkes og opbevares pa frost ved -18°C eller -80°C.

| forbindelse med indfgrelse af fedtafgift pr. 1. juli 2011 var det forventet, at
der ville veere et behov for kvantificering af fedtsyrerindholdet i kad- og kad-
produkter. Arbejdet med implementering af analysemetode blev derfor pabe-
gyndt. De indledende forsgg har vist, at valg af intern standard er problema-
tisk, og at det ville kraeve en raekke afprgvninger og efterfalgende dokumen-
tation, fgr metoden kan tages i anvendelse.

Pa foranledning af made mellem repreesentanter fra Slagteribranchen, L&F,

DJF, og DMRI, blev der taget initiativ til at standardisere metoden til jodtals-

bestemmelse i svinefedt (spaek) og foderstoffer pa basis af fedtsyrebestem-

melse. Formalet var at kunne sammenligne resultater pa tveers af analysela-
boratorier. | samarbejde med Forskningscenter Foulum, Aarhus Universitet,

er der udarbejdet en standardiseret procedure.
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Frie fedtsyrer

Konsistens

Natrium

Nitrit/nitrat

Princip: Fedtstoffet ekstraheres med chloroform. Filtratet tilsaettes ethanol, og
blandingen titreres med natriumhydroxyd til omslagspunkt.

Der er i 2007 arbejdet med en ny metode til meget fedtholdige produkter,
hvor maengden af oplgsningsmiddel er reduceret veesentligt. Pa sigt skal
chloroform substitueres med et miljgvenligt alternativ.

Princip: Fysisk malemetode baseret pa tryk eller treek med forskellige former
for knive og prober.

Traditionelt forbindes konsistensmalinger med marhedsbestemmelse af kad.
Igennem de senere ar er anvendelsesomradet udvidet med nye applikationer,
f.eks. bestemmelse af brudstyrke i ribben, palsers “knzek”, farsvarers hard-
hed, sammenhaengsevne i skiver af kogeskinke og skeerefasthed i bacon.

Udstyr: Texture Analyser TA-HDi (50 kg loadcelle)
Softwareversion fra 2007

Princip: Natrium ekstraheres i varmt vand. Protein feeldes og filtreres fra.
Natriumindholdet i ekstraktet bestemmes med en ion selektiv elektrode (Na-
ISE), pa baggrund af en standardkurve.

Udstyr: Na-selektiv elektrode, polymer membran ISE (6.0508.100,
Metrohm)
pH-meter

Metoden har vist sig mindre velegnet til ferske kadprgver, hvori det naturlige
saltindhold er lavt.

Princip: Nitrit og nitrat ekstraheres med varmt vand. Protein feeldes, og op-
lgsningen filtreres. Nitrit omdannes ved en kemisk reaktion til et rgdt azofar-
vestof. Intensiteten males spektrofotometrisk ved 520 nm. Nitrat bestemmes
indirekte efter reduktion til nitrit med en cadmiumkolonne.

Udstyr: Lachat QuikChem FIA+, 8000 Series, Flowinjection system
(FIA) med opseetning til nitrit/nitratbestemmelse
Lachat Reagent Pump, RP-100 series (SF 70955)
Lachat XYZ Autosampler (SF 70956)

Pa grund af egenfarve kan krydderier og andre tilsaetningsstoffer give anled-
ning til fejlbeheeftede resultater. Korrektion for denne fejlkilde udfgres, ved at
de farvede prgver farst males efter almindelig procedure. Efterfglgende gen-
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Non-protein-nitrogen
(NPN)

Oplgseligt CO,

Overfladefarvemaling
(Videometer)

nemfares en maling, hvor det ene af farvereagenserne erstattes med vand.
Differencen mellem de to malinger udger bidraget fra indholdet af nitrit og/el-
ler nitrat.

Princip: Non-protein-nitrogen (NPN) inkluderer komponenter som urea, am-
moniumsalte og aminosyrer samt sma peptider og nukleotider. Vandoplgse-
lige proteiner faeldes med trichloreddikesyre. Det resterende N-indhold (NPN)
i det klare ekstrakt bestemmes med Kjeldahlmetoden.

Metoden blev indkgrt i 2007, da der var behov for at kunne bestemme NPN i
ggdnings- og tarmprgver.

Princip: Indholdet af oplgseligt CO,i MA-pakket kad friggres ved tilseetning af
perchlorsyre. Gassen feeldes i et forlag med en kendt meaengde barium-
hydroxyd. Det overskydende bariumhydroxyd titreres med saltsyre, og ind-
holdet af CO, kan beregnes indirekte.

Formalet med metoden er at bestemme absorptionskapaciteten for CO, i
kadprodukter. Herved bliver det muligt at beregne det ngdvendige overskud,
der skal tilsaettes pakningen, for at hindre kollaps, nar der pakkes med et hgijt
CO,indhold.

Princip: Ved lysreflektionsmalinger pa overflader af kedprodukter kan farve-
koordinaterne i Hunter L, a, b systemet beregnes. L betegner lysheden i pro-
duktet, a og b vaerdien henholdsvis rgd/grgn og bla/gul farvetone.

Udstyr: VideometerLab

Metoden blev akkrediteret i 2001 med Datacolor Dataflash 2000. | 2005 op-
stod driftsforstyrrelser pa udstyret, og akkrediteringen blev trukket tilbage.
Der blev indkebt et VideometerLab udstyr, der er baseret pa en vaesentlig
anderledes maleteknologi. Det var derfor ikke muligt direkte at overfgre erfa-
ringer fra den tidligere metodedokumentation, og det blev midlertidigt beslut-
tet at kare analysemetoden som ikke-akkrediteret.

Der er udviklet en metode og algoritme til bestemmelse af overfladefarvema-
ling (L, a og b veerdier), baseret pd malinger fra kogt skinke. Der er desuden
udviklet en metode til at eliminere fedt fra optagelserne, der kan give stgj i
beregningerne af L, a og b veerdier.

Udstyrsproducenten har ligeledes udviklet modul til bestemmelse af overfla-
defarve. Den tilgrundliggende algoritme er ikke udviklet specielt til bestem-

14



Peroxidtalsbestemmelse

Prgver med lavt fedtindhold

Reducerende kulhydrat

Salt- og vandoplgseligt
protein (Biuret)

melse af L, a og b i kad.

Resultaterne fra en sammenligning af Videometers modul og instituttets soft-
ware med Minolta malinger som referencemetode har ikke veeret overbevi-
sende. Begge metoder havde séledes en tendens til niveauforskydninger i
forhold til resultaterne fra Minolta malingerne, der betragtes som reference.

For at fa klarlagt problemets omfang blev overfladefarvemalinger pa kad- og
kadprodukter systematisk sammenlignet mellem VideometerLabs farvemo-
dul, DMRI’s model og Minolta udstyr. Resultaterne fra VideometerLabs far-
vemodul viste, at skalaerne for a*og b*, henholdsvis a og b, ikke kunne bru-
ges i deres nuveerende form til kedpraver. DMRI's model var heller ikke opti-
mal, hvilket kunne forklares med, at de anvendte beregningsformler er pro-
duktspecifikke. Derfor blev det anbefalet at anvende Minolta malinger, hvis
resultater af a og b-veerdier skal kunne sammenlignes med referenceveerdier.

VideometerLab har efterfglgende udviklet en ny software med en direkte
fotometrisk farvemaling udregnet pa basis af CIEs fglsomhedskurver. Egnet-
heden af dette program til ked- og kadprodukter vil blive afpravet pa DMRI.

Princip: Fedtstoffet ekstraheres med chloroform. Peroxidilten i fedtstoffet ilter
kaliumjodid til frit jod, som titreres med natriumthiosulfat med stivelse som
indikator.

Pa sigt skal chloroform substitueres med et miljgvenligt alternativ. Afprgvning
af 1ISO metode til peroxidtalsbestemmelse, med henblik pa at forbedre ar-
bejdsmiljget ved en udfasning af chloroform, er en mulighed.

Der er arbejdet med optimering af metode til peroxidtalsbestemmelse i kad-
produkter med lavt fedtindhold. Midlertidige resultater viste, at den nedre
greense for at gennemfare analysen, er et fedtindhold pa ca. 5 %.

Princip: Fehlings metode til bestemmelse af kulhydrater i kadprodukter.

Med denne metode bestemmes det totale indhold af reducerende sukkerarter
efter syrehydrolyse. Metoden kan anvendes til alle kgdprodukter.

Princip: De salt- og vandoplgselige proteiners oplgselighed er et udtryk for
kadets saftbindeevne og dermed kadets kvalitet. Proteinerne bestemmes
spektrofotometrisk ved hjeelp af Biuret-metoden. Hgje veerdier svarer til god
kadkvalitet (god saftbinedevne). Metoden anvendes til fersk kad.
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Salt- og vandoplgseligt
protein (Bradford)

Sarcomerlaengde maling

Stegemutagener

Stigesmeltepunkt-
Afpragvning af smelte-
punktsapparat (Buchi B-
540)

Metoden blev akkrediteret i 1998. |1 2000 blev akkrediteringen trukket tilbage
pa grund af problemer med standarder. Samtidig var der ikke lzengere efter-
spgrgsel pa analysemetoden.

Princip: Farvebindingsmetode med kompleksdannelse mellem proteiner og
farvestoffet Brilliant Blue G. Prgven blandes med Bradfordreagens og aflee-
ses i spektrofotometer ved 595 nm efter kortvarig inkubation. Metoden kan

anvendes til forarbejdede produkter.

Biuretmetoden, som anvender phosphatbuffer, har veeret anvendt til fersk
kad. Til produkter gnskes en buffer uden phosphat, da det pavirker protein-
ekstraktionen. Der benyttes en MES buffer.

Bradfords metode er forholdsvis ufglsom over for diverse forstyrrende salte,
sukker m.m.

Princip: Tynde frysesnit af ked belyses med laserlys. Kgdet virker som et
optisk gitter over for lys. Brydningsmgnsteret opfanges og omregnes til sar-
comerleengde.

Analysemetoden er indkgrt med opdateret software samt ny frysemicrotom til
praeparation af frysesnit af kad.

Princip: Analyse for heterocycliske aminer (HCA) ved ekstraktion og oprens-
ning med en mikroekstraktionsteknik (LPME — Liquid Phase Micro Extrac-
tion), hvor ekstraktion og opkoncentrering sker i et trin pa en lille fiber. Eks-
traktet analyseres ved vaeskekromatografi med massespektrometri (LC-
MS/MS).

Metoden er indkart pa grillstegte kadprodukter. Metoden er p.t. ude af funkti-
on.

Stigesmeltepunktet, der er et kvalitetsmal for fedtets hardhed, er den tempe-
ratur, ved hvilken en fedtsgjle indsmeltet i et abent kapillarrar begynder at
stige i raret.

Den eksisterende metode, der blev anvendt tilbage i 70" erne (SF metode,
blad nr. 32), er forholdsvis tidskreevende. Det er derfor forsggt at finde en
mere tidssvarende metode, og smeltepunktsapparatet Buchi B-540 er blevet
afprgvet. Resultaterne herfra viste, at dette udstyr ikke var velegnet til be-
stemmelse af fedts stigesmeltepunkt. Varmepavirkningen var ikke kraftig nok
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Thiobarbitursyre reaktive
substanser - TBARS

Thiol-forbindelser, frie

Totalindholdet af flygtige
basiske kveelstof-
forbindelser (TVN)

Vandaktivitet - a,,

til at smelte fedtsgjlens ydre lag, far hele prgven i raret var smeltet, og der
kunne derfor ikke registreres en stigning i rgret.

Princip: TBARS er et mal for lipidoxidation i levnedsmidler. Ved lipidoxidation
dannes bl.a. malonaldehyd og glucolaldehyd (sekundeere nedbrydningspro-
dukter), der reagerer med thiobarbitursyre under dannelse af et radt pigment,
der har maksimal absorbans ved 532 nm. Maengden af dette pigment ligger til
grund for beregningen af TBA-tallet.

Udstyr: Lamda 25, UV/VIS, Perkin Elmer

Princip: Frie thioler er et mal for proteinoxidation. Ellmans reagens (DTNB)
anvendes til bestemmelse af sulfhydrylgrupper/frie thioler i proteiner. DTNB
danner en disulfidbinding med thiolen og frigiver en farvet thiolat-ion, der be-
stemmes spektrofotometrisk ved 412 nm. Hgj absorbans indikerer hgijt niveau
af frie thioler og dermed lavt oxidativt stressniveau i prgven.

Analysemetoden blev kgrt ind i 2007 i forbindelse med en specialeopgave.

Princip: Trimethylamin og ammoniak friggres fra prgven ved tilsaetning af
magnesiumoxid og destilleres over i et forlag indeholdende borsyre med indi-
kator. Der titreres til ligeveegt med saltsyre.

Princip: Vandaktiviteten (a,) er et mal for den del af vandet i en prgve, som er
tilgeengelig for mikrobiologisk veekst. Den relative fugtighed i luften omkring
prgven angives, efter at der er opnaet ligeveegt med hensyn til svel tempe-
ratur som fugtighed.

Udstyr: Vandaktivitetsmaler, AqualLab Series 3TE
Det nuveerende udstyr, der er baseret pa en dugpunktsmaling, har erstattet

en anden maleteknik (Rotronic BT-RS1), da der var en formodning om, at
Aqualab udstyret var mere fglsomt.
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