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Baggrund for projekt
Det overordnede formal med projektet er at forberede kgdindustrien pa et evt. ophgr med

kastration ved at identificere en malemetode til sortering af hangrise og ved at indga som partner
i EU-initiativer vedrgrende metoder til maling og sortering af hangrise. Projektets konkrete mal er
at forberede udviklingen af et male-/sorteringssystem, der i tilstraeekkeligt omfang opfylder de
krav, der fremkommer i forbindelse med slagtning og kvalitetssikring af hangrise. I samarbejde
med kgdindustrien er der udarbejdet en kravspecifikation for et maleudstyr, der imgdekommer
slagteriernes behov for sortering af hangrise efter ornelugt. Projektet skal identificere et egnet
malesystem og praecisere, hvorledes metoden kan opfylde den udarbejdede kravspecifikation.

o

:

Skatol Androstenon



Sammenfatning

I projektet er der udviklet en objektiv instrumentel laboratoriemetode til maling af androstenon og
skatol i rygspaek fra hangrise. Metoden opfylder de stillede krav fra stgrre danske svineslagterier
til analysepris, svartider, malehastighed, reproducerbarhed og ngjagtighed. Herudover kan
metoden implementeres som fuldautomatisk analyse pa slagterier.

Den benyttede metode

Der benyttes en tandem MS-metode med /aser diode termisk desorption af indtgrret ekstrakt og
med kemisk ionisation ved atmosfaerisk tryk (LDTD-MS-MS). Ved metodevalget blev der set pa
fem forskellige analysemetoder, som principielt lever op til krav om ngjagtighed og brugbarhed i
et industrielt miljg. LDTD-MS-MS-metoden blev udvalgt som den eneste af metoderne, der til
fulde lever op til kravspecifikationerne.

Kapacitet
Med et enkelt LDTD-MS-MS-instrument kan der foretages 360 kemiske analyser pr. time,
svarende til 2.880 analyser pa en 8 timers arbejdsdag.

Det valgte udstyr vil kunne arbejde 16 timer pr. daggn.

Svartider, fra prgveudtag pa slagtelinje til resultat foreligger i slagtegangsdatabasen, kan holdes
under 45 minutter.

Validering

Metoden har detektionsgraenser for androstenon og skatol pa henholdsvis 0,05 mg/kg spaek og
0,02 mg/kg spaek. Mindste kvantificerbare koncentrationer i rygspzek er 0,1 mg/kg og 0,05 mg/kg
for henholdsvis androstenon og skatol. Tallene er vaesentligt under de graenser, slagterierne
fremover ventes at benytte til frasortering af hangrise med uacceptabel lugt.

Automatisering

I naerveerende projekt er automatiseringen af arbejdsgangen i laboratoriet beskrevet. Forslag til
automatiseringsudstyr til denne del baseres videst muligt pa hyldevarer, som altid vil kunne
skaffes.

Det er muligt at automatisere hele maleprocessen, fra og med prgveudtag pa slagtelinjen til og
med analyseresultatet foreligger i slagtegangsdatabasen. Det eksisterende prgveudtagningsudstyr
0og prgvetransportsystem mellem slagtelinje og laboratorium til det gamle skatolanlaeg hos Danish
Crown i Ringsted skal erstattes med et nyt.



Bemanding og vedligehold

Med mindre prgveudtagningen pa slagtelinjen fuldautomatiseres, vil der i gennemsnit veere behov
for én mand pa fuld tid til at udtage prgver pa slagtelinjen. Herudover skal der bruges en
halvtidslaborant i laboratoriet til pasning af maleudstyret. I laboratoriet skal der med passende
mellemrum kgres kontrolprgver, og der skal sgrges for ekstraktionsvaesker og engangsartikler til
laboratorierobotter. Herudover skal der gennemfgres en morgenkontrol af udstyret, som omfatter
daglig renggring og kontrol af malengjagtighed.

Analyseomkostninger

Analyseomkostninger kan holdes under 7,40 kr. (1€) pr. hangris. Dette belgb daekker kemikalier
samt engangsartikler og vil kunne betale for periodisk forebyggende eftersyn og tilkald af
specialister ved nedbrud.

Anbefalinger til installation p8 slagteri

Prgveudtagningsudstyret udviklet til det gamle skatolanlaeg skal om-designes og fornyes. Der skal
udvikles et nyt biopsivaerktgj (prgvetagningspistol) til slagtegangen. Til transport af prgver
mellem slagtegang og laboratorium skal der indkgbes og opstilles et standard conveyor-system til
provekassetter. Datasystemer til hdndtering af prove-ID skal ny-udvikles, og ID-systemet skal
kunne handtere prgver, der ankommer fra andre slagtesteder, typisk mindre slagterier, hvor det
ikke betaler sig at indrette det forngdne laboratorium.

I tilfeelde af nedbrud pa et delelement i systemet skal problemet Igses hurtigt. Det anbefales, at
enkelte kritiske komponenter indkgbes i dublet, sdledes at det defekte delelement hurtigt kan
udskiftes, og analysen kan fortszette.



Kravspecifikationer

I starten af projektet er der i samarbejde med styregruppemedlemmer fra to slagteriselskaber
opstillet kravspecifikationer til et fremtidigt anleeg til samtidig maling af skatol og androstenon.
Disse krav er i store traek ogsa blevet anerkendt i europaeisk regi gennem DMRI's deltagelse i et
feelles europeaeisk projekt kaldet BoarCheck.

Kravene er:

1. Systemet skal som minimum kunne male skatol og androstenon samtidig pd en udtaget
spaekprgve.

2. Malingen skal vaere instrumentel og derfor objektiv.

Analyseresultater skal kunne verificeres.

4. Maleresultater skal, som hovedregel, vaere tilgaengelige i slagtegangsdatabasen, inden
slagtekroppen nar frem til udligningsrummet (geelder ikke for prgver, der ankommer fra andre
slagtesteder).

5. Et enkelt udstyr skal mindst kunne levere 300 resultatsaet pr. time.

6. Malingen skal vaere specifik for de malte analytter, hvilket vil sige uden interferenser fra ikke-
relevante forbindelser i spaekket.

7. Reproducerbarheder, malt som relativ varianskoefficient (CV), skal for bade skatol og
androstenon veere pa niveau med eller bedre end det, som opnds ved skatolmalingen med det
eksisterende skatolanlaeg i Ringsted.

8. Metoden skal vaere robust, og tiden mellem stgrre serviceeftersyn, der kraever
specialistbesgg, skal veere mindst 3-6 maneder, afhaengigt af belastning.

9. Stgrre serviceeftersyn skal kunne gennemfgres af en fagmand i Igbet af en weekend.

10. Dagligt vedligehold og eftersyn skal kunne varetages af slagteriets egne laboranter.

11. Omkostninger til selve analysen ma ikke overstige 10 kr. pr. hangris.
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Valg af metode

Som referencemetode til maling af hangriselugtkomponenter benyttes typisk gas chromatography
(GC) eller high performance liquid chromatography (HPLC) - ofte i kombination med
massespektroskopi (MS).

DMRI har en metode, der udelukkende baserer sig pa HPLC med UV-detektion, som er anvendt
som referencemetode.

I princippet kunne saddanne systemer godt bruges som udgangspunkt for et system til online-
maling pa slagterier.

Grundene til, at GC-MS og HPLC-MS er fravalgt som mulig online-lgsning til brug pa slagterier, er:

e Metoderne kraever en effektiv oprensning af prgverne, inden ekstrakt kan injiceres i
kolonnerne.

e Kolonner bliver let forurenet og skal derfor skiftes med jeevne mellemrum.

e Kromatografidelen i analysen tager typisk 30 minutter. En enkelt metode er beskrevet med en
gennemlgbstid pa 6 minutter, men den korte kolonne gar voldsomt ud over specificiteten i
analysen. Dette betyder, at et GC eller HPLC kolonnebaseret online-system skal have mellem
36 og 180 kolonner arbejdende i parallel for at leve op til krav til hastighed.

Fglgende metoder blev fundet interessante:

e Kunstige neeser.

e SIFT (Selected-Ion Flow-Tube mass spectroscopy).

e Ion mobility spectrometry.

e PTR-TOF-MS (Proton Transfer Reaction — Time Of Flight — Mass spectroscopy).
e MALDI (Matrix Assisted Laser Diode Ionization).

e LDTD-MS-MS (Laser Diode Thermal Desorption — Tandem Mass spectroscopy).

Kunstige nzeser

Kunstige naeser bestdr typisk af mellem 12 og 40 sensorer, som hver for sig responderer pa
forskellige molekyler, der saetter sig pa deres overflade. Sensorerne kan vare belagt med
halvledermaterialer eller ledende polymerer, som andrer karakteristik, ndr forskellige
lugtforbindelser saetter sig. Adskillige europaeiske forskningsinstitutioner har uden held forsggt at
benytte teknikken til at male graden af hangriselugt i headspace over opvarmede fedtprgver.



Der er flere grunde til, at teknikken ikke egner sig til formalet:

o De enkelte sensorer og kombinationen af dem er ikke selektive nok til at reagere pa
enkeltkomponenter i dampene fra komplekse objekter som opvarmet fedt.

e Sensorerne bliver meaettet med forbindelser og skal renses efter hver prgve.

e Sensorsystemet skal kalibreres, da det er vanskeligt at fremstille 2 sensorsystemer, som
reagerer ens.

e Kunstige naeser har vanskeligt ved at kvantificere pa grund af manglende selektivitet.
Responset er i hgj grad kvalitativt.

e Androstenon er meget lidt flygtigt og vil ofte forekomme i headspace i mangder, som ikke er
detekterbare med denne teknik.

SIFT og PTR-TOF-MS

Instrumenttypen bruges til at méale forureninger i luft. Idéen med at bruge disse systemer til
maling af androstenon og skatol i fedtprgver var at opsamle headspace-luft fra opvarmede prover
og analysere denne direkte for tilstedevaerelsen af de to komponenter.

Ved SIFT og PTR-TOF-MS ioniseres ren, fugtig luft. I SIFT bruges mikrobglger til at ionisere den
fugtige Iuft, og i PTR-TOF-MS bruges en byge af elektroner. Via et saet af kemiske reaktioner
genereres der et antal ioner med sammensatningen H3O0*, NO* og O2*. Disse benavnes primaere
ioner.

Den rene luft med primaere ioner bringes nu til at reagere med den luft, som skal analyseres,
hvorved analytterne ogsa ioniseres. I SIFT males maengden af dannede primaere ioner i MS-syste-
met, nar der kun tilfgres ren, fugtig luft. Herudover males der p& de produktioner, der dannes,
ndr primaerionerne reagerer med urenhederne, der er i proveluften (headspace over fedtprgven).

H;0*+R - RH" + H,0
I ovenstdende reaktion har en primaer ion (oxonium ion) reageret med en analyt (eksempelvis

skatol benaevnt R) og overfgrt en proton til denne, hvorved den bliver til (RH").

RH*-ionen kan males i massespektrometeret, og analyttens koncentration i det headspace, hvorpa
der maéles, kan efterfglgende beregnes ud fra kendskabet til hastighedskonstanten i ovenstaende
reaktion og den tid, hvori reaktionen foregar.



Grunden til, at disse to metoder blev fravalgt, er:

e De er vanskelige at ggre kvantitative, idet metoderne bygger pd, at der er opndet en ligevaegt

mellem fedtprgven og den headspace-luft, der males pa.

e DMRI har afprgvet PTR-TOF-MS-metoden. Her viste det sig, at tiden til opndet ligevaegt
mellem spaek og headspace var meget forskellig for de to forbindelser — skatol og
androstenon. Her blev fedtet opvarmet til 180°C.

e Ved begge systemer benyttes kun et enkelt MS-trin, hvilket bevirker, at der kan veere
interferenser fra andre forbindelser i spaekket.

e PTR-TOF-MS-forsgg viste, at der skulle males over en leengere periode, for at MS-signalerne
var tilpas stgjsvage til en brugbar kvantificering.

Testopstilling og yderligere dokumentation for fravalget af headspace-metoden er vist i bilag 1.

Ion Mobility Spectrometry

Der foreligger en patentapplikation fra 2002 (EP1233267A1) af Reijer Van Dijk fra TNO, Holland.

Ifslge den beskrevne metode opvarmes et omrade pa slagtekroppen, imens den hanger pa
slagtelinjen, eller der varmes pa en udtaget spaekprgve, som er fragtet til et laboratorium.

Til opvarmningen benyttes en infrargd laser, og opvarmningen skal styres, sa
overfladetemperaturen ligger i intervallet 40-70°C. De flygtige forbindelser, der blev frigivet ved
opvarmningen, heriblandt androstenon og skatol, suges ind i et Ion Mobility Spectrometer, hvor
komponenterne ioniseres med en UV-lyskilde og efterfslgende separeres baseret pa ionernes
vaegt, struktur og ladning. Systemet fungerer ved, at ionerne drives frem af et elektrisk felt, alt

imens de mgdes af en modsatrettet luftstrgm. Detektion sker med en tidsoplgst Faraday-detektor.

Ion Mobility Spectrometer er fravalgt af fglgende grunde:

o Det er tydeligt, at metoden ikke giver den forngdne reproducerbarhed eller selektivitet -
ellers ville metoden have veaeret implementeret for laenge siden.

o Det er tydeligt, at patentet er indsendt baseret pa en idé og ikke p3 faktiske eksperimenter.

e Desuden er Ion Mobility Spectrometry velegnet til luftforureningsmalinger, hvor der er fa
interfererende forbindelser, og i mindre grad til komplekst sammensatte matricer, sa som
headspace over en opvarmet fedtprgve.

MALDI (Matrix Assisted Laser Diode Ionization)
Ved denne metode beskydes en prgve i korte pulser med enten en UV- eller en infrargd laser.
Prgven kan veere tilsat forbindelser, der let ioniseres ved laserbeskydningen, og som overfgrer

ladning til de forbindelser i prgven, der skal analyseres for. Der kan ogsa vaere forbindelser i selve
matricen, som fremmer ioniseringen af analytterne. Som detektor benyttes typisk en TOF (time of

flight) MS.
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Fordi laserbeskydningen er en stokastisk proces, bruges metoden ikke til kvantificering, men som
en effektiv og hurtig screeningsmetode til at identificere forbindelser i en komplekst sammensat
prgve. Forskere med baggrund i teknikken papeger, at metoden kan ggres kvantitativ ved at
beskyde prgven et stgrre antal gange med laseren og efterfglgende at tage middelvaerdien af alle
enkeltmalinger.

Metoden blev fravalgt i dette projekt, fordi den ville kraeve et omfattende udviklingsarbejde, og
fordi der var tvivl om dens evne til at reproducere kvantitative malinger.

Den valgte metode, LDTD-MS/MS

Den i projektet valgte metode, som er udviklet af virksomheden Phytronix, Quebec, Canada,
benavnes Laser Diode Thermal Desorption - MS/MS. Det var Phytronix-ambitionen at udvikle en
analysemetode med samme selektivitet og reproducerbarhed som standardmetoder baseret pa
HPLC og GC med MS/MS-detektion, men med meget kortere analysetider og mere enkel
forbehandling.

LDTD-MS/MS-systemet lever op til de pd forhdnd stillede krav til hastighed og selektivitet.

Specifikationer:

1. Et saet maleresultater (androstenon og skatol) hver 10. sekund, op til 2.880 hangrise p& en 8
timers arbejdsdag.

2. Robusthed (lang tid mellem service, preventive maintenance).

Dagligt vedligehold kan varetages af slagteriets egne laboranter.

4. Tilstraekkelig god selektivitet, reproducerbarhed og lav detektionsgraense.

w

For en mere udfgrlig gennemgang af LDTD-MS/MS systemet henvises til bilag 2.
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Prgveforberedelse
Fglgende hovedkrav stilles til prgveforberedelsen.

e Lavt forbrug af kemikalier.

e Lavt forbrug af engangsartikler.

e Lav pris (helst under 1 € pr. hangris i kemikalier og forbrugsvarer).

e Den skal kunne fuldautomatiseres.

e Prgveforberedelsen skal kunne gennemfgres inden for et tidsrum, som er foreneligt med krav
til analysehastighed.

Der anvendes en spaekprgve pa mellem 0,3 og 0,6 g fra hangrisens nakkespaek. Prgven er
udtaget ved hjzelp af et hult bor pa slagtelinjen eller fra hangrisekroppe i udligningsrummet.
Prgven anbringes i et tareret plastcentrifugergr med en arbejdsvolumen pd 10 ml, og prgvens
vaegt bestemmes med 3 betydende cifre.

Der gennemfgres en SALLE-ekstraktion (salt assisted liquid-liquid extraction), ved at der tilsaettes
1,5 ml acetonitril (CAS no. 75-05-8), som er spiket med interne standarder - 167 ng/ml
deutereret skatol (CDN Isotopes, 3-methyl-d3-indole, CAS n0.111399-60-1) og 833 ng/ml
androstanon (5a-androstan-17p-3-one, Sigma-Aldrich, CAS no. 521-18-6, >97,5% renhed)
Herefter tilsaettes 1,5 ml maettet saltvand (brine) iblandet 0,08 N natriumhydroxid. Ved
udviklingen af analysen i laboratoriet er der benyttet natriumchlorid (CAS no. 7647-14-5) og
natriumhydroxid (CAS no. 1310-73-2) med en standardanalysekvalitet.

Indholdet af centrifugergret homogeniseres i 45 sekunder med en Polytron PT3100D
homogenisatormotor med en PTG 12/2 standardstav (@ 12).

Rgr med indhold centrifugeres nu ved ca. 5.000 G i 5 minutter. Centrifugeringen resulterer i, at
blandingen opdeles i 3 fraktioner, nederst saltvand, i midten et kompakt lag fedt og gverst
acetonitril-fraktionen.

Det er pa acetonitril-fraktionen, LDTD-MS/MS analysen foretages.

H,c OH G0y

Struktur: 1: 5a-androstan-173-3-one, brugt Struktur: 2: 3d-skatol, deutereret skatol
som intern standard analog for androstenon. som intern standard for skatol
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I figur 1 er SALLE-ekstraktionen vist skematisk.

Homogenizer /’—\
30-45 sec -
in ad

B
11l -

i
S |
Centrifuge
04gfat  add 1.5ml ACN 5200 g
with internal - 5 min.
<tandards add 1.5mL Brine

Figur 1. Skematisk visning af ekstraktionsprocessen.

Maling i LDTD-MS/MS

Efter centrifugeringen overfgres 2-4 ul supernatant (acetonitrilfraktionen) til en brgnd i en 96
brgnds LazWell™-plade. LazWell™-pladen ligner en normal mikrotiterplade i SBS-format, men er
seerlig ved, at dens bund bestar af en tyndt metal folie, som kan opvarmes fra undersiden med en
laserstrale (se figur 2 og bilag 4).

LazWell™-pladen med den pdsatte vaeskedrabe stilles til tgrre i et par minutter, til der kun er
torstof tilbage i hver brgnd. Pladen saettes i LDTD-udstyret, hvor malingen foretages.

13



APCl ionization, corona
discharge needle >,
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Figur 2. M3leprincip for LDTD-udstyret. En laser opvarmer metalfoliebunden under en prgve.
Prgvematerialet sublimerer (desorberes), og en luftstrem fgrer forbindelserne forbi et kraftigt elektrisk felt,
hvor de ioniseres. Herfra bevaeger luftstremmen med ioner sig ind i massespektrometeret, hvor deres
indbyrdes meaengder bestemmes.

Specielle problemer med maling af skatol i LDTD

Skatol er en forholdsvis flygtig forbindelse. Af denne grund sublimerer skatol forholdsvist hurtigt,
nar den befinder sig som indtgrret ekstrakt i brendene pa LazWell™-pladen. Nar en vis
henstandstid af den fyldte LazWell™-plade overskrides, vil maengden af skatol og 3d-skatol i en
brend vaere faldet til under instrumentets detektionsgraenser og kan derfor ikke males.

I projektet er der arbejdet med 3 Igsningsmodeller:

1. Derivatisering. Skatolen og dens interne standard, 3d-skatol, kobles via en kemisk reaktion til
et stgrre molekyle, hvorved den ggres mindre flygtig.

2. Tilszette en keeper. Finde en ren kemisk forbindelse, som blandes i ekstraktet, og som har en
stor affinitet over for skatol, og hvis tilstedeveerelse ggr, at skatolen ikke sa let sublimerer.

3. Begreens henstandstiden i LazWell™-pladen, s3 der altid er tilstraekkelig skatol tilbage i
brendene, s& MS-systemet kan kvantificere maengden.
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Derivatisering

Her udnyttes, at kveelstoffet i skatolens pyrrolring, i et staerkt basisk miljg, reagerer med
pentafluorobenzylbromid (PFBBr). Herved dannes et meget tungere molekyle, som er meget lidt
flygtigt, og som kan males i LazWell™-brgnden selv efter mange timer.

Skatol derivative:

CH,

/"w Amide base, PFBBr
AB >
X NH ACN. 5min/37°C

Derivatiseringen foretages efter centrifugeringstrinet pa den allerede klare supernatant.

Ulempen ved denne metode er, at der skal foretages yderligere oprensning efter reaktionen med
en hexan- og ethylacetatblanding. Dette sammenholdt med, at reaktionstiden i derivatiseringen
tager 5 minutter, ggr, at prgveforbehandlingstiden gges med 6-8 minutter. Herudover gges
kompleksiteten af processen, sdledes at en automatiseret analyse vanskeligt kan leve op til
kravspecifikationerne 4 og 11.

Keeper

I projektet er der gjort forsgg med at tilseette rene alkaner og alkoholer med mere end 8
kulstofatomer til den klare supernatantfraktion efter centrifugeringen. Forsggene viste ikke nogen
entydig positiv effekt pa stabiliteten af skatol i LazWell™-brgndene.

Begraensning af henstandstiden
Ved at begraense og styre henstandstiden i LazWell™-pladen fra ekstraktpasaetning til
laserbeskydning viste det sig muligt at opnd gode analyseresultater.

Kravene til henstandstid mellem ekstraktpdsaetning og LDTD-maling skal holdes under 5,5
minutter. Dette indebzaerer, at en 96 brgnds LazWell™-plade ikke m& fyldes mere end en tredjedel,
for den saettes i LDTD. Overholdes denne tidsfrist, opnas tilfredsstillende resultater, og
prgveforbehandlingen forbliver simpel.
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Instrument settings for LDTD og MS/MS
I LDTD beskydes bunden af hver brgnd i LazWell™-pladen med en laser. Lasereffekten kan styres

af brugeren. I projektet er valgt en laserprofil som vist i figur 3.

1100 =

80,0 =
0.0 A

-' |

400 -

Power (%)

2I:I.I:I-; -~ |

':I":I.-.I_;-IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII
0.0 10 20 30 40 &0

Figur 3. Laserenergi afsat pa LazWell™-pladen versus tid i sekunder. Effektenheder er specifikke for den
benyttede laser.

I figur 3 er vist, at LDTD-laserintensiteten 0,2 sekunder efter, at breanden er positioneret bag
laseren, stiger jeevnt fra 0 til 65% for derefter at falde til 0 efter 3,1 sekunders beskydning.

Grunden til dette forlgb er, at skatol kraever mindre effektoverfgrelse end androstenon for at
sublimere og vil derfor blive introduceret i MS’en fgr androstenon. Dette ses i figur 4, hvor MS-
systemet er tunet ind pd masserne 132,1 u for den protonerede skatol og 273,1 u for den
protonerede androstenon.
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Figur 4. Counts per second for masserne 132,1 u (skatol-H*) og 273,1 u (androstenon-H*) versus tid siden
laserbeskydning pdbegyndes. Det ses, at begge forbindelser er ankommet til detektoren inden for de farste 3
sekunder efter pabegyndt laserbeskydning. Skatolionen ankommer gennemsnitligt 0,6 sekunder for
androstenonionen.

Figur 4 viser, at den valgte beskydningstid pd 3 sekunder med laseren er tilstraekkelig til at
sublimere hovedparten af de to analytter fra LazWell™-brgnden.

Carrier gas flow, som er den luftstrgm, der fgrer de desorberede forbindelser fra LazZWell™-pladen
forbi corona discharge-ndlen og frem til MS-8bningen, saettes til 3 I/min.
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Nogle indstillinger af MS/MS (Sciex 6500, 5500 og 4500 QTRAP) kan individualiseres for skatol og
androstenon.

Parametrene er:

e Curtain gas flow, som er luft, der bleeses pa tvaers af ionernes bevaegelse for at fjerne neutrale
molekyler, fgr de ankommer til kvadrupol 1 (Q1) i massespektrometeret.

e Declustering potential (DP). Dette bruges til at fjerne vandmolekyler, som via Van der Waals
kraefter saetter sig i klynger (clusters) omkring de ioner, som skal males.

e Collision energy (CE). Dette er den energi, hvormed ionerne fragmenteres i kvadrupol 2 (Q2,
collision cell).

e Collision cell exit potential (CXP). Dette er den spanding, hvormed ionerne fokuseres og
accelereres ud af Q2 pa vej mod den sidste kvadrupol (Q3).

Analysen for androstenon og skatol kgres i positiv mode som Multiple Reaction Monitoring (MRM).
Her filtreres de indkomne ioner efter masse i Q1. I Q2 opsamles ioner med en bestemt masse og
fragmenteres ved at lade dem kollidere med neutrale gasmolekyler. Fragmenterne filtreres i Q3,
hvor kvadrupolen indstilles til kun at tillade ioner med bestemte masser at passere. De udvalgte
fragmenter males slutteligt i en detektor, som kan vaere en Faraday-kop eller af en elektron
multiplikator-type.

I bilag 3 er en liste over indstillinger for ovennaevnte parametre.

Betydningen af de interne standarder

Hensigten med de interne standarder (IS) er, at de tilseettes i kendt mangde til hver prgve far
homogeniseringen. Denne kendte mangde bruges som reference ved den egentlige maling i MS-
systemet. De interne standarder tager hgjde for:

1. Tab under homogeniseringen ved at vaeske hanger pd homogenisatorstaven.
Fejloverfgrelser mellem centrifugergr og LazWell™-plade, hvor der passettes meget sma
maengder ekstrakt, og hvor den relative fejl pd den afsatte volumen er betragtelig.

3. Effektiviteten af laserbeskydningen i LDTD-systemet.

4. Effektiviteten af ioniseringen.

Grunden til, at IS-tilseetning kompenserer for disse forhold, er, at nar der sker fejl i de forskellige
procestrin, vil forholdet mellem den i MS-systemet malte IS-maengde og maengden af analyt, der
rammer detektoren, veere uforandret.

Hvis samme fedthomogenat analyseres gentagne gange, og prgverne har samme vagt, vil der
geelde:

Ask — konstant

is

Hvor As« er det malte topareal pa detektoren efter kvadrupol 3 af analytten (eksempelvis skatol),
og Ars er det malte areal pd detektoren efter kvadrupol 3 af dens interne standard.
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Tilsaetning af intern standard tager ikke hgjde for, hvor stor en del af den naturlige skatol og
androstenon, der er i fedtpraven, som udtraekkes under ekstraktionen (overgér til acetonitril-
fasen).

Dette problem Igses gennem fglgende forholdsregler.

a. Spakprgven har nogenlunde samme form og stgrrelse.

b. Homogeniseringens varighed og bevaegelser standardiseres.
c. Tid mellem homogenisering og centrifugering standardiseres.
d. Temperaturen holdes rimeligt konstant.

Disse fire forholdsregler sikrer, at selv om der ikke er opndet fuldsteendig ligeveegt mellem
fedtpartikler og acetonitrilfasen, inden for de tilladte tidsrammer, kan det antages, at en konstant
brgkdel af det androstenon og skatol, der er i spaekket, vil blive overfgrt til ekstraktet. Den
brgkdel af analytterne i fedtet, som under ekstraktionen er kommet over i ekstraktet, kaldes
genfindingen - hvilket er et mal for ekstraktionsprocessens effektivitet. Genfinding kan vaere over
100% for en metode, hvis ekstraktionen i den er mere effektiv end i en ellers anerkendt
referencemetode. Er genfindingen under 100%, betyder det, at ekstraktionen er ringere end den,
der benyttes i referencemetoden. Om genfindingen er over eller under 100%, er af sekundaer
betydning. Det vaesentlige er, om den er stabil/reproducerbar.

19



Kalibreringskurver for androstenon og skatol

Der er fremstillet kalibreringskurver til LDTD-MS/MS-metoden, baseret pa tilssetning af kendte
maengder af de rene analytter, skatol og androstenon, til spaekprgver, som vides ikke at indeholde
hangriselugtkomponenterne. Til formalet er benyttet spaek fra galtgrise, som med sikkerhed ikke
indeholder androstenon, og hvor en analyse med en palidelig referencemetode viser et
skatolindhold, der ligger under detektionsgraensen. En sddan spaekblok, fri for androstenon og
skatol, benyttes som blank fedtmatrice.

Til kalibreringskurven blev ekstrakter med blank fedt, som er spiket med bade androstenon og
skatol i 7 niveauer, benyttet. Hvert niveau analyseres i dublet. Fedtprgvernes masse var alle pa
0,350 g.

I tabel 1 er vist de spikede mangder androstenon og skatol i hver af de 14 rgr omregnet til
koncentrationer i speekmaengden. De spikede maengder af skatol (3-methylindole, Sigma-Aldrich,
CAS 83-34-1, 98% renhed), og androstenon (5a-Androst-16-en-3-one, Sigma-Aldrich, CAS
18339-16-7) er oplgst i de 1,5 ml acetonitril, som fgrst tilsaettes spaekormen. Indol er medtaget
for fuldstaendigheden. Dog er indol kun malt pd 6 niveauer og som enkeltbestemmelse. Til indol
benyttes samme interne standard som til skatol.

Prgver benyttet ved kalibreringen. Koncentrationen af androstenon, skatol og indol samt deres
interne standarder omregnet til nanogram pr. gram spak.

Prgvergr Blank | Androstanon 3d-skatol Skatol Androstenon Indol
speek | (IS) (ng/g) | (IS) (ng/g) (ng/9) (ng/9) (ng/g)
(9)
1-2 0,350 3.580 720 70 125 0,06
3-4 0,350 3.580 720 120 250 0,11
5-6 0,350 3.580 720 220 500 0,21
7-8 0,350 3.580 720 420 1.000 0,41
9-10 0,350 3.580 720 820 2.000 0,81
11-12 0,350 3.580 720 1.620 6.000 1,61
13-14 0,350 3.580 720 2.420 6.000 -

Efterfglgende er der til hvert rgr tilsat 1,500 ml maettet saltvand med 0,08 N NaOH.

I figurerne 5a-7a er vist de med MS/MS-systemet malte kalibreringskurver for de 3 forbindelser. I
disse kurver er forholdet mellem arealerne af de malte toppe for analytten og dens interne
standard afsat mod forholdet mellem de spikede koncentrationer af analytten og dens interne
standard.
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I figur 5b-7b er kalibreringskurverne ogsa vist som dobbelt logaritmisk plot, idet kalibreringen
spander over tre dekader, og det derfor kan veere vanskeligt at vurdere lineariteten for de meget
lave koncentrationer i de ordinaere plots.
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Det ses, at kalibreringskurverne kan beskrives ved ligningen:

ﬁ = a- & + ﬁ

Ajs Cis

Her er Aa og Ais arealet af henholdsvis analytfragmenttoppen og fragmentet af dens interne
standard malt p@ detektoren efter Q3. Ca0og Cis er de spikede koncentrationer. Haeldningen « er et
mal for metodens sensitivitet, dvs. tilvaekst i malt topareal i forhold til tilvaekst i koncentration.
Konstanten B, som er afskaeringen med y-aksen i figurerne 5a-7a, repraesentere eventuelle sma
forekomster af analytterne i den spsekmatrice, som er brugt til udvikling af kalibreringskurverne. I
figurerne 5a-7a ses, at g, for alle tre analytter, kan saettes til nul for den anvendte spakmatrice.

N&r kalibreringskurven benyttes i fremtidige analyser, hvor spaekprgvens masse m, ikke er eksakt
0,350 gram, men antager veerdier mellem 0,3 g og 0,6 g, udnytter man, at forholdet mellem
arealerne gives af MS/MS-detektoren, og at C;; er kendt. Herved kan koncentrationen af
analytterne i den nye spaekprgve beregnes som:

_ Ag 0350 1

Cq ';'Cis (1)

Ais Mg

I bilag 6 er givet en detaljeret udredning om gyldigheden af Ligning 1. For at Ligning 1 skal holde
eksakt, skal temperaturen under ekstraktionen holdes konstant, og analyt og dens valgte interne
standard skal have ens affinitet over for fedtmatricen og den benyttede solvent (se bilag 6).

Regneeksempel
En spaekprgve med masse 0,453 g forbehandles og analyseres i LDTD-MS/MS-systemet.

Arealet af androstenonfragmentet males til 522342 counts.
Arealet af intern standard-fragmentet males samtidigt til 1385735 counts.

Det vides, at der er tilsat intern standard til acetonitril svarende til en koncentration i spaekket pa
3.580 ng/g.

Med « taget fra figur 5a fas resultatet:

C = 522342 0.350 1
¢ 1385735 0.435 2.2838

-3580ng/g =475ng/g

Grisen, der har leveret spaekprgven til ovenstdende eksempel, vil givetvis ikke blive frasorteret.

@vre vaegtgraense for spakprove

Spgrgsmalet er, om der er en gvre vaegtgraense for spaekormens stgrrelse. Forsgg viser, at
arealet, der males pd massespektrometeret af toppen fra den interne standard for androstenon,
falder med stigende fedtprgvestgrrelse. Dette skyldes, at androstenon og dens interne standard,
der ligner den rent kemisk, er meget lipofil. Under ekstraktionen vil en stor del af den interne
standard blive tilbageholdt i fedtfraktionen; desto stgrre spaekprgve, desto mindre bliver
mangden af den interne standard, der males i massespektrometeret. Safremt androstenon og
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intern standard fordeler sig ens i acetonitril- og fedtfasen under ekstraktionen, betyder dette ikke
noget for malingens palidelighed, da selve den androstenon, hvis koncentration i ekstraktet skal
bestemmes, ogsa tilbageholdes i samme forhold.

For at undga for stort et fald i MS-signalet fra androstenonens interne standard anbefales det at
overholde fglgende forhold:

Mspek 0,284 /mi
Vacn

Hvilket svarer til eksempelvis 0,7 g spaek i 2,5 ml ACN.

Hvor Msp=k er massen i gram af den udtagne spaekprgve og Vacn er rumfanget i ml af den tilsatte
acetonitril med intern standard.

Skatol er ikke i samme omfang et problem, dels fordi den er mindre lipofil end androstenon, dels
fordi der her benyttes en deutereret skatol som intern standard. Deutereret skatol og normal
skatol er kemisk helt identiske, og fordelingsforholdet mellem fedt og acetonitrilfaserne er ens for
de to forbindelser.

For en mere fuldsteendig redeggrelse henvises til bilag 6.

Metodevalidering
Ved metodevalideringen er fglgende forhold undersggt:

e Matricestandard - homogen matrice til validering foruden spaekstykke.
e LOD & LOQ.
e Praecision.
= Repeterbarhed (RSD%).
= Reproducerbarhed (RSD%).
e Evaluering af de enkelte trin i analysen.
*  Prgvemangde/ormstgrrelse.
» Ekstraktionstid.
= Brine-volumen.
= Basekoncentration.
e Langtidstest.

Detektionsgraensen (Limit of Detection, LOD) defineres som den laveste koncentration i en prgve,
hvorved man, med 99% konfidens, kan sige, at den pdgaeldende forbindelse er til stede i proven.

Kvantifikationsgraensen (Limit of Quantification, LOQ) defineres som den laveste koncentration i
en prgve, hvor der er statistisk belaeg for at saette et tal pa indholdet af analytten i prgven.

For komplette definitioner henvises til “Guidelines for the Validation of Chemical Methods for the
FDA FVM Program 2" Edition”. 2015. US Department of Health & Human Services.
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Valideringsresultater
e Matricestandard

Udfordringen i metodevalideringen har blandt andet veeret at fremstille en repraesentativ homogen
prgve for at minimere bidrag til variation i analyseresultater. Ved anvendelse af matricestandard
stammer den observerede variation udelukkende fra selve analysemetoden inklusiv
proveforberedelse. Ud over matricestandard er ogsd anvendt hele spaekstykker med forskellige
koncentrationsniveauer af skatol og androstenon.

« LOD og LOQ

Metodens samlede LOD og LOQ blev evalueret ved 10 gentagne analyser pd samme prgve. Den
hakkede og blendede matricestandard blev spiket med androstenon og skatol svarende til en
slutkoncentration p& henholdsvis 0,125 pg/g og 0,05 ug/g. Standardafvigelsen (SD) blev beregnet
for begge komponenter pa baggrund af de 10 analyser.

LOD blev beregnet som 3 x SD og LOQ som 10 x SD. De opndede resultater for skatol og
androstenon fremgar af tabel 1. (Ref.: NMKL Procedure, No. 4 (2005), Validation of Chemical
analytical methods).

Tabel 1. Detektionsgraense (LOD) og kvantifikationsgraense (LOQ) for skatol og androstenon

LOD LOQ
Skatol 0,02 pg/g 0,05 ug/g
Androstenon 0,05 ug/g 0,1 yg/g

e Preecision
= Repeterbarhed Sr (RSD%)
= Reproducerbarhed Sk (RSD%)

Reproducerbarheden (Sr) og repeterbarheden (Sr) er beregnet ved variansanalyse (ANOVA) fra
dobbeltbestemmelser pa fem forskellige dage. Der er til bestemmelse af praecision anvendt flere
forskellige stykker spaek med varierende niveauer af skatol og androstenon. Praecisionsresultater
for 6 matricer er samlet i tabel 2. Matrice 1-3 er hele spakprgver (udborede orme), og matrice 4-
6 er matricer fremstillet ved at hakke og blende spaekstykker for at sikre homogenitet i matricen.
Ved alle 6 matricer er der udtaget orme jeevnfgr analyseforskriften. Til fastlaeggelse af
praecisionen er hver af de 6 matricer analyseret 10 gange fordelt over 5 dage. I denne
metodevalidering refererer reproducerbarhed til variationen mellem dage, og repeterbarheden til
variationen inden for dagen.
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Tabel 2. Tabel over przecisionsresultater for skatol og androstenon

Skatol Androstenon
Koncentration Sr Sr Koncentration SR (%) Sr (%)
(H9/9) (M9/9)
Hak+blend matrice 4 0,43 6,54 5,39 9,04 3,85 3,85
Hak+blend matrice 5 0,21 5,50 3,08 3,91 3,08 2,63
Hak+blend matrice 6 0,90 5,30 5,30 1,59 2,65 2,65
Orm matrice 1 0,44 7,58 4,87 8,86 9,59 9,39
Orm matrice 2 0,96 6,21 6,21 1,48 7,76 6,65
Orm matrice 3 0,18 10,03 6,05 1,75 13,35 | 7,83

Sr = reproducerbarhed (%), Sr = repeterbarhed (%), Hak+blend = hakket og blendet, orm = orm fra hele
spaekstykker

Analysemetodens robusthed er evalueret ved at variere parametre, der indgar i
prgveforberedelsen.

e Prgvemangde/ormstgrrelse

Der anvendes i laboratoriemetoden en prgvemaengde pa 0,35 g sammen med 1,5 mL acetonitril
og 1,5 mL brine-oplgsning. Der blev analyseret 5 forskellige preavemeaengder: 0,25 g, 0,3 g, 0,35
g, 0,4 g og 0,5 g for at undersgge indvirkningen pa analyseresultatet.

Den relative standardafvigelse (RSD%) for androstenon og skatol er henholdsvis 4,6% og 3,3%.

Konklusion: Det kan konkluderes ud fra evaluering af analyseret prgvemangde, at de anvendte
0,35 g kan variere fra 0,25 g til 0,5 g, uden at det har vaesentlig indflydelse pd
koncentrationsbestemmelsen. Vigtigt at bemaerke ved dette eksperiment er et observeret fald i
areal for den interne standard for androstenon ved gget prgvemangde, hvilket kan have
betydning for korrekt kvantificering (se bilag 6).

e Ekstraktionstid
Ekstraktionstiden er fastsat til 45 sekunder (s).

Der er under dette punkt i valideringen undersggt ekstraktionstiderne 25 s, 355, 45 s, 55 s og
105 s for at evaluere, om der er forskel pd analyseresultaterne ved de forskellige tider.

Varierende tid kan potentielt pavirke indstilling af ligevaegt, ekstraktionseffektivitet og evt.
pavirkning af komponenter fra temperatursendring. Den relative standardafvigelse (RSD%) for
androstenon og skatol ved 5 forskellige ekstraktionstider er henholdsvis 3,1% og 1,9%.

Konklusion: Ud fra dette punkt i valideringen kan det konkluderes, at de anvendte 45 s kan
variere fra 25 s til 105 s uden at have vaesentlig indflydelse pd analyseresultatet.

Den samlede mixetid er ekstraktionstiden plus de 20 sekunder, det kan tage, fgr spaekormen
fanges af staven.
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e Brine-volumen

Effekten pa analyseresultatet ved forskellige voluminer af tilsat brine er evalueret. RSD% for bade
androstenon og skatol er mindre end 5%. Det kan altsa konkluderes, at varierende brine-volumen
(1,3 ml-1,7 ml) ikke har indflydelse pa analyseresultatet.

e Basekoncentration

Forskellige basekoncentrationer er undersggt pa 4 forskellige matricer med varierende indhold af
androstenon og skatol. RSD% er beregnet for badde androstenon og skatol til at vaere mindre end
5% for niveauer over LOQ. Det kan konkluderes, at varierende basekoncentration (0,04 M-0,20
M) ikke har indflydelse pd analyseresultatet.

e Langtidstest

En simuleret langtidstest er udfert over et tidsrum pa 5 arbejdsdage. Under testen er der
analyseret pa 10.000 LazWell™-brgnde for at evaluere, i hvor stort omfang LDTD-MS/MS-
instrumentet bliver pavirket mht. respons og tilsvining.

Til de 10.000 analyser blev der benyttet 10 nye LazWell™-plader svarende til 960 analyser ligeligt
fordelt over de 5 testdage. Til de resterende analyser blev der benyttet genbrugsplader. De brugte
LazWell™-plader var blevet genbrugt efter renggring i opvasker ved lav vandtemperatur (40°C)
eller renset med acetone. Formalet med at bruge genbrugsplader var at stresse MS/MS-systemet
maksimalt med mulig kontaminering og dermed simulere en meget mere langstrakt testperiode.

MS/MS-systemet havde inden testen kgrt ca. 1'- ar uden vedligeholdelseseftersyn. I denne
periode var der i laboratoriet sammenlagt blevet kgrt ca. 15.000 analyser med LDTD, plus at
MS/MS-systemet ogsa havde vaeret anvendt som detektionsudstyr ved laboratoriets gvrige
projekter, hvor HPLC-udstyr blev anvendt i stedet for LDTD. Efter langtidstesten med yderligere
10.000 analyser blev der udfgrt et vedligeholdelseseftersyn af MS/MS-systemet og af LDTD udfgrt
af serviceteknikere fra leverandgrerne.

Konklusioner for langtidstest

Ved eftersynet af MS/MS-systemet vurderede leverandgrens servicetekniker, at systemet viste en
lav grad af forurening efter sammenlagt 25.000 analyser med LDTD samt kgrsel med HPLC som
indgang til MS-MS-systemet i laboratoriets gvrige projekter.

Forsggene under langtidstesten viste et faldende respons pa MS/MS-systemet for de interne
standarder. Arsagen til dette viste sig at stamme fra LDTD-laseren, hvis effekt faldt med
skgnsmaessigt 50% fra de fgrste nye plader blev analyseret pa testdag 1 til de sidste malinger pa
dag 5. Ifglge leverandgren af LDTD-systemet er dette ikke set tidligere, og det vurderes, at der er
opstaet en fejl i de elektroniske kredslgb, eller at laseren skal skiftes. Pa trods af faldende respons
pa signalhgjder var reproducerbarhed og sensitivitet p& malingerne malt over de 5 dage yderst
acceptable.
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Ved forsgget blev der benyttet en kalibrering for androstenon og for skatol som ved starten af
langtidstesten var 172 maned gammel. Kalibringen virkede upaklageligt under hele forlgbet, og
det kan konkluderes, at der i et fremtidig online-udstyr ikke er behov for jeevnlig rekalibrering af
metoden. Nedenstdende er vist haldninger og R2 for standardkurver for androstenon og skatol

malt pa dag 1, 3 og 5 under langtidstesten.

Tabel 3. Haeldninger og korrelationer for standardkurver for androstenon og skatol. Arealforhold versus

faktuelle koncentrationer.

- Slope of standard curve
Sensitivi
1 3 5

Androst ST 1.217 1.243
ES 0671 0.611 0.655

R
Day [N 3 5
"Androst OKEL 0.998 0.997
 Skatole [ROEL 0.997 0.989
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Implementering pa slagteri

Projektets formal var at finde en laboratoriemetode, som lever op til krav til malehastighed, pris
pr. analyse og robusthed, og som fuldt ud kan automatiseres som brugbar at-line malemetode i et
industrielt miljg.

Udformningen og udviklingen af den automatiske analyse blev ikke fastlagt i dette projekt. Men
der blev arbejdet med at finde Igsningsmuligheder, sdledes at det sandsynligggres, at der i et
efterfglgende projekt kan opbygges et komplet system, som lever op til industriens behov. Der
blev fokuseret pd, at de benyttede udstyr i et automatisk hangriseanalyseudstyr i videst mulig
omfang skulle vaere baseret pa instrumenter/robotter, som er standardudstyr.

I det fglgende beskrives mulige udstyrskonfigurationer, som kan benyttes.

Provetagning p& slagtelinje - det gamle skatolanlaeg

P& det danskudviklede skatolanlaeg fra 1991 var der pa hver slagtelinje opstillet en
prgveudtagningsstation, ogsa benaevnt modtagestationen. Dennes funktion var manuelt at udtage
en prgve pa mellem 0,4 g og 1,0 g fra hver hangris, som kunne analyseres i et naerliggende
hangriselaboratorium. Prgven blev manuelt anbragt i et tareret prgvebaeger, som efterfglgende
blev vejet med indhold, sa spaekprgvens masse kunne beregnes. Prgvebaegeret var forsynet med
en stregkode, som automatisk blev linket til nummeret pa haengejernet.

Baegeret blev forsynet med 18g og kunne afsendes til hangriselaboratoriet.

Til udboring af en prove fra spaekket i nakkeregionen pa den midt-flaekkede hangris blev der brugt
en handholdt “pistol” med et roterende, skarptslebet, hult bor. Borets indhold kunne tgmmes i
provebaegeret ved at trykke pd et stempel, som pressede spaekprgven ud. Modtagestationen var
forsynet med to pistoler, sdledes at en pistol kunne st til rensning, imens den anden blev brugt
til udboring.

Provetagning p8 slagtelinje - en nyudviklet modtagestation

Det foreslds at benytte en manuel prgvetagningspistol, som i det vaesentlige ligner den, der blev
benyttet i det tidligere skatolanlaeg. Vaegten af den udtagne orm skal dog reduceres til mellem 0,3
g og 0,6 g. Kravet om mindre prgvevaegt haenger sammen med gnsket om at benytte s3 sma
mangder solventer som muligt i det videre forlgb.

De store prgvebaegere fra skatolanlaagget passer ikke sammen med maden, hvorpa
pregvehdndteringen gennemfgres pd LDTD-MS/MS-metoden. Her vil der blive arbejdet i et 24
brgnds DWP-format (deep well plate) som vist i figur 8 og bilag 4.
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Figur 8. Eksempel pd en 24 brgnds SBS-plade (128 x 86 mm)

Pladen er et standardformat (SBS/SLAS mikrotiter fodaftryk, se bilag 4), som passer med det
gvrige laboratorieudstyr, der anvendes til den nye analysemetode. Pladen skal veere forsynet med
en stregkode. Hver spakprgve, der anbringes i pladen, er entydigt genkendelig ved pladens
stregkode sammenholdt med dens placering i pladen med betegnelser - reekkenummer A til D og
kolonnenummer 1 til 6. Da pladen har dybe brgnde, benaevnes den deep well plate (DWP).

Arbejdsgangen

1. En DWP-plade placeres pa en vaegt indbygget i modtagestationen og tareres.
Over DWP-pladen er der en plade, som styres af et xy-bord. Pladen er forsynet med et enkelt
hul, som er lidt mindre end brgndenes &bning. Hullet over DWP-pladen styres til at befinde sig
over position A1 i DWP-pladen.

3. Operatgren tgmmer prgven fra pistolen ned i hullet.

4. Veegtforggelsen registreres i et datasystem sammen med slagte-ID fra haengejernsaflaaseren
og positionen A1l fra xy-bordet.

5. Xy-bordet flytter 8bningen over DWP-pladen til positionen A2.

6. Punkterne 1-5 gentages nu for de fglgende 23 hangrise, hvorfra prgver udtages.

Transport af prove, slagtegang-laboratorium

N&r DWP-pladen er fyldt, skubbes den vaek fra vaegten og over pd et transportsystem, der fgrer
pladen frem til hangriselaboratoriet. Transportsystemet kan bestd af transportband,
kabeltransport, (skilift), drone, AGV eller manuel transport.

En AGV (automatic guided vehicle) kan veere en lille eldreven transporter pa hjul, som i sin
simpleste version fglger en rute, der er optegnet med streger pa gulvet.

Standard conveyor-systemer kan vare af samme typer som systemer, der benyttes i
medicinalindustrien, hospitalslaboratorier og pa@ mejerilaboratorier. Et eksempel er vist i figur 9.

29



Figur 9. Qlip N.V. maelk, prgvningslaboratorium i Zupthen, Netherlands. Laboratoriet handterer 55.000
meelkeafregninger dagligt (kilde Foss). Band af denne type kan anvendes til transport af microtiter-plader.

Kravet til systemet er, at det skal kunne fragte en plade fra udtagestedet pa slagtelinjen til
laboratoriet inden for 2 minutter. Fra fgrste prgve anbringes i en plade, til den fyldte plade
afleveres til laboratorierobotterne, vil der ga mellem 6 og 9 minutter, afhaengigt af frekvensen af
hangrise pa slagtelinjen.

Dette vil i vaerste fald efterlade kun 36 minutter til prgveforberedelse og analyse i laboratoriet,
hvis en svartid skal holdes inden for 45 minutter.

Ved ankomsten til laboratoriet kan conveyoren fra slagtelinjen aflevere pladen med prgver til en
sliske, som pladerne glider ned ad, indtil de bliver stoppet af en klods (se skitse i figur 10). Herfra
kan en SCARA-robot sgrge for, at pladen viderefgres til behandlingsenhederne.

Slisken kan endvidere udggre en buffer for plader, der kommer fra slagtelinjen, sdfremt der i
laboratoriet sker nedbrud.
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Indretning af laboratorium

I laboratoriet skal der vaere et ledigt gulvareal pa 4 x 2,5 m, og plads til at en laboratoriearbejder
kan bevaege sig frit omkring dette areal.

Omradet skal veere forsynet med:

Ren, oliefri trykluft 8 bar (zero air med mindre end 0,1 ppm kulbrinter).

Der skal anskaffes en kvaelstofgenerator, som drives af trykluft. En sddan kan evt. veere en del
af massespektrometeranskaffelsen og placeres under den baenk, hvorpd massespektrometeret
anbringes.

Der skal vaere rent vand til vask af genbrugspipetter og homogenisatorstave.

Der skal vaere rigeligt med stremudtag (230 V) til robotter og maleudstyr.

Netforbindelse til kommunikation med pc og slagteriets databaser.

Naerliggende kontor til pc og gvrigt overvégningsudstyr.

Der henvises i gvrigt til Site Planning Guide fra leverandgren af MS/MS-systemet og LDTD-
ionkilden.

Automatisering af laboratoriet
I laboratoriet foretages ekstraktionen af androstenon og skatol fra fedtet, oprensning af ekstraktet
og slutteligt en maling pa ekstraktet i LDTD-MS/MS.

Fglgende laboratorietrin automatiseres:

1.

Transportsystemet mellem slagtelinje og laboratorium placerer 24 brends DWP-brgndplader pa
slisken ved vaesketilszetningsstationen.

Vaesketilsaetningsstationen tilsaetter 1,5 ml acetonitril og 1,5 ml brine til hver brgnd.

Indholdet af de enkelte brgnde i DWP-pladen skal nu homogeniseres. Dette ggres i en separat
homogenisatorstation.

Pladen med de homogeniserede prgver skal nu centrifugeres ved 5.000 G.

Der overfgres 4 pl fra hver af de 24 brgnde til nye bronde pa en LazWell™-plade i en
pipetteringsstation.

LazWell™-plader overfgres til LDTD-MS/MS, hvor der méles p& hver pasat prove.
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Centrifuge loader

-

Samples from slaughter line

Pipetting area

with barcode readers

Declining ramp for unscheduled samples

=] = =

Homogenizer station

Figur 10. Et teenkt layout for laboratorieanalyseudstyret. To SCARA-robotter, hver placeret pd en linezer
akseskinne for gget raekkevidde, flytter plader mellem behandlingsstationer.

Vaeskebehandlingsstationen

N&r prgverne ankommer til laboratoriet, skal de to ekstraktionsvaesker tilszettes. Dette kan ggres
ved hjeelp af 2 stk. stand-alone dispenserhoveder, eller dispenseren kan veere en del af en
vaeskebehandlingsstation, som samler flere operationer i samme vaeskebehandlingsstation.

Stand-alone dispenserstation

Stand-alone dispensere kan vaere af fabrikatet Fritz Geyger AG, hvorfra der kan kgbes ventiler
som OEM-komponenter. Det medfglgende SDK-software bruges til at kalibrere ventilerne og til at
styre den tilsatte vaeskemaengde. Ventiler fra Fritz Geiger AG, fx SMLD 300G micro-valve er
udstyret med Safir ventilhoveder, som er yderst slidstaerke og modstandsdygtige over for
kemikalier. Ved tilszetning af 1,5 ml er usikkerheden pd £ 0,2%.

Den tilsatte veeskemaengde styres med abningstiden for ventilen, idet der er proportionalitet
mellem tid og dispenseret mangde.

Der skal indkgbes to pumper, som kan levere et konstant overtryk pd vaesken, der tilfores
ventilen (typisk 1 bar for brine og noget mindre for acetonitril).

Dispenserhovederne monteres pa et xy-bord, som flytter dyserne rundt over DWP-pladen.
Styringen af xy-bordet skal integreres sammen med software til styring af dispenseringen.
Alternativt anbringes DWP-pladen pa et styrbart xy-bord, og dispenserhovederne holdes i en fast
position.
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Arbejdsgang:

1. DWP-brgndpladen anbringes pa en plade under dispenserhovederne.
Den udviklede software styrer dispenserhovederne i xy-retningen, saledes at de enkelte
brgnde i DWP-pladen fyldes med den gnskede vaeskemaengde. Fyldning af vaesker pa 24
brgnds DWP-pladen kan ggres pa 38-42 sekunder pr. vaeske.

3. DWP-pladen kan nu flyttes til homogenisering vha. en SCARA-robot med griber til SBS-
pladeformatet.

Vaeskebehandlingsstationslgsning

Safremt dispenseringen udfgres i en veeskebehandlingsstation, vil der blive benyttet
standardpipetteringsveerktgjer. Pipettespidser kan vaere genbrugspipetter, idet der ikke er risiko
for afsmitning mellem prgver.

Homogeniseringsstationen

Homogeniseringsstationen har i vaerste fald kun 240 sekunder til at processere en hel 24 brgnds
DWP-plade. Dette inkluderer tid til at modtage og fiksere DWP-pladen med SCARA-robotten, og at
pladen igen kan fjernes fra homogeniseringsstationen.

Hvis der bruges mindre end 240 sekunder ved dispenseringen af acetonitril og saltvand, kan den
sparede tid laegges til den tilladelige homogeniseringstid.

Forsgg i laboratoriet viser, at der skal bruges 30 sekunder til en homogenisering, safremt der
benyttes en standard stalstav med en diameter pd 10-11 mm og en omlgbshastighed svarende til
30.000 rpm.

For tiden findes der ikke kommercielt tilgaengelige homogenisatorer, som kan klare at
homogenisere 24 prgver pd 240 sekunder pa tilfredsstillende made. OMNI INC. (Cobb Place Blvd.
NW Kennesaw, GA 30144, United States) har et system kaldet en OMNI-Prep 96, som kan
ombygges til at arbejde med 6 stave i parallel og sdledes kan tage én reekke i DWP-pladen ad
gangen. Problemet er, at stavene og motorerne er meget sma (stav diameter 7 mm). Motorerne
kan givetvis ikke drive kraftigere stave.

Det er saledes ngdvendigt at udvikle en homogenisator, som opfylder kravene.

I figur 11 er vist, hvordan et system kan se ud.
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Homogenisatoren kan opbygges med 2 arme,
som hver har 6 homogenisatorstave. DWP-
pladen stilles midt mellem de to arme. Pa
hver side af DWP-blokken er der et vaskekar
med lunkent vand til vask af stave.

i Homogeniseringstrin er:

] 1. Venstre arm homogeniserer brgnde Al,
; C1, A3, C3, A5, C5. Hgjre arm er i
vaskebad.
2. Hgjre arm homogeniserer brgnde A2, C2,
HH' H Hl A4, C4, A6, C6. Venstre arm vaskes.

3. Venstre arm homogeniserer brgnde B1,
D1, B3, D3, B5, D5. Hgjre arm er i
vaskebad.

4. Hgjre arm homogeniserer brgnde B2, D2,
B4, D4, B6, D6. Venstre arm vaskes.

Figur 11. Layout for en homogenisatorarm med 6 Samlet procestid 4 x 30 sek. + 4 x 5 sek. til
stave, som tager hver anden brgnd pr. gennemlgb. bevaegelse = 140 sekunder.

Med det i figur 11 skitserede homogenisator-layout kan homogeniseringstiden udvides til 45
sekunder, hvis dette er fordelagtigt.

Problemet er, at denne Igsning skal specialudvikles. Konceptet kan realiseres med 1 stort
tandhjul, som driver de 4 stave, og et tilsvarende tandhjul, som driver de sidste 2. Venstre og
hgjre arm skal kunne bevaege sig i retningen op/ned og i én laengderetning. De to arme kan
arbejde synkront. Ved at placere stavene med 2 brgndes afstand, kan der benyttes stave med en
diameter pd 11 mm, som sikrer en effektiv homogenisering.

Centrifugen

Efter homogeniseringen skal pladerne centrifugeres i 300 sekunder ved 5.000 G. Ud over dette
skal der regnes med tid til at isaette DWP-plader i centrifugegondolen og efterfglgende at fjerne
dem igen. Dette er klart det langsomste trin i processen. Da der ankommer en DWP-plade til
centrifugen hver 240 sekunder, skal centrifugen kgre med 2 DWP-plader ad gangen.

Det vil tage 2 x 240 sekunder (= 8 minutter) at fa to plader leveret til centrifugen fra
homogenisatorstationen. S& det er den tid, som er til radighed for hele forlgbet: ladning med
DWP-plader, accelerering af centrifugerotor, 5 min ved 5.000 G, deceleration af rotor og fjernelse
af de to DWP-plader.

En mulig leverandgr af centrifugeenheden er Tecan Group Schweiz. Tecan fremstiller en
vaeskebehandlingsstation med indbygget centrifuge af fabrikatet Hettich (se bilag 5).
Vaeskebehandlingsstationen er forsynet med gribearm, som henter DWP-plader placeret pa
daekket, nedsaenker dem i centrifugen, og som slutteligt henter pladerne tilbage pa
vaeskebehandlingsstations deaek.
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Overfarsel til LazWell™-plade
Det sidste trin i prgveforbehandlingen er, at supernatanten efter centrifugeringen overfgres fra 24
brgnds DWP-pladeformat til 96 brgnds LazWell™-pladeformat. Til dette skal der bruges pipetter.

Ved processen skal der med pipette udtages 3-4 pl fra den gverste fraktion i hver af de 24
brgnde, som overfgres til LazZWell™-plade.

Da plast engangspipetter er en steerkt fordyrende forbrugsartikel, foreslds det, at der i stedet
benyttes genbrugelige stalpipettespidser. Med genbrugspipetter skal der vaere mulighed for vask
af spidserne efter hver vaeskeoverfgrelse.

Opgaven kan i teorien Igses med enkeltpipette, som tager en brgnd ad gangen. Herved bliver
tidsforbruget for stort, og processen vil blive en flaskehals i hele analysen.

De to pladeformater, 24 brgnds og 96 brgnds pladeformat, er kendetegnet ved, at deres
grundplan har samme ydre dimensioner, og at afstanden mellem brgndcentre er ngjagtigt dobbelt
sa stort, malt pd begge leder, i 24 brgnds formatet som i 96 brgnds formatet.

Dette ggr, at processen muligvis kan udfgres i et enkelt trin, hvis der benyttes et multihoved
pipetteringsvaerktgj. Multihoved pipettevaerktgjer er standard til 96 brgnds SBS-plader (figur 12).

Hvis hver anden pipette i multihovedvaerktgjet
fiernes, og ubrugte dbninger forsegles, vil det
kunne bruges til bAde 24 brgnds formatet og
96 brgnds formatet.

Indholdet af et 24 brgnds format kan nu
overfgres til samme LazWell™-plade i én
arbejdsgang.

Figur 12. Et eksempel pa et multihoved
pipettevaerktgj til 96 brgnds SBS-plader (Tecan)

Overfgringsmgnstret fra 24 brgnds DWP-pladen, som er ankommet fra centrifugen, til LazWell™-
pladen bliver s3:
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24 brend plade 1

Al A2 A3 A4 A5 A6
Bl B2 B3 B4 BS B6
Cl1 C2C3 C4 C5 Cb
D1 D2 D2 D4 D5 D6

24 brend plade 2

Al A2 A3 A4 A5 A6
Bl B2 B3 B4 B5 B6
Cl1 C2C3 C4 C5 Cob
D1 D2 D3 D4 D5 D6

Lazwell plade 1
Al A3 A5 A7 A9 A1l
Cl C3C5C7C9 C11

El E3 E5 E7 ES E1l
G1 G3 G5 G7 G5 G11

Lazwell plade 1

A2 A4 A6 A8 A10A12
C2 C4 C6 C8 C10C12
E2 E4 E6 ES E10 E12
G2 G4 Gb GB G10G12

Efter hver pafyldning med 24 prgver tgrres pladen et antal sekunder og kan overfgres til Luxon
ionkilden til maling. Overfgrslen sker med en laboratorie SCARA-robot med SBS gribevaerktgj.

Tredje og fjerde gang den ufuldstzendigt benyttet LazWell™-plade bruges, vil reekkerne B, D, F og
H blive fyldt.

Overfarsel til LazWell™-plade fra ikke-fyldte 24 brgnds plader

Safremt der ankommer 24 brends DWP-plader, der ikke er helt fyldte, til pipetteringsstationen,
skal denne foruden en multihoved pipette ogsa vaere forsynet med et enkelt pipettehoved, som
kan bruges til at ekspedere enkelte prgver. I sddanne situationer vil det vaere passende at
reservere nogle LazWell™-plader, som allerede har udnyttet hver anden raekke via pafyldning
med multihoved pipettevaertgjet.

De fleste pipetteringsstationer er forsynet med vaerktgjsholdere, saledes at multihovedvaerktgijet
kan parkeres, imens enkelt pipettevaerktgjet er i brug og omvendt.

ID-h8ndtering, stregkodelaeser
Det forudsaettes, at slagte-ID, allerede fra pafyldningen af spaekprgver i 24 brgnds DWP-pladen,
er koblet til stregkoden pa 24 brgnds pladen og til en givet position i denne (A1-D6).

N&r en 24 brgnds plade er feerdig efter centrifugen, skal dens stregkode aflaeses. Ligeledes
aflaeses stregkoden pd den LazWell™-plade, som skal pafyldes ekstrakter. Datasystemet skal nu
fortzelle pipetteringsrobotten, hvilke reekker pa LazWell™-pladen der er ledige (ubrugte). Ved
overfgrslen af ekstrakter til LazWell™-plade skal datasystemet koble brgndposition i 24 brgnds
formatet til brgndposition i 96 brgnds formatet. Brgndpositioner i de to pladeformater gemmes af
slagtegangsdatabasen sammen med stregkoder pa de to plader under det tilhgrende slagte-ID.
Spaekprovens vaegt ligger allerede i databasen linket til slagte-ID, stregkode pa 24 brgnds pladen
og positionen i denne.
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Nar Luxon Ionkilden og MS/MS-systemet afleverer det feerdige analyseresultat, ggres dette i form
af et stregkodenummer pa LazWell™-pladens brgndposition og et seet analyseresultater for
henholdsvis skatol og androstenon. Telegrammet fra malesystemet kan eksempelvis se saledes
ud: “stregkode#, B6, 0.14, 0.37”, hvilket af datasystemet skal tolkes som, at spakprgven i
LazWell™-plade nr. xxxxxxx, brgnd nr. B6 er malt til at indeholde 0,14 pg/g skatol og 0,37 ug/g
androstenon.

Veesketilsaetning, centrifugering og pipetteringsstation, alt i én enhed

Tecan, som er leverandgr af laboratorievaeskebehandlingsstationer, har standardudstyr, som i et
og samme vaeskebehandlingsudstyr udfgrer tilseetning af vaesker, centrifugering og slutpipettering
til LazWell™-plader (figur 13).

Figur 13. Fluent 780 platform fra Tecan med 2 stk. 8-kanals liquid handling-arme til pipetteringer af
henholdsvis sma og stgrre voluminer og 1 stk. gribearm til flytning af plader til og fra centrifuge. Der
medfglger Hettich centrifuge til 4 stk. DWP.
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Arbejdsgangen med Tecans Fluent 780 vaeskebehandlingsstation er som fglger:

1.

24 brgnds DWP-pladen, med spakorme til analyse, placeres i vaeskebehandlingsstationen af
en SCARA-robot.

Vaeskebehandlingsstationen pafylder acetonitril og saltvand til hver af de 24 brgnde (~ 4
minutter pr. DWP).

SCARA-robotten flytter DWP-pladen fra vaeskebehandlingsstationsdaek til en ekstern
homogenisatorstation.

Efter homogenisering flyttes DWP-pladen tilbage til veeskebehandlingsstationen.
Vaeskebehandlingsstationen er udstyret med gribearme, som kan nedsaenke DWP-pladen i

centrifugen, som er placeret under vaskebehandlingsstationen (figur 13), (< 8 min for 2 stk.

DWP).

Efter centrifugering benyttes de samme gribevaerktgjer til at haeve DWP-pladen og anbringe
den ved pipetteringsstationen.

Sluttelig pipetteres fra 24 brgnds DWP til 96 brgndpladen (~ 2 min. pr. DWP-plade)

Output fra Luxon-MS/MS-m&lesystemet
Af hensyn til sporbarheden og kvalitetssikringen af analysen skal malesystemet levere fglgende
informationer til slagtegangsdatabasen:

LazWell™-plade stregkodenummer.

Position i LazWell™-pladen, hvorfra et givet resultat stammer.

Det malte skatolindhold.

Det malte androstenonindhold.

Radata fra kvadrupol 3 (Q3) massesensoren i et passende masseinterval omkring fragment-
ioner og interne standardfragmenter, der benyttes til malingerne.

Pladestregkode og -position kobler direkte til slagte-ID.

Massespektrene kan bruges til fejlfinding pd systemet og til vurdering af massespektrometerets
tilstand.

Pladebuffer, pladehoteller

N&r DWP-plader med 24 prgver ankommer til laboratoriet fra slagtegangen, vil de under normale
forhold umiddelbart efter blive overfgrt til proveforberedelsesudstyret og malt i LDTD-MS-
systemet. Afvigelser fra dette kan forekomme, nar:

1. der pd slagtelinjen kommer hangrise med en frekvens, der overstiger systemets kapacitet pd

360 pragver pr. time. I sddanne situationer vil der ske en ophobning af plader fgr
dispenseringsenheden. Her vil man fortfarende benytte first-in-first-out-tilgang til analysen.
Dog kan det forekomme, at resulterer afleveres til en tid, som overskrider punkt 4 i
kravspecifikationen.

der opstar systemnedbrud i preveforbehandlingsudstyret eller ved LDTD-MS. Her kan det ogsa

forekomme, at punkt 4-kravet overskrides.
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3. derindskydes prgver fra andre slagterier eller prgver, som skal reanalyseres. Her vil det veere
ngdvendigt at prioritere de prgver, som kommer direkte fra slagtelinjen, og at ekstra prgver
afvikles, ndr der er ledig kapacitet i laboratoriet.

Ved stgrre ophobning af brgndplader, eller ndr der indskydes plader med prgver fra andre
slagterier, skal der vaere et buffersystem, hvor plader kan stilles i venteposition. Et sadant system
kan veere udformet med 2 slisker, som vist i figur 10 under afsnittet “Automatisering i
laboratoriet”. Den styrende computerenhed skal have adgang til at prioritere, om SCARA-robotten
skal hente pladerne fra den sliske, som fodres af conveyor-systemet fra slagtelinjen, eller om der
er ledig kapacitet i laboratoriet, til at en plade fra den manuelt fyldte sliske kan behandles.

Robotter til flytning af plade mellem analyseudstyrets delsystemer
Safremt alle funktioner i analysen udfgres af stand-alone-udstyr, skal der foretages en del
flytteoperationer mellem delprocesser i den automatiserede analysemetode.

1. Ved ankomst til laboratoriet via transportbdnd fra slagtelinjen flyttes DWP-pladen over p
vaesketilsaetningsstationen.

Mellem vaesketilsaetningsstationen og homogenisatoren.

Mellem homogenisator og deekket ved centrifugen.

Centrifugen lades automatisk med 2 stk. DWP.

Efter centrifugering hentes de to DWP op ad centrifugen.

Fra centrifuge til pipetteringsenheden, hvor der overfgres supernatant fra DWP til LazWell™-
plade.

LazWell™-pladen hentes fra pipetteringsenheden og overfgres til Luxon ionkilden.

Den faerdigmalte LazWell™-plade fjernes fra Luxon ionkilden. LazWell™-pladen kommes i
affaldsspand, hvis alle 96 brgnde er opbrugt eller kommes i en genbrugskasse, hvis den
indeholder ubrugte brgnde.

o v ks wN

®© N

De fleste af ovennaevnte 8 operationer udfgres med SCARA-robotter. I figur 14 er vist en robot fra
firmaet Precise Automation, PF 400, som er en sikkerhedsgodkendt co-worker-robot til
laboratoriebrug.

S | T I
/ @ A= X
A B /5
/R E N\
/ ~ ! \'\‘. \ \
[ | et @ | '% '
ﬁﬁgé‘\ =} /', |
. == ___/ r o J'
N ,_,"—2?".- ~ ’
Standard Reach Version Standard Reach Version PF Robot on Linear Rail

Figur 14. SCARA-robot PF 400 fra Precise Automation, udstyret med plate handler tool.
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Den viste robot kan monteres pa en linezer skinne, sa dens raekkevidde i x-retningen kan gges.
Ydermere kan den fas med udvidet arm, sa den kan nd ud i 750 mm. Positioneringsngjagtigheden
for veerktgjet i x, y og z-retninger er £ 0,1 mm.

En SCARA-robot kan udfgre alle trin i ovenstaende liste over flytteoperationer bortset fra trin 4 og
5, hvor der skal bruges specialvaerktgj, som typisk leveres af centrifugeleverandgren eller af
vaskerobotleverandgren, hvis der er tale om en vaskebehandlingsstationslgsning som i figur 13.

Korsel af spaekstandarder
Det foreslds, at 24 brgnds pladen pa slagtegangen ved modtagestationen kun fyldes med 23
prgver. Herved vil der altid vaere én ledig brgnd, som kan bruges til:

1. Indskydning af kontrolprgver for jeevnlig kontrol af udstyrets evne til at male korrekt.
2. Kgrsel med rene vaeskestandarder.
3. Indskydning af enkelte omprgver.

Hyppigheden, hvormed kontrolprgver skal kgres, vil skulle forhandles med
klassificeringskontrollen. Til formalet skal datasystemet kunne h@ndtere specielle prgve-ID-numre,
som kun anvendes til kontrolprgver.

Kgrslen med rene vaeskestandarder vil udggre en Igbende kontrol af MS-systemets tilstand. Her
skal der kun vaere méalbare massetoppe for de to interne standarder d3-skatol og androstanon
(5a-androstan-17B -3-one). Malbare maengder af de rene analytter ma ikke kunne iagttages i
massespektrene for de rene vaeskestandarder.

Ved omprgver skal der ligeledes vaere mulighed for, at en laborant kan tilseette en spakprgve til
den ledige brgnd og indtaste/indscanne et slagte-ID, som linkes til denne brgnd i
slagtegangsdatabasen.

At der benyttes 23 ud af 24 brgnde vil naturligvis indebaere, at kapaciteten af systemet saenkes
fra 360 til 345 hangrise pr. time.

Korsel af spaekprover fra andre slagterier eller omprover
Nar et anlaeg far tilfort hangriseprgver fra andre slagterier, kan resultaterne ikke foreligge, for
slagtekroppen ankommer til udligningsrummet (krav 4 i kravspecifikationer).

Ydermere kan der opsta fejl ved en analyse, som ggr, at der ma udtages en ny prgve fra en
slagtekrop, og at denne analyseres, efter at slagtekroppen er ankommet til udligningsrummet.

Her skal der veere mulighed for manuelt at indskyde fyldte 24 brgnds DWP med spakprgver i
omradet umiddelbart for veeskedispenseringen. Et skitseforslag til pladeh@ndteringen er vist i figur
10, hvor der ved siden af rampen til indkomne prgver direkte fra slagtelinjen er afsat en ekstra
rampe med plads til plader, som kan indssettes manuelt. Begge ramper er placeret, saledes at
SCARA-robotten kan nd pladerne, der er i dem. Den pc, som styrer logistikken i
proveforbehandlingen og Luxon-MS/MS-malingen, skal, nar der er ledig kapacitet pa
laboratorieudstyret, give besked til SCARA-robotten, om at en plade med fremmede prgver kan
afvikles.
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Morgenkontrol af systemets tilstand

Hver morgen, inden de fgrste hangriseprgver ankommer til laboratoriet, skal
praveforbehandlingsudstyr og maleudstyret renggres, og der skal kgres et mindre antal
kontrolprgver pa spak med kendt indhold af skatol og androstenon for at sikre, at udstyret maler
korrekt.

LDTD-MS/MS-systemet kan udfgre mellem 10.000 og 30.000 analyser, fgr der er behov for
mindre renggring af udsatte dele.

Efter behov udfgres fglgende:

1. P3 prgveforbehandlingsudstyret og SCARA-robotter fjernes synligt snavs og pletter med en
fugtig fnugfri klud.

2. Det sikres, at der er fyldt op med LazWell™-plader i pipetteringsstationen, og at der er meettet
saltvand og acetonitril-oplgsninger pa reservoir-beholdere.

3. Efter behov afmonteres LDTD/Luxon fra massespektrometeret.

4. Efter behov. For renggring af massespektrometerets forende henvises til leverandgrens
"Instrument Front-End Cleaning Procedure For Customers”. Renggringen af dette omrade kan
for det meste begreenses til aftgrring af forpladen med lidt methanol.

5. Efter behov. P& LDTD/Luxon ionkilden skal corana udladningsnalen ligeledes aftgrres med en
methanolvaedet klud, og der kgres en metanolvaedet vatpind gennem rgret, der forbinder
LazWell™-brgnde med corona udladningsndlen. Der henvises til renggringsvejledningen fra
leverandgren (Phytronix).

Der skal udfgres en kontrol af, om systemet maler korrekt. Til dette bruges homogeniseret spaek
fra hangrise med kendt indhold af skatol og androstenon. De nominelle vardier for
koncentrationer i de benyttede spaekprgver bestemmes af et akkrediteret referencelaboratorium.

6. Ved dispenseringsenheden indsaettes en DWP med et mindre antal referencespaekprgver, som
hver er afvejet. Masse og position af hvert spaekstykke i 24 brgnds pladen indtastes i
computersystemet. Nogle brgnde efterlades tomme. Prgveforbehandling og maling
igangseettes.

Der er nu to saet resultater, som skal vurderes. Den endelige udformning af metoden afstemmes
med slagterikontrollen.

a. Det malte skatol- og androstenonindhold i referencespaekket skal ligge inden for £ xx% af de
nominelle koncentrationer for de to forbindelser i spaekket. De endelige graenser for accepteret
méaleevne mangler fastseettelse.

b. De blanke prgvebrgnde, som kun har indeholdt interne standarder fra acetonitril-tilsaetningen,
kan bruges til en vurdering af, om der er urenheder i systemet, som giver uventede toppe pa
et fuldt skan med massespektrometeret. Det foreslds, at dette fulde skan afleveres til
slagteriets database, hvorfra det automatisk analyseres for, om systemet naarmer sig
tidspunktet for et fuldt forebyggende vedligeholdseftersyn.
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Timing af den automatiske analyse

X
4

8-»12 12->16 16->20 20->24 24->28 28-»32 32-»36 36->40 40-44

4->8

0->4

DWP 1 arrives at dispensor station
DWP 2 arrives at dispensor station

DWP 1 homogenized

DWP 2 homogenized
DWP 3 arrives at diSpEﬁSOI‘ station

DWP 4 arrives at dispensor station

DWP 3 homogenized

DWP 4 homogenized
DWP 4 transfered to lazwell

DWP 1 and 2 centrifuged
DWP 1 transfered to lazwell
DWP 2 transfered to lazwell
DWP 1 measured in LDTD
DWP 2 measured in LDTD
DWP 3 and 4 centrifuged
DWP 3 transfered to lazwell
DWP 3 measured in LDTD
DWP 4 measured in LDTD

Timing
Minutes

DWP 5 arrives at dispensor station
DWP 6 arrives at dispensor station

DWP 5 homogenized

DWP 6 homogenized
DWP 6 transfered to lazwell

DWP 5 and 6 centrifuged
DWP 5 transfered to lazwell
DWP 5 measured in LDTD
DWP 6 measured in LDTD

Figur 15. Timingen i laboratorietrinene.

Det foresl3s at benytte 2 stk.
SCARA-robotter hver placeret pa
standard lineaere skinner for at
forleenge deres raekkevidde. Den
ene SCARA-robot kan nd
arbejdsstationerne: modtagelse fra
transportband, dispensering og
homogenisering. SCARA-robot 2 kan
na omraderne: homogenisator,
centrifuge, pipetteringsstation,
LDTD samt affaldskurve for brugte
LazWell™-plader.

I figur 15 er vist hdndteringen af de
fgrste 6 DWP-plader, som
ankommer fra slagtelinjen.

Sorte markeringer viser transporttid
med SCARA-robot eller med
centrifugegribearm.

Luxon/LDTD tager selv en
nyankommen plade og udskyder
den malte plade. SCARA-robot kan
placere ny plade p& Luxon og fjerne
den faerdige plade.
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Ansldede omkostninger forbundet med installationen pa slagteri

Udstyrsinstallation

I figur 16 er vist prisestimater baseret pa, at proveforbehandlingen udfgres med en Tecan Fluent
780 vaeskebehandlingsstation med Hettich centrifuge med automatisk ladning af plader. Det
antages, at en homogenisatorenhed med forngden kapacitet specialudvikles. Da der ved analysen
arbejdes med acetonitril, er det ngdvendigt, at hele maleudstyret indbygges i et stort stinkskab
med udsugning.

My modtage station pa slagtelinjen thr
Standard mettler vaegt 50 Tilbud fra Mettler
Modificering af gl provetagnings pistol 100 skeon
xy bord med styring 200 ska@n
Transportsystem slagtegang-laboratorium 500 skon
Diverse omkostninger 200 skan
Laboratorium
pladebuffer 50 to stk slisker der passer til 5BS format
SCARA robotter pa lineser skinne (2 stk) 500 Ra robot koster 180 tkr
Tecan Fluent 780 med Hettich cenrtrifuge 2100 baseret pa tilbud fra Tecan
Homogenisator 1500 inkl. Udvikling
12 stk standard homogenisator stalstave 100 Pris baseret pd DMRI laboratorieindkab
Tilslutning af varmt vand til vask 50 skan
Luxon ionkilde 950 Baseret pa tilbud fra Phytronix
MS-MS system 1800 Baseret pa tilbud fra Sciex 4500 Qtrap
Affaldshandtering/genbrug af Lazwell plader 100 skan
Nitrogen generator 120 Pris baseret pa tilbud fra Peak Scientific
Plexiglas stinkskab med udsug og adgangsforhold 300 AltiTech alu. Profiler
UPS strem backup til beskyttelseaf MS turbopumpe 80 Maks pris
Total 8700

Figur 16. Estimerede priser for anskaffelse af ngdvendigt udstyr til automatisering af analysemetoden pa et
slagteri. Det bemaerkes, at en del af udgifterne er tillagt udviklingsomkostninger.

Folgende udgifter er ikke medtaget i ovenstdende estimater for omkostninger forbundet med
metodeimplementeringen:

Indretning af plads til modtagestation p& slagtelinjen.

Software til ID-h&ndtering pa slagtelinje.

Fering af transportband mellem slagtelinje og laboratorium.
Integration/kommunikation mellem udstyr i laboratoriet.

Software til ID-handtering i laboratoriet og lagring af data i slagteriets databasesystem.

iAW

Angdende integration/kommunikation mellem laboratorieudstyr er det kutyme, at der i leverancen
pa vaeskebehandlingsstationen, Luxon ionkilde og MS-udstyrene medfglger det forngdne software
til styring og handtering af eksempelvis prgve-ID.
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Pris pr. analyse
I figur 17 er vist de beregnede priser pr. analyse for kemikalier og andre forbrugsvarer ved
metoden.

Maettet saltvand 1.5ml 0.01
acetonitril 2.5 ml pr pragve 1.80
Intern standard androstenon 0.05
Intern standard skatol 0.05
Lazwell brand 2.91
DWP brand 0.25
PM hver tredje maned 0.50
Sum 5.57

Figur 17. Estimeret analysepris i kroner pr. analyseret hangris.

Tallene i figur 17 deekker over det direkte kemikalieforbrug samt DWP-plader og LazWell™-plader.
Herudover er medtaget faste omkostninger, til at der hver 3. maned kan udfgres en PM
(preventive maintenance) eftersyn pa Luxon ionkilden og MS-systemet. En fuld PM koster typisk
80.000 kr. pr. besgg. Der er regnet med et besgg af servicetekniker hver 3. maned, og at der
analyseres 2.800 hangrise/dag.

Priser pa forbrugsvarer og PM er endvidere baseret pa de indkgbspriser, som DMRI’s laboratorium
kan opnd hos leverandgrerne.

I omkostningsoverslaget regnes der med, at DWP-pladerne (24 brgnde) kan anskaffes for 6 kr. pr.
plade. De billigste DWP, som opfylder kravspecifikationerne, ligger p3 85 kr. pr. plade svarende til
3,45 kr. pr. prove. En faerdig plade vejer typisk 90 gram og bestar af polypropylen, som koster
mindre end 1 kr. Den hgje pris pa standardplader skyldes, at pladerne bruges pa hospitaler og i
medicinalindustrien, hvor pris pr. analyse ikke er kritisk.

Det foreslds derfor, at slagterierne far produceret en stgbeform i rustfrit stal, som de lader en
plastproducent bruge til produktion af DWP, der opfylder kravene. En stgbeform koster mellem
180.000 og 300.000 kr. at fremstille.
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Forbedringsmuligheder
Der er gode muligheder for at nedbringe omkostningerne pr. analyse fra de estimerede 5,57 kr. til
et noget lavere niveau.

P& LazWell™-pladerne er der store penge at spare. En plade indkgbt af DMRI koster 41 USD pr.
stk. Meget forelgbige resultater i laboratoriet har vist, at pladerne, i modseetning til leverandgrens
anbefalinger, kan genbruges. Hvis yderligere undersggelser viser, at pladerne kan genbruges bare
1 enkelt gang, vil prisen pr. analyse kunne sankes til 4,10 kr.

Om ngdvendigt kan der udvikles en vaske-/rensemetode for LazZWell™-pladerne. En mulighed
kunne vaere at komme brugte plader i et vakuumkammer. Vakuummet vil bevirke, at evt. rester
af androstenon og skatol hurtigt damper bort.

Ekstraktionen med saltvand og acetonitril af androstenon og skatol i fedtprgverne kan muligvis
forbedres ved at benytte andre solventer eller en kombination af solventer. Fordelen kunne veere,
at kvantificeringsgreensen (LOQ) seenkes, samtidigt med at reproducerbarheden forbedres.
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Bilag 1. Maleprincip ved afprgvning af PTR-TOF-MS

Ved afprgvningen af PTR-TOF-MS-udstyret blev der anvendt en opstilling som vist i figur a.

Heater

Figur a. Principskitse af testopstilling til afprgvning af PTR-TOF-MS.

Under afprgvningen blev signalhgjden for skatol- og androstenonmasserne malt i headspace, efter
prgven var opvarmet til 180°C.

I figur b er signalhgjden vist ved masser taet pa den protonerede skatol og den protonerede
androstenon. Her ses, at to ukendte isobarer ligger meget taet pd skatol og androstenon, bade
hvad angar masser og den tidslige oplgsning (cycles, som angiver, hvorndr stofferne afdamper fra
spaekprgven og registreres pa instrumentets detektor).
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Figur b. M3leresultater med PTR-TOF-MS. Bade for skatol og specielt for androstenon er der interfererende
isobarforbindelser.

I figur c er massefiltret tunet ind pd androstenon, og signalerne fra headspace over 4 spikede
blanke fedtprgver, som er opvarmet til 180°C, er malt.

I figuren padbegyndes samplingen ved tider svarende til cycle nummer 200, 800, 1400 og 2000.
Den bld kurve angiver responset for androstenon, og den rgde kurve angiver responset fra den
interfererende isobar. 1 cycle svarer til 1,5 sekunder. Konklusionen er, at man godt kan se forskel
pa de fire androstenonniveauer, hvis der midles over 100 cycles. Vi har kun 3 cycles til r&dighed,
og sa kan man ikke skelne 0,3 ppm fra 0,7 ppm.
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Figur c. M3leresultater med PTR-TOF-MS. Her ses den tidslige variation i signalhgjde for androstenon og
dens interfererende isobar. De fire toppe svarer til prgver med 0,2 ppm, 0,3 ppm, 0,7 ppm og 2,0 ppm
androstenon (spiket blank fedtprgve).
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Bilag 2. LDTD-MS/MS

I en LDTD udfgres to grundfunktioner:

1. En laseropvarmning af det udtgrrede prgveekstrakt, hvorved analytterne bringes pa luftform.

2. En luftstrgm fgrer analytterne forbi en metalndl med et kraftigt elektrisk felt omkring spidsen
(corona discharge needle). Det kraftige elektriske felt ioniserer vandmolekylerne i luften, som
sa overfgrer deres ladning til analytterne.

Ioniseringen i LDTD er en sakaldt Atmospheric Pressure Chemical Ionization (APCI). Denne
ioniseringsmetode er kendetegnet ved, at den ikke for@rsager fragmentering af analytterne, og at
den typisk kun overfgrer en enkelt ladning til hvert molekyle.

De ioniserede analytter fgres nu med luften ind i et MS/MS-system til detektion og kvantificering.
I figur 1 er vist en principskitse af LDTD-udstyret.

APCl ionization, corona
discharge needle >,

Lazwell microtiter MS inlet
plate with samples

Figur 1. Principskitse af LDTD laseropvarmning og APCI-ionisering.

Prgverne introduceres i LDTD-udstyret, ved at fa mikroliter prgveekstrakt placeres i brgnde pa en
specialtilpasset microtiter-plade kaldet en LazWell™-plade. Denne plade er speciel, ved at
bundmaterialet udggres af en varmeledende metalplade. Efter f& minutter er ekstraktet udtgrret,
og pladen kan seaettes i LDTD-enheden.

Pladen bevaeges foran laseren, som beskyder én brgnd i LazWell™-pladen ad gangen. P& den
modsatte side af laseren fgres de afdampede forbindelser via et tyndt rgr forbi udladningsndlen,
hvor ioniseringen finder sted.

Selve detektionen foregdr i et MS/MS-system, ofte benaevnt et tandem massespektrometer.
Fordelen ved dobbelt MS er, at de indkomne ioner fgrst sorteres efter forholdet mellem deres
masser og deres ladning. Dette fgrste trin, som foregdr i en elektrisk kvadrupol (Q1), er ikke
specifik for en bestemt analyt, idet der i en kompleks matrice som fedt er en overvejende
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sandsynlighed for, at der ved ioniseringen er flere forskellige ioner, som opnar samme masse-
ladningsforhold som dem, man er interesseret i at male.

For at undga at medregne uinteressante interfererende (isobarer) ioner ved bestemmelsen af
analytterne, fragmenteres ionerne efter fgrste kvadrupol (Q1). Fragmenteringen foretages
eksempelvis ved at lade ionerne stgde ind i en neutral svaerm af kvalstofmolekyler, hvorved de
gar i stykker til mindre ioner. Det heldige er, at forskellige ioner med samme masse-
ladningsforhold typisk vil fragmentere til datter-ioner med forskellige masse-ladningsforhold.
Disse fragmenter kan nu sendes igennem en efterfglgende kvadrupol (Q3), som kan indstilles til
kun at male pa et bestemt fragment.

Dette krydstjeksystem, der udggres af maling fgr og efter fragmentering, sikrer, at problemer
med interfererende forbindelser minimeres, og at metoden er yderst selektiv for den analyt, man
gnsker at male.
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Bilag 3. MS-indstillinger

Massespektrometerindstillinger for MRM-bestemmelsen af androstenon, skatol og indol.

Precursor ion Product ion (Da) | DP CE CXP

(Da, [M+H]")
Androstenone 273,1 215,1 80,00 | 25,00 | 13,00
5a-androstan-17B -3-one 80,00 | 25,00 | 13,00
Skatole 132,1 90,00 40,00 | 40,00 | 10,00
Skatole-d3 135,1 117,0 40,00 | 28,00 | 12,00
Indole 118,1 65,01 20,00 | 19,00 | 10,00
Indole 118,2 91,00 20,00 | 12,00 | 12,00

DP: Declustering Potential (volts), CE: Collision Energy (volts), CXP: Collision Exit Cell Potential (volts)
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Bilag 4. DWP og LazWell™-plade-formater

Ekstraktionsproces
24 well deep well plate (DWP). V og U-shaped bottom, height 50 - 55mm.
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LDTD LazWell™-plate, 96 well microtiter plate

Length 127,8 mm, Width 85,5 mm. Distance between wells (center-center)

14,5 mm, well depth 9,5 mm

: 9,1 mm. Plate height
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Bilag 5. Robotcentrifuge fra Hettich
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e Automated loading and unloading of the centrifuge
without interruption

e The centrifuge has a maximum speed of 6,200 rpm /

RCF of 6,446

e It has a maximum capacity of 4 x 250 ml tubes, 24
microtitre plates or four deep wall plates or
comparable vessels

e The centrifuge can be set to any temperature in the
range -20°C to +40°C

e Positioning accuracy < 0.6 mm

e 89 programmable memories

Andreas Hettich GmbH & Co.KG
Fohrenstr. 12

D - 78532 Tuttlingen

Germany
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Bilag 6. Er det lige meget, hvor stor spaekormen er?

Det undersgges, om Ligning 1 i afsnittet "Kalibreringskurver for androstenon og skatol” holder,
uanset speekprgvens masse.

C, -——-=-(;; Ligning 1.

Ajs mg a

Hvor Aa og Ais er det malte areal af fragmenttoppene pa8 MS/MS for henholdsvis analytten og dens
interne standard. Cis er den spikede koncentration af intern standard i den tilsatte acetonitril, a
haeldningen pa kalibreringskurven for forsgg, hvor spaekmassen er holdt konstant pa 0,350 g. Ca
er den sggte koncentration af analytten i den rene spaekprgve. Nar metoden benyttes pa et
slagteri, vil der ved prgveudtagningen vaere en vis spredning i massen pa de udtagne spaekprgver.
En prgvetagningspistol, som er indstillet til at udtage 0,45 g fedtvaev fra grise, vil typisk levere
prgver, som varierer mellem 0,3 g og 0,6 g.

Spgrgsmalet er, om denne variation i prgvemasse kan forventes at indvirke pa resultatet.

Beregning
Intern standard (eksempelvis for androstanon) tilszettes i fast maengde via acetonitrilfasen.
Analytten (eksempelvis androstenon) er naturligt forekommende i fedtprgven.

Forma&let med homogeniseringstrinet er at findele spaekket sd godt, at ligevaegt mellem
fedtpartikler og acetonitrilfasen indtraeder hurtigt. Frem til ligevaegt sker der en udveksling af
kemiske forbindelser mellem fedtpartikler og acetonitril. Noget af den tilsatte interne standard vil
forlade acetonitrilfasen og diffundere ind i fedtpartiklerne, og noget af analytten i fedtpartiklerne
vil bevaege sig ud i acetonitrilfasen.

Fra start ved tilsaetning af acetonitril og frem til ligeveegt mellem fedtfase og acetonitril er
forholdene:

Tidspunkt Tilsatte masser Androstenon Intern standard
ACN (g) Fedt (g) Konc. i fedt | Konc. i ACN | Konc. i fedt | Konc. i ACN
(ng/9) (ng/9) (ng/9) (ng/g)
Tid=0 Macn MFat C, 0 0 cY
Ligeveegt Macn MFat Xfar Xicn Cfae Ciicn
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Tidspunkt Androstenon Intern standard
Mangde i Mangde i Mangde i Mangde i
fedt (ng) ACN (ng) fedt (ng) ACN (ng)

Tid = 0 Mfqt - Cq 0 0 Macn - Cis

Ligevaegt Meae " Xfae | Myey - Xien Myqe  Car Mycn - Chen

I ovenstdende tabeller kender vi ikke forholdene ved ligevaegt; altsd hvor meget intern standard
der er vandret over i fedtfasen, og hvor meget androstenon som forbliver i fedtfasen.

Vi antager, at vi maler pd en kendt fedtmatrice, hvor vi kender androstenonkoncentrationen X,?at,

fgr ekstraktionen igangseettes.

Vi kender ogsa koncentrationen ¢S af intern standard i den acetonitril, vi tilsaetter.

Opgaven er nu at finde koncentrationerne af intern standard og androstenon i acetonitrilfasen
efter ligevaegt.

Til dette bruger vi to hovedprincipper i den fysiske kemi:

1. Massevirkningsloven anvendt p% en fordeling mellem faser, som er i ligevaegt:

L
XACN _
L
Xfat

for konstant temperatur. Konstanten K kaldes for fordelingskonstanten.

2. Loven om massebevarelse (summen af maengder efter ligevaegt skal vaere lig med maengden

=Kq 0og

L
Cfat

for ligeveegt):

og

Lgses disse ligningssystemer for koncentrationerne af intern standard og androstenon i

Mg, 'XfLat + Mycn " Xien = Mpar* Cq

Mgy - Cjéat + Mgqr  Chiey = Mycy - Ch

L
C . . .
ACN = K,., som siger, at forholdet mellem koncentrationer i de to faser er konstant

acetonitrilfasen efter ligevaegt, f@s udtryk for koncentrationer af intern standard og androstenon i

acetonitrilfasen, efter ligeveegt er indtradt:

Intern standard: Cky = -

KqCa
Macn
a Mfat

Regneeksempel 1

Vi regner forst pd en situation, hvor fordelingskonstanterne mellem de to faser er forskellige.

Szt Kis = 0,4 og Ka = 0,5 (altsd at fordelingskonstanterne mellem fedt og acetonitrilfaserne er

og androstenon: X =

. .~0 Macn
Kis'Crs M qr

173
1+K s M‘;fl’;’

forskellige for henholdsvis den valgte interne standard for androstenon og selve androstanonen).

54



Sat startkoncentrationen af androstenon i fedtprgven til 1,000 ng/g og startkoncentrationen af

intern standard i acetonitril til 2,000 ng/g.

Szt endvidere massen af tilsat acetonitril til 2 g (2,5 ml).

Vi lader nu fedtprgvens masse variere mellem 0,3 g og 0,62 g, og i figur 1a ser vi konsekvensen:

Zndring i koncentrationer i extraktet

ntern standard

androstenon

Koncentration | ACN fasen (ng/g)
=3
=

03 0.4 05
spzek masse i gram

Figur 1a. Koncentrationer i ekstraktet ved

ligevaegt

0.6

Forhold mellem konc af analyt og intern standard
divideret med spak masse
0.28

0.275

11/g)
(=]
4

0.265

0.26

0.3 0.35 0.4 0.45 0.5 0.55 0.6

speek masse i gram

Figur 1b. C; beregnet ud fra Ligning 1

Af figur 1a ses, at koncentrationen af androstenon i acetonitrilfasen stiger med spaakmassen, og
at koncentrationen af intern standard falder med ormemassen.

I figur 1b er Ligning 1 fra afsnittet om kalibreringskurver anvendt ved at tage forholdet mellem de
to kurver i figur 1a og dividere dette med spaekprgvens masse. Vi ser, at dette ikke giver et
koncentrationsforhold, som er helt konstant og uafhangigt af spaekprgvens masse.
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Regneeksempel 2
Nu regnes pé en situation, hvor fordelingskonstanterne er ens for androstenon og intern standard.

Kis = 0,4 og Ka = 0,4. Alle andre parametre er uforandrede i forhold til regneeksempel 1.

Zndring i koncentrationer i extraktet Forhold mellem konc af analyt og intern standard
1600 divideret med spak masse
] 0.26
£ 1400 0.258
€ 1200 0.256
i 0.254
< 1000 0252
g 80D ntern standard B 695
= androstenon 0248
£ 600 e 0.246
T am 0244
£ 0.242
S 200 024
5 0.3 0.35 0.4 0.45 05 0.55 0.6
= DGS 0.4 05 0E spzek masse i gram
spzek masse i gram
Figur 2a. Koncentrationer i ekstraktet ved Figur 2b. C, beregnet ud fra Ligning 1
ligevaegt

Det ses i figur 2a, at koncentrationen af intern standard falder, mens koncentrationen af
androstenon stiger i acetonitrilfasen for stigende spaekmasse. I figur 2b ses, at forholdet mellem
androstenonkoncentrationen og intern standard-koncentrationen divideret med spaekmassen er
konstant, og at Ligning 1 dermed er gyldig for alle ormemasser.

Konklusioner

Ligning 1 i afsnittet om kalibreringskurver, hvor der blot divideres med spaekprgvens masse,
holder kun, hvis fordelingsforholdene mellem fast fase og solvent for analytten og dens interne
standard er ens. Hvis dette ikke er tilfeeldet, skal spaekprgvens masse altid vaere den samme.

Det kan umiddelbart antages, at deutereret skatol og selve skatolen fordeler sig ens mellem
fedtfase og acetonitril, da de kemisk opfgrer sig helt ens.

Som intern standard for androstenon er valgt forbindelsen 5a-androstan-17p -3-one, som
ligner androstenon s& meget, at fordelingsforholdet mellem fedtfase og acetonitrilfase for de to
forbindelser kan saettes lig med hinanden. Altsd gaelder Ligning 1, hvilket ogsd er eftervist
eksperimentelt og beskrevet i valideringsafsnittet.

Man skal vaere opmaerksom pa, at det malte areal af den interne standard falder betragteligt med
stigende provestgrrelse. Dette bevirker, at signal-stgj-forholdet p8 bestemmelsen af arealet af
den interne standard forringes.

Modsat virker, at en stgrre spaekprgve er mere repraesentativ for slagtekroppen end en lille prgve,
sa malingen bliver overordnet set ikke mindre palidelig af stgrre spaekprove.
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