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Projektets baggrund

Den danske svinekadsbranche har indgaet en frivillig aftale om stop for kastration af hangrise uden
bedavelse efter 2018. For at imgdekomme denne aftale kan hangrisene enten produceres som intakte
hangrise, lokalbedgves ved kastration eller immunokastreres. En forudsaetning for produktion af uka-
strerede hangrise er en detektionsmetode til frasortering af hangriseslagtekroppe med ornelugt. Der
er i perioden 2014-2017, med finansiering fra SAF og GUDP, udviklet en laboratoriemetode til maling
af ornelugtstofferne, androstenon og skatol. Metoden opfylder de krav til hastighed, analysepris og ro-
busthed, som slagterierne har opstillet til en online malemetode. | naerveerende projekt optimeres me-
toden yderligere og automatiseres mhp. efterfglgende implementering pa slagterier. Fokus er at redu-
cere prisen, gge analysehastigheden og automatisere selve laboratorieanalysen i overensstemmelse
med tidligere udarbejdede forskrifter. Projektet danner grundlag for et effektivt og fuldautomatisk
hangrisemalesystem, og aftagere af dansk grisekad kan hermed opné fuld dokumentation for, at han-
grise bliver objektivt malt for fraveer af ornelugt.

Projektet er afviklet i perioden 1. januar 2018 til 31. december 2019 og falger DMRI's innovationsmo-
del som vist i Figur 1. Projektet befinder sig i F-modelfasen og gar fgrst i Protofasen, nar systemet er
implementeret pa et dansk slagteri.
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Figur 1. DMRI's innovationsmodel.
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Leverancerne for projektet er:

1) Et funktionsdygtigt analyseudstyr til samtidig maling af skatol og androstenon er opstillet i egnet
laboratorium.

2) Den kemiske ekstraktion af skatol og androstenon er optimeret, s& analyse- og svartider samt om-
kostninger pr. analyse er reduceret.

3) En mere miljgvenlig ekstraktionsproces er udviklet.

4) Enrensemetode til de brugte LazWel™-plader er udviklet, sa disse kan genbruges mindst én gang,
og kostprisen pr. analyse hermed reduceres med mindst ca. 20%.

5) Design af og materialevalg for brugsartikler af plastik er optimeret, sa omkostninger til anskaffelse
og efterfglgende bortskaffelse reduceres.

6) En kemisk forbindelse til stabilisering af skatol pa LazWel™-pladen er identificeret.

7) En artikel og et konferencebidrag er udarbejdet vedrgrende anvendelsen af den udviklede analy-
semetode i et industrielt miljg.

8) Muligheder for optimering af analysemetoden er dokumenteret i en teknisk rapport.

9) Konceptbeskrivelse for malesystemet er udarbejdet.

Projektet er tilknyttet portefgljestyregruppen for Sikkerhed & Kvalitet, der ved projektets afslutning
havde folgende medlemmer: Sgren Tinggaard, Danish Crown, Nicolaj Ngrgaard, Danish Crown, Mi-
chael Larsen, Tulip Food Company, Gitte Pedersen, Tican Fresh Meat og Lars Hinrichsen, DMRI.

Projektet blev ledet af Susanne Staier, og projektgruppen har primaert bestaet af Ole Andersen, Tina
Frogne, Rune Birkler, Claus Borggaard, Kirsten Jensen og Birgitte Lund.

Projektet har veeret finansieret af SAF med et samlet budget pa 3.500.000 kr.

Aktiviteter

Den udviklede laboratoriemetode til maling af skatol og androstenon er indkart pa DMRI, men den er
optimeret yderligere og automatiseret mhp. efterfglgende implementering pa slagterier. Homogenise-
ringstrinnet i laboratoriemetoden er optimeret for at kunne imadekomme de krav, der er opstaet i for-
bindelse med automatisering og valg af udstyrsleverandarer. Effektiviteten af homogeniseringen er
afgarende for det endelige analyseresultat. Endvidere var der behov for at optimere analysemetoden
mhp. at reducere analyseprisen og gge analysehastigheden yderligere. Endelig er selve laboratorie-
analysen automatiseret i overensstemmelse med forskrifterne udarbejdet i det tidligere projekt. Analy-
seudstyret er i videst muligt omfang baseret pa standardkomponenter, og malet er, at udstyret i daglig
drift - bortset fra en morgenkontrol, inden dagens slagtninger - skal kunne fungere fuldautomatisk.

Aktiviteterne omfattede falgende:

1) Hel eller delvis automatisering af selve laboratorieanalysen.

2) Laboratorieforsgg mhp. test af forskellige udformninger af reagensglas til homogeniseringstrinnet i
den automatiserede analysemetode.

3) Recirkulering af LazWell™-plader. De mikrotiterplader, som benyttes i laboratoriets maleenhed, har
plads til 96 praver ad gangen. Af hensyn til hastighed og malengjagtighed kan plader kun fyldes
med 32-48 praver. For at holde prisen pr. analyse pa et minimum skal opbrugte plader frasorte-
res, og ikke opbrugte plader skal recirkuleres, sa alle brende udnyttes.

4) Indkering af det komplette analysesystem. Dokumentation af analysesystemets evne til korrekt
maling af skatol- og androstenonindholdet i spaekpraver.
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5) Udvikling af et morgenkontrolprogram, som skal teste udstyrets funktioner og evne til at male kor-
rekt, inden de farste hangrise optraeder pa slagtelinjen. Herudover udarbejdes procedure for kar-
sel med spaekstandarder med kendte koncentrationer af androstenon og skatol.

6) Videreudvikling og optimering af den kemiske analysemetode, sd analysepris og miljgbelastning
minimeres yderligere. Procestider begraenses for yderligere at afkorte tiden fra prgveudtag, til re-
sultat foreligger.

e Optimering af procestider og den kemiske ekstraktion af skatol og androstenon med henblik
pa at mindske analyse- og svartider samt omkostninger pr. analyse.

e LazWell™-plader udger den vaesentligste udgift ved analysens drift. Det undersgges, om der
kan udvikles en simpel renseproces, sa pladerne kan genbruges. Det undersgges, om der fin-
des kemiske forbindelser, som kan tilsaettes praven med det formal at stabilisere skatolen pa
LazWell™-pladen, sa skatolen ikke gradvist fordamper.

7) Konceptbeskrivelse for det opdaterede malesystem.

Parallelt med neervaerende udviklingsprojekt har Danish Crown pabegyndt implementeringen af den
udviklede analysemetode i Ringsted. En del af projektets aktiviteter er derfor udfgrt i samarbejde med
Danish Crown, mens andre er foretaget i DMRI's laboratorium. Dvs. at metoden er gaet fra at vaere en
laboratoriemetode implementeret i DMRI's laboratorium til at vaere et fuldautomatiseret set-up omfat-
tende prgveudtagning, pravetransport, praveforberedelse og analyse, hvilket har medfert nye udfor-
dringer og a&ndringer. Naervaerende projekt har — udover at optimere metoden - medvirket til at lgse
nogle af disse udfordringer.

Sammenfatning

e FEt funktionsdygtigt analyseudstyr til samtidig maling af skatol og androstenon er opstillet og ind-
kart pa DMRI's laboratorium. Det har endnu ikke veeret muligt for et veertsslagteri at opstille et ana-
lyseudstyr, men grundlaget for at kunne gere det foreligger.

e Den kemiske ekstraktion af skatol og androstenon er optimeret, s& analyse- og svartider samt om-
kostninger pr. analyse er reduceret.

e En mere miljgvenlig ekstraktionsproces er udviklet.

e Stabilitet af ekstrakter: Efter homogenisering og centrifugering er ekstrakterne stabile i op til 26
timer ved stuetemperatur.

e For at optimere homogeniseringsprocessen er der udarbejdet forslag til nyt design af 24-brgnds-
plade til homogenisering af spaekorme.

e Design af DeepWell-plader: For at undga emulgering og for at optimere homogeniseringstiden er
forskellige typer fedtbiopsier og DeepWell-plader testet. Udformning af biopsier og DeepWell-pla-
der er fastlagt, og der er opnaet en optimering af analyseprisen mht. reagenser.

e | udviklingsforlgbet er laboratoriemetoden optimeret, sa derivatisering af skatol er overfladig. Her-
med er den samlede analysetid reduceret.

e Torring af LazWell™-plader: Der er udarbejdet en standardiseret metode for tgrring af LZ-plader
efter pdsaetning af ekstrakter.

e Recirkulering af LazWell™-plader: For at overholde den fastlagte tarretid af LZ-pladerne er der ar-
bejdet med to scenarier, hvor pladerne enten fyldes med 24 eller med 48 prgver ad gangen. Ved
opstilling af maleudstyr besluttes, hvilket scenarie der implementeres.

e Mangden af interne standarder er reduceret, hvilket bidrager til at seenke analyseomkostningerne
og begranse mangden af kemikalieaffald.

e Kontrol af malesystemet: Der er arbejdet pa at udvikle en ny matricestandard, der ikke indeholder
et naturligt indhold af skatol og androstenon. Matricestandarden anvendes som kontrol af malesy-
stemet.

e Forslag til morgenkontrolsystem er udarbejdet.
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e Laboratoriemetode for maling af androstenon og skatol er akkrediteret.

e Optimeringsarbejdet er dokumenteret.

e Den udviklede og validerede analysemetode er praesenteret ved konferencer og seminarer: ESAC
2018 (Executive Seminar in Analytical Chemistry), Eurolab Danmark 2018, EAAP 2018 (69" Annual
Meeting of the European Federation of Animal Science).

e Oplaegtil publicering af metoden er udarbejdet.

Resume af laboratoriemetode
Den udviklede laboratoriemetode til kvantificering af androstenon og skatol bestdar kort fortalt af en
ekstraktion af stofferne fra en biopsipreve udtaget af grisens nakkespaek.
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Figur 2. Lugtkomponenter i nakkespaek.

Ekstraktionen er en homogenisering af fedtprgven tilsat acetonitril indeholdende interne standarder,
og en basisk oplgsning (Figur 3). Homogeniseringen foregdr i brendplader og med en speciel kniv, der
forarsager en meget fin blendning af fedtpraverne. Hvis preverne ikke homogeniseres under de rette
betingelser, kan der ske en emulgering, og ekstraktionen af komponenterne bliver utilstraekkelig. Efter
ekstraktionen centrifugeres preverne i brgndpladen, og en lille maengde supernatant overfgres til en
LazWell™-plade. Prgverne i LazWel™-pladen tarres i ca. fem minutter, hvor solventet afdampes, og
pladen loades i malesystemet og analyseres pa LDTD-MS/MS (laser diode thermal desorption tandem
mass spectroscopy) (Figur 4).

24 Nakkespaekprgver (0,4 - 0,6 g)

[

| i . e i

2,20 mL acetonitrile + 2,20 mL brine, 0,08 M NaOH
interne standard

Homogeniser prgver
Ekstraktion af skatole og
androstenone

Figur 3. Laboratoriemetode del 1.

Side 4 TEKNOLOGISK INSTITUT



L

TN
& ~
ot

=

—) =)

it Torre/afdampe solvent Analyse pd LDTD-MS/MS

I

Figur 4. Laboratoriemetode del 2.

Resultater

Implementering af laboratoriemetode

Der er i DMRI's laboratorium opstillet udstyr, der kan analysere for androstenon og skatol. Sidelg-
bende med projektet er der i Hangriselaboratoriet, Danish Crown, Ringsted opsat et automatiserbart
analyseudstyr. Grundet kompleksiteten af automatiseringen og deraf omfattede forsinkelser har det
endnu ikke veeret muligt at teste den udviklede metode pa slagteriets udstyr. | skrivende stund er ar-
bejdet med opferelsen af det automatiserede udstyr i sine afsluttende faser.

Optimering af homogeniseringen

For at fa en effektiv ekstraktion er der flere krav til homogeniseringen:

e Homogeniseringen skal foregd i 24 brends DeepWell-plader

e Fedtpraven ma ikke kunne undslippe homogenisatorkniven

e Fedtpraven skal hurtigt indfanges af homogenisatorkniven

e (gningen af vaeskestanden skal begranses under homogeniseringen for at reducere mangden af
sma fedtpartikler, der ikke er fuldt homogeniseret, og for at vaeskestanden ikke overstiger hgjden
af brenden

e Hgjden af brgndpladerne ma maksimalt vaere 5,5 cm, grundet centrifugens specifikationer.

| udviklingsarbejdet er der i DMRI's laboratorium anvendt plastikreagensglas under homogeniseringen,
men disse er for hgje i forhold til den valgte pipetteringsrobot. Det har ikke vaeret muligt at finde en
kommerciel udbyder af 24 brgnds DeepWell-plader med en hgjde pa 5,5 cm. Derfor har der - sam-
menholdt med ovenstdende krav - vaeret et behov for at udvikle et nyt brendpladeformat. Inspireret af
designet af kommercielle brgndplader og homogeniseringsglas/kuvetter, er fglgende testet i laborato-
riet:

1) Forskellige udformninger af kuvettedesign, ved hjzelp af 3D-printede prototyper (Figur 5)
2) To forskellige homogenisatorstave fra Kinematica er afpregvet (Figur 6)

De forskellige afprevede udformninger af indsats i brendplade har vist, at bade konsistens og ekstrak-

tionsudbytte kan pavirkes i vaesentlig grad sammenlignet med det oprindelige reagensglas, der benyt-
tes i laboratoriemetoden.
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Efter homogenisering er homogenat overfart til reagensglas for at kunne centrifugere prgven.
Konsistensen svinger fra en meget tyk (naermest mayonnaise) til inhomogen prave, hvor der er klar
solvent adskilt fra det homogeniserede spak.

Ved det klgverformede design indfanges spaekormen uden risiko for, at den undslipper homogenisa-
torstaven. Vaeskestanden stiger til lige under kanten. Ved det klgverformede design har homogenatet
samme konsistens og ekstraktionsudbytte som ved laboratoriemetoden.

Undervejs blev det observeret, at konsistensen af homogenatet varierer mellem de forskellige udform-
ninger af kuvetter. Faktisk s3 meget, at ekstraktionseffektiviteten kan reduceres til 1/3 af laboratorie-
metoden. Den klgverformede kuvette med flad bund er den bedste af de afprgvede prototyper, sam-
men med den runde (alm. centrifugeglas/reagensglas).

Der er fremsat to lgsningsforslag:

1) Kinematica homogenisatorstav, model (PT-DA 1612/2EC)
2) Modificeret design af brgnde til brendplade

.

Figur 5. Der er arbejdet med forskellige bronddesign til 24 brgnds DeepWell-plader. Disse er fremstillet vha. 3D-
printning. Kuvetten leengst til hgjre svarer til formatet pa de reagensglas, der anvendes i laboratoriet.

Figur 6. To homogeniseringsknive er anvendt under optimeringen af homogeniseringen. Kniven til venstre har vist
sig at vaere mest effektiv.
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For at bekreefte ovenstadende er der testet 3D-printede versioner af det klgverformede format. Disse
har under laboratorietest vist sig ikke at veere teette under centrifugering, men det har dog vaeret mu-
ligt at lave en visuel vurdering af brgndformatet. | mange tilfaelde blev der under homogeniseringen
dannet en emulsion, som erfaringsmaessigt har vist sig at give et darligt ekstraktionsudbytte. Yderligere
har det vist sig, at de klgverformede DeepWell-plader er komplicerede og dyre at producere. | tilleg er
der pga. valget af rgrtransportsystem blevet opsat krav til yderligere at reducere hgjden af brandpla-
derne. Derfor blev det besluttet, at en cylinderform, der svarer til reagensglassene, der blev anvendt
pa DMRI's laboratorie under udviklingen af analysen, men med en reduceret hgjde, skal anvendes i det
automatiserede system. Derved er der sikkerhed for, at homogeniseringen ikke er pavirket af typen af
brendplade. Desuden er denne type brgndplade relativ enkel og billig at producere.

Videreudvikling og optimering af den kemiske analysemetode

Under udviklingen af laboratoriemetoden sds en fedthinde, der & ovenpa supernatanten efter centri-
fugeringen. Denne hinde blev overfgrt via pipettespidser til LazWel™-pladen og generede derefter
malingen pa LDTD-MS/MS-udstyret ved kraftig ion-suppression af MS-signalet.

Udover en praksis, hvor supernatanten overfgres til en ekstra 96-brgndsplade inden afsaetning pa Laz-
Well™-pladen, er der arbejdet med flere forskellige lgsninger pa problemet med fedthinden.

Potentielle lgsningsmuligheder:

1) Mekanisk fiernelse af evt. fedthinde pa pipettespidser.
2) Tilseette detergent (4 forskellige typer) bade for og efter homogenisering.
3) Tilseette hexan, som vil oplgse fedtet.
4) Fjerne fedthinden med svagt flow af N».
)

Ul

Kraftigere centrifugering efter homogenisering af spaekormen.

| praksis vil fedthindeproblemet kunne Igses ved at:

6) overfgre 600 plL af den organiske fase til separat 96-brendsplade.
7) fjerne evt. aflejring af fedthinde pa pipettespids mekanisk.

8) blaese med N, for at skubbe fedtlaget til siden.

Eksempel 6 illustreres i Figur 7:
1) Overfarsel af 600 plL af den organiske fase til separat 96-brandsplade.
2) Mekanisk fiernelse af evt. aflejring af fedthinde pa pipettespids.

v B -

Torre/afdampe solvent

Figur 7. Alternativt lgsningsforslag til at fjerne fedthinde
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De foresldede Igsningsmuligheder er alle blevet afprgvet uden starre succes. Imidlertid er det obser-
veret, at nar der arbejdes med friske spaekpraver, sa er fedthinden visuelt mindre, end nar der - som
pa DMRI-laboratoriet - arbejdes med opteede, frosne spaekorme. Problemet ser ud til at veere lgst ved
at anvende tynde, tefloncoatede pipettespidser pa vaeskerobotten. Indledende forsgg pa det nyopstil-
lede udstyr med anvendelse af disse pipettespidser ser saledes fornuftige ud. Dog skal det forventes,
at der vil vaere et stort antal praver, der kommer fra andre slagterier: Disse praver vil sandsynligvis
forst blive analyseret dagen efter. Dette giver fedtet tid til at seette sig, og der dannes en fedthinde un-
der proveforberedelsen. Udstyrsleverandgren af pipetteringsrobotten forventer dog ingen problemer
med overfarsel af fedthinden til LZ-pladerne.

Dokumentation af analysesystemets evne til korrekt méling

Et vigtigt element i metodedokumentationen er analysesystemets evne til korrekt maling. Der er til ud-
viklingen og optimeringen af laboratoriemetoden anvendt frosne spaekstykker, da det ikke har veeret
praktisk muligt at fa leveret friske spaekstykker eller spaekorme fra slagteriet pa daglig basis.

Spargsmalet har vaeret, hvorvidt det har indflydelse pa analyseresultatet, om spaekormene har veeret
nedfrosset inden analyse.

Forsgg er sat op, hvor der er hentet friske og tilsvarende frosne spaekprover fra slagteriet i Ringsted
for at analysere dem med laboratoriemetoden og sammenligne maleresultaterne med den nuvee-
rende analysemetode (skatoleekvivalenter). Der er udtaget 4 spaekprover fra hver gris. Fra samme gris
er der analyseret 2 spaekprgver samme dag, og 2 spaekprgver er indfrosset til analyse 2 dage senere.
P& grund af et meget lille antal hangrise den pagaeldende morgen var det ikke muligt at udtage spaek-
prover fra mere end 9 hangrise til analyse.

En oversigt over analyseresultaterne er samlet i Tabel 1.

Der er foretaget en tosidet (parret data) t-test for at evaluere, om der er signifikant forskel mellem ma-
leresultaterne pa de 2 dage.

Androstenon: t Stat 1,176; t Critical 2,262 (P 0,27)
Skatol: t Stat -0,094; t Critical 2,262 (P 0,93)

Der er sdledes ikke statistisk signifikant forskel for skatol og androstenon ved forskellig opbevaring.

Det nuvaerende hangriseudstyr hos Danish Crown i Ringsted maler skatoleekvivalenter, dvs. summen
af hovedsageligt skatol og indol. Den gennemsnitlige forskel mellem skatolkoncentrationer malt med
den udviklede laboratoriemetode pa DMRI og skatolaekvivalenter malt med hangriseudstyret i Ringsted
er 0,03 pg/g, se Tabel 1. Da hangriseudstyret maler summen af indollignende stoffer (dvs. bl.a. skatol
og indol), vil der i visse tilfaelde opleves en starre forskel pa skatoleekvivalenterne og skatolkoncentrati-
onen fundet ved MS-metoden, da grisens indhold af indol ikke indgar i analysen.
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Tabel 1. Analyseresultater for skatol og androstenon for friske og frosne spaekpraver (6 dage ved -20°C) samt nu-
veerende hangriseudstyret pa Danish Crown, Ringsted.

Androstenon Skatol
Dag 0 Dag 6 (-20°C) Dag 0 Dag 6 (-20°C) Skatolanleg
C(ug/g) C(pg/g) C(ug/g) C (pg/g) C(pg/g)

Gris 1 0,97 0,95 0,09 0,09 Lugt*
Gris 2 0,51 0,54 0,06 0,06 0,06
Gris 3 2,45 2,49 0,06 0,06 0,08
Gris 4 519 532 0,21 0,22 0,28
Gris 5 2,18 2,51 0,16 0,18 0,21

Gris 6 0,76 0,74 0,16 0,14 0,19
Gris 7 0,38 0,41 0,13 012 0,15
Gris 8 0,00 0,00 0,06 0,06 0,08
Gris 9 0,91 0,85 0,06 0,05 0,07

C = koncentration opgivet i Hg/g.
*Lugt betyder manuel (human nose) detektion af hangriselugt for denne prove.

Udvikling af matricespaekstandard

Under udviklingen af laboratoriemetoden er der anvendt en homogeniseret matricestandard som
husstandard. Pa grund af variationen i koncentrationerne af skatol og androstenon i hele spaekstykker
kan disse ikke benyttes som husstandard. Derfor skal der udvikles en matricespaekstandard, der har
lang holdbarhed og ikke giver en stor koncentrationsvariation. Analyse (dobbeltbestemmelse) af matri-
cestandarden plottes i kontrolkortet og anvendes til at falge, om metoden er i kontrol og til at god-
kende analyseserier af spaekpraver.

Matricestandarden fremstilles ved at udtage et meget stort stykke nakkespaek. Dette stykke blendes,
splittes op og fordeles i daglige/ugentlige portioner og nedfryses ved -40°C. Den ibrugtagne portion
kan opbevares ved -20°C i maks. 2 maneder. Niveauer bestemmes for hver produktion af ny batch
matricestandard.

Proveudtagning pd slagteri

P& slagteriet er der i 2019 blevet gjort klart til opsaetning af et automatisk biopsiveerktej. Biopsivaerkta-
jet placerer fedtprgverne i 24 brgnds DeepWell-plader, som transporteres i en lille cylinderformet kap-
sel gennem et rgrsystem videre til analyselaboratoriet. Biopsivaerktgjet arbejder med en anden ud-
formning af spaekpregverne end ved det tidligere udstyr, og der fas nu en prave, der har form som en
lille cylinder. Der har vaeret lgbende sparring med udstyrsleverandaren, og der er udarbejdet en ny
homogeniseringsprotokol tilpasset den nye udformning af spaekpraverne/biopsierne.

Ved gennemgang af transportsystemet har det vist sig, at der er behov for en yderlige reduktion af hgj-
den pa DeepWell-pladerne. Disse kan sdledes kun vaere 53 mm hgje.

Automatiseret homogenisering

Automatisering af analysen kraever et homogeniseringsveerktgj, der kan homogenisere seks prever ad
gangen. Dette er ngdvendigt, for at homogeniseringen kan holdes under den pakrzevede tid pa 220
sekunder. Et sddant homogeniseringsvaerktaj har ikke kunnet findes som hyldevare, og en ekstern fa-
brikant har derfor udviklet et vaerktej. Der har veeret lgbende sparring med udstyrsleverandgren og
opfalgning pa, om udstyret fungerer som kraevet. Analyseudstyret er blevet opsat pa slagteriet og ind-
ledningsvist blevet indkart efter protokollen, der anvender den nye type spaekpraver. Endelig finjuste-
ring af homogeniseringen foretages i 2020. | den forbindelse vil der ogsa blive fulgt op pa, om rensnin-
gen af udstyret er tilstraekkelig til at undga carry-over mellem praver. Ved udgangen af 2019 var udsty-
ret ikke leveret med en faerdigudviklet vaskeprotokol fra leverandaren.
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Optimering af tarretid af LZ-plader og laser-desorptionen af androstenon og skatol

For at kunne fa sa mange praver som muligt analyseret pr. time er det forsggt at reducere desorpti-
onstiden af androstenon og skatol pd LDTD’en. LDTD'en pad DMRI er en @ldre version end den model,
der er anbefalet til det automatiserede analysesystem, og pa denne har det ikke vaeret muligt at redu-
cere desorptionstiden uden vaesentligt kvalitetstab, dvs. tab af respons og fordobling af %RSD. Der er i
den sammenhzang hentet resultater fra Phytronix laboratorium, hvor der er opnaet en samlet tid i Lu-
xon pa knapt 9 sekunder pr. prave, inklusiv loadning, bevaegelse af LZ-pladen mellem brende og
desorption. Herved er Luxon-instrumentet sa hurtigt, at det er muligt at pasaette og tarre 48 praver ad
gangen pa LZ-pladen og stadig fa et palideligt analyseresultat. Dette giver totalt knap 420 analyser i
timen. Hvis det i praksis viser sig, at Hangriselaboratoriets Luxon er langsommere end den, der star i
Phytronix laboratorium, kan der vaere behov for at reducere prgvepasatningen helt ned til 24 prgver
pr. LZ-plade. Herved kan der analyseres 390 prgver i timen. Der er, som tidligere nzaevnt, behov for at
tage LZ-pladens tgrretid i betragtning, da skatol er flygtig under ambiente betingelser. | nedenstaende
figur ses, hvordan MS-responset falder ved laengere tarretid (inklusive tarring af plade i stinkskab og i
laseren). Til trods for responsfaldet er der kun en stigning fra 4% RSD op til 8% RSD af den malte kon-
centration (Figur 8).

Skatole: tgrretid-lasertid
9000000
8000000
7000000
6000000
5000000
4000000
3000000

2000000

1000000

0
0 50 100 150 200 250 300 350 400

Figur 8. MS-respons af skatol pasat pa fem forskellige LZ-plader i forhold til den samlede terretid i stinkskab og i
LDTD.

For at teste om tgrretiden af LZ-pladerne kunne nedszettes, og om tarringen er athaengig af omgivel-
serne i laboratoriet, er to forsgg gennemfert for at undersgge, om temperaturen og lufthastigheden
pavirker tarringen. | det farste forsgg er LZ-pladerne efter prevepdsaetning (3 ulL ekstrakt) placeret pa
en varmeplade ved to forskellige temperaturer (24,7 og 29°C) og med en lufthastighed pa 0,35 m/s, og
i det andet forsgg er der benyttet to forskellige temperaturer (20,4 og 24,7°C) og en lufthastighed pa
0,5 m/s, samtidig er terretiden (stinkskab og LDTD) samlet holdt konstant. Prgverne er pasat to gange
med 30 sekunders pause. Forsggsresultaterne viser, at uanset om der er forskellige temperaturer og
lufthastigheder i omgivelserne, maler udstyret den samme koncentration af bade androstenon og ska-
tol. Der er sdledes ikke behov for at iveerksaette foranstaltninger i laboratoriet for sikre konstant tem-
peratur og lufthastighed, hvis ovennaevnte parametre holdes. Desuden viser resultaterne, at det er
muligt at indregne den tid, det tager LDTD'en af loade og processere pragverne i den samlede tarretid,
dog kan pladen farst komme pa hgjkant efter 60-90 sek.
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Torretid (s) Androstenon Skatol
Konc. Konc.
Temp. Flow Tid i Samlet | (mg/kg (mg/kg
Sample Name °Q) (m/s) 1. koll 2. koll |LDTD (s) (s) fedt) %RSD | fedt) %RSD
20c 0,50 m/s 204 0,50 240 94 402 1,31 2 0,25 5
2. koll 30's pause 168 177 413 137 2 0,27 4
25c 0,35 m/s 24,7 0,35 240 91 381 137 2 0,26 8
2. koll 30's pause 158 174 382 1,41 3 0,26 5
25c 0,50 m/s 24,7 0,50 240 107 384 134 3 0,26 4
2. koll 30's pause 165 184 392 1,40 2 0,27 4
29c 0,35 m/s 29,0 0,35 210 96 351 137 3 0,25 6
2. koll 30's pause 140 179 364 1,43 2 0,27 5

Ekstrakters stabilitet under henstand i PP-rar

Under drift ma det antages, at driftstop kan forekomme. Derfor er det vigtigt at kende ekstrakternes
holdbarhed. Disse er testet ved forskellige henstandstider for bade androstenon og skatol i polypropy-
len-ekstraktionsrgr med og uden lag. Der ses intet tab af androstenon og skatol ved henstand i 5,5
time fgr og efter centrifugering. DeepWell-pladen uden Iag har et afdampningstab af acetonitril pa 8%
efter 1 time (Figur 9), hvilket er acceptabelt, da det ikke vil have betydning for koncentrationen af ska-
tol, da der korrigeres med en intern standard. Grundet den lange holdbarhed af ekstrakterne er det
aftalt med portefaljestyregruppen ikke at se pa udviklingen af en keeper for skatol, hvilket ellers indgar i
projektbeskrivelsen.
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Stabilitet i PP-reagensrar Matrix kontrol

Androstenon Skatol

mg/kg % mg/kg %RSD | % mg/kg
Type Henstand (t) # | fedt %RSD* fedt af t0 mg/kg * fedt af t0
Normalt 0 3,93 13 100 0,17 4.4 98
Normalt 0 3,95 2,4 100 0,17 33 102
Ej centrifugeret8 2 3,99 3,0 101 0,18 6,1 105
Ej centrifugeret8 55 4,07 1,9 103 0,17 4,7 100
Efter centrifugering 2 3,94 1,7 100 0,17 54 103
Efter centrifugering 55 413 2,3 105 0,17 3,6 103

Standard
Androstenon Skatol

mg/kg % mg/kg %RSD | % mg/kg
Type Henstand () # | fedt %RSD* fedt af t0 mg/kg * fedt af t0
Normalt 0 3,18 33 101 0,38 3,6 99
Normalt 0 3,14 3,8 99 0,38 51 101
Ej centrifugeret 2 3,25 2,6 103 0,37 55 96
Ej centrifugeret 55 3,14 43 99 0,38 5,0 99
Ej centrifugeret 26 3,24 2,2 102 0,37 6,0 97
Efter centrifugering 2 3,15 3,3 100 0,36 6,5 95
Efter centrifugering 55 3,14 2,5 99 0,36 55 95
Efter centrifugering 26 3,16 2,2 100 0,39 5,1 102
Ej centrifugeret Uden I6g 1 time| 3,29 2,8 104 0,38 4,5 99
Efter centrifugering |Uden IGg 1 time| 3,04 2,2 96 0,37 55 96
24 brgnds DeepWell (50 mm) med 48 mL acetonitril, placeret i stinkskab ved ca. 0,35 m/s

Henstand (h) # |% Afdampning tab

0,5 timer 0,5 4
1 timer 1 8
2 timer 2 16
PP reagensrar u lag 1 0,6

# placeret i stinkskab indtil videre analyser (ej markt) og overfarelse til 1 ml DeepWell

* 3 paseetninger af en dobbeltbestemmelse = 6 malinger

§ Efter centrifugering var fedtlaget dobbelt sa tykt som normalt. Ekstrakter overfart manuelt.
Figur 9. Stabilitet af ekstrakter i PP-rar.

Genbrug af LZ-plader

Videreudvikling af vaskeprocessen af LZ-plader er foretaget med henblik pa at kunne genbruge LZ-pla-
derne op til flere gange. Hvis LZ-plader genbruges én gang, reduceres analyseprisen med ca. 20%, og
ved to genbrug reduceres analyseprisen med ca. 30%. Der vil dog komme en udgift til etablering af
"vaskemaskine” og drift.
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Indledningsvist er der lavet forsgg, hvor hver brgnd er renset ved at beskyde brgnden en ekstra gang
med laseren ved 10 forskellige indstillinger af flow og laser-power. Som udgangspunkt kan pladerne
genbruges, hvis der findes de samme koncentrationer som i nye plader, og hvis den relative standard-
afvigelse ikke stiger mere end nogle fa procent. Forsgget viste, at det er muligt at genbruge pladerne,
men at der sas en starre %RSD end pa nye plader. Ved en middel breending af pladen er det muligt at
oprense pladen. For hgj eller ingen afbraending virker ikke, tilsvarende ses med forskellige flowrates.

Yderligere forseg har omfattet vask af brugte LZ-plader i laboratoriets opvaskemaskine med anven-
delse af et vaerktgj, der sikrer grundig vask af alle brgnde. Det er undersggt, om det er muligt at gen-
bruge LZ-plade op til fem gange. Dette er gjort ved, at der - efter pdsaetning af en analyseserie dvs.
dobbelt paszetning pa nye plader - er pasat en vasket plade. For at vurdere muligheden af genbrug af
pladerne er der lavet et boksplot for androstenon (Figur 10) og skatol (Figur 11) af den opndede pro-
centvise koncentration i forhold til koncentrationen fundet pa en ny plade. Her ses det, at koncentrati-
onen af praverne ikke sendres ved fem vask, og ligeledes aendrer LOD/LOQ sig ikke vaesentligt, se Ta-
bel 2. Ved gennemgang af proveresultaterne i beregningssoftwaret viser det sig, at kromatograferin-
gen andrer sig over tid, hvilket medfgrer, at den automatiske beregning af praveresultaterne bliver
vanskeligere. Dog kan det konkluderes, at det i hvert fald er muligt at genbruge pladerne op til to

gange.

Tabel 2. LOD/LOQ for androstenon og skatol ved forskellig oprensning og ny LZ-plade.

Androstenon Skatol

%RS %RS
n Exp |Middel D LOD  LOQ Exp |middel D LOD  LOQ
NY LZ-plade | 10 0,2 0208 38 0024 0,071 0,048 | 0052 33 0005 00716
Rens LDTD | 10 0,2 0,212 53 0,033 0,700 0,048 | 0,050 3,4 0,005 0,015
vask 1x A 10 02 0214 19 0,012 0,036 0,048 | 0,052 3,8 0,006 0,018
vask 1x B 10 0,2 0212 19 0012 0,035 0,048 | 0,053 4,2 0,007 0,020
NY LazWel™ | 8 ukendt | 0,268 23 0,022 0,065 ukendt | 0,044 41 0,006 0,019

vask 4x 8* |ukendt| 0,282  2,4* 0,023* 0,070*| |ukendt| 0,045 9,9* 0,016* 0,047*

NY LazWell™ 7 02 0178 1,7 0011 0,032 0,048 | 0,050 22 0,004 0,071
vask 5x 7 02 0,178 34 0,021 0,064 0,048 | 0,050 4,7 0,008 0,024

*NB! 1 pasatning
Vask 2x og vask 3x ej malt LOD LOQ
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Figur 10. Boksplot af % beregnet koncentration af androstenon. X-aksen illustrerer, hvor mange gange en LZ-
plade er vasket.
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Figur 11. Boksplot af % beregnet koncentration af skatol. X-aksen illustrerer, hvor mange gange en LZ-plade er
vasket.

Opscetning af dagligt kontrolsystem

| et analyselaboratorium er det ngdvendigt at udfgre kontroller af analyserne for at sikre et validt ana-
lyseresultat. Derfor opsaettes kontrolsystemer, der kan verificere, at de enkelte processer i analysen
fungerer som forventet. Kontrollen omfatter en daglig morgenkalibrering af androstenon og skatol,
som samtidig tjekker, at systemet fungerer som forventet, ved at den relative responsfaktor holdes op
mod den sidst anvendte. Hvis denne ikke er veesentligt anderledes, ma det antages, at der ikke er sket
en vaesentlig forandring af udstyret. Dette dobbelttjekkes yderligere ved, at der dagligt analyseres en
kendt prave, som ligeledes altid skal give den samme koncentration. Dette plottes i kontrolkort.
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Der skal ogsa saettes kontroller op, der tjekker forureningsniveauet af MS og Luxon. Disse kan vaere
blindpraver, men det kan ogsa veere clomifen, der vil sige noget om forureningsniveauet af Luxon.
Hvor ofte disse skal keres, ma vurderes, ndr systemet er oppe at kare.

Udover morgenkontrollerne ma det forventes, at der vil vaere behov for kontroller i lgbet af dagen,
som viser, om der er behov for nye kalibreringer og rens af systemet. Lgbende vil niveauet af den in-
terne standard vise, om prgven er analyseret korrekt. Det er muligt at forudsige forskellige fejlscena-
rier, fx kan der mangle en fedtprave i DeepWell-pladen, der kan mangle tilsaetning af intern standard,
eller at homogeniseringsstavene ikke far fat i fedtpraven. Disse problemer kan opdages ved at monito-
rere den interne standard undervejs. For at fa et komplet overblik over systemet er det vigtigt, at alle
homogeniseringsstave og pipettespidser anvendes under kontrollerne, dvs. at der bruges 12 brgnde.
Nar det opdages, at der potentielt er behov for en ny kalibrering, skal der veere mulighed for at ind-
seette en prioriteret DeepWell-plade undervejs, som kommer forrest i keen. For endnu bedre at kunne
folge analysen har der ogsa veeret set pa, om det vil veere muligt at introducere en ekstern standard (fx
ved kolesterol, der findes naturligt i fedt, og 2,5-dibromo-indole, der er tilsat brine), men uden succes.
Kolesterol ekstraheres i meget lavt udbytte, og indolen giver et meget darligt respons i MS'en ved den
valgte ionisering.

Den udarbejdede procedure til fremstilling af en matricestandard med kendt indhold af skatol og an-
drostenon fungerer rigtig godt som kontrol for systemet. Det kan dog vaere sveert at finde starre spaek-
stykker med et passende indhold af androstenon og skatol. Dette kan undgas, hvis det er muligt at
bruge en spiket, syntetisk prave. Indledningsvis er planteolie, C16-C18 frie fedtsyrer, afsmeltet grise-
fedt oplgst i MTBE og acetonitril testet som substitut for matricen. De indledende resultater viser, at
det afsmeltede fedt og grisefedtet oplast i MTBE kan komme til at fungere med yderligere udvikling.
Dog vurderes det, at udviklingen af en anden standard vil kraeve uforholdsvist meget udvikling i forhold
til det, der potentielt vil kunne vindes ved brug af en homogeniseret matricestandard.

Indledningsvis vil der kare kalibreringer fx hver 2. time eller alternativt: morgen, middag og aften for at
vurdere, hvor ofte der under drift er behov for at opdatere kalibreringerne.

Optimering af analyseomkostninger

| forbindelse med udviklingen af den nye type 24 DeepWell-plade og den automatiserede prgveudtag-
ning har det ogsa veeret ngdvendigt at se pa maengden af solventer og prevemaengder. Da pladen skal
passe ind i rgrtransporten, er der behov for at reducere hgjden af pladen, hvilket ogsa betyder, at sol-
ventmaengden skal reduceres. Samtidig er det gnsket, at pravemaengden er sa hgj som mulig, hvilket
vil lette den automatiserede prgveudtagning. Koncentrationen af intern standard er ogsa optimeret,
og samlet betyder det, at der er sket en reduktion pa 12% pa reagenser, hvilket giver en gkonomisk
besparelse pa samlet ca. 4%.

Den starste besparelse pa analyseomkostninger kommer ved genbrug af LZ-pladerne. Nar pladerne
bruges to gange, vil det betyde en reduktion pa ca. 30%, og hvis pladerne bruges tre gange, vil det be-
tyde en reduktion pa ca. 40%.

De beregnede analyseomkostninger tager udgangspunkt i, hvad DMRI har faet oplyst af leverandarer,
og ikke i, hvad der kan forventes, nar der indkgbes til drift.

Valideringsplan
Der er udarbejdet en valideringsplan, der kan bruges som skabelon, nar analysesystemets evne til kor-
rekt maling skal dokumenteres.

Formidling

Der er lavet en konceptbeskrivelse (prototypefase), og der er skrevet et udkast til en artikel. Det for-
ventes, at der laves et konferencebidrag i 2020.
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