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Abstract

Eggs are a popular food widely consumed worldwide, due to their nutrient density
and shelf life even at room temperature. This study aimed to investigate if eggs keep
better in the refrigerator than at room temperature post-boiling. The shelf life of
boiled eggs stored at room temperature and refrigerated was analyzed regarding
lipid oxidation and microbiological growth. Lipid oxidation was determined by
measuring thiobarbituric acid reaction substances (TBARS) at 532 nm, formed as
the oxidation product malondialdehyde and thiobarbituric acid (TBA).
Microbiological presence and growth were analyzed on egg yolk and egg white
determining total counts of aerobic microorganisms on agar incubated for three days
at room temperature. No difference in counts of aerobic microorganisms between
boiled eggs stored at room temperature or in the refrigerator was detected for either
lipid oxidation or microbiological growth. After 14 days, a difference in lipid
oxidation was noted as compared to 7 days. The study found that boiled eggs have a
long shelf life and can be stored at room temperature for 7 days.

Sammanfattning

Agg &r ett omtyckt livsmedel som konsumeras flitigt i hela varlden, och det &r inte
forvanande pa grund av dess naringstathet samt dess hallbarhet, dven i
rumstemperatur. Syftet med denna studie var att underscka hur bra agg haller i
rumstemperatur efter kokning jamfort med i kylskap. Hallbarheten pa kokta dgg
forvarade i rumstemperatur och kyl har analyserades med avseende pa
lipidoxidation och mikrobiologisk tillvaxt. Lipidoxidation bestdmdes genom att
méta thiobarbituric acid reactive substances (TBARS), vid 532nm, som bildas
genom att oxidationsprodukten malondialdehyd reagerar med thiobarbituric acid
(TBA). Mikrobiell forekomst och tillvaxt i ggulan och dggvitan bestamdes pa plate
count agar efter inkubation i tre dagar i rumstemperatur. Ingen skillnad mellan kokta
agg forvarade i rumstemperatur eller kyl observerades for vare sig lipidoxidation
eller mikrobiologisk tillvaxt. Efter 14 dagar noterades en skillnad avseende
lipidoxidationen i aggula jamfort med 7 dagar. Studien visade att kokta &gg har en
lang hallbarhet och kan forvaras i rumstemperatur i upp till 7 dagar.

Nyckelord

Agg, lipidoxidation, tiobarbitursyra, TBARS
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1 Inledning

I Sverige konsumerades 235 dgg per person ar 2018 (1), nastan ett agg om dagen.
Detta kan jamforas med Mexiko dér de at fler, hela 368 &gg per person ar 2018 och i
Sydafrika at de betydligt farre 130 agg per person ar 2018, statistiken kommer fran
International Egg Comission via Jordbruksverket som redovisat &ggkonsumtionen i
ett urval lander (1). Under paskveckan séljs det ca. 70 miljoner &gg, vilket ar 50%
mer &n under en vanlig vecka i Sverige (2). Agg ar en héllbar rdvara med lang
hallbarhet i rumstemperatur och annu langre i kylen, men hur ar det med kokta &gg?
Hur lange kan de forvaras?

1.1 Aggets struktur

Agg bestér av fyra huvudstrukturer: dggskal, skalmembran, aggvita och dggula (3).
Figur 1 nedan visar &ggets anatomi.

Figur 1. Aggets anatomi 1. Kutikula 2. Aggskal 3. Skalmembran, 2st 4. Luftblésa 5.
Tunnvita 6. Tjockvita 7. Aggsnodd 8. Aggulemembran 9. Aggula 10. Blastodisk.
Bildkalla: Stjarnagg, med tillatelse (4).

Aggskalet ar uppbyggt av tre (fyra) lager; dgghinna langst ut (kutikula),
kalciumkarbonat i mitten och tva skalmembran innerst (3). Deras huvudsakliga syfte
ar att skydda innanmatet mot smuts och mikroorganismer (5). Skalmembran
bestammer skalets struktur i livmodern genom att kalciumkarbonat faster pa
hinnorna i en organisk matris som innehaller kollagenfibriller. Skalmembranen
bidrar med stabilitet och en forstarkning till skalet. Skalet bestar av kalciumkarbonat
(kalk) som bestdmmer formen och storleken av dgget tillsammans med den
organiska matrisen som finns i &ggledarna dar skalet bildas (3). Genom kalklagret
leder tunnelformade gas- och vattenporer och utanpa ligger en vattenavvisande
agghinna, kutikula, som skyddar skalets porer mot fukt och mikrobiologisk invasion
(5). Vanligaste orsaken till bakteriell invasion &r defekter i skalet (horisontell
infektion) men &gget kan dven bli infekterat genom porerna som finns i skalet.
Skalet &r kéansligast for mikrobiologisk kontamination direkt efter varpning for att
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kutikulan da ej har hunnit torka och da ar det lattare for bakterier att penetrera. En
annan infektionsvag gar genom honans livmoder (vertikal infektion), detta sker om
honan &r infekterad med tex. Salmonella (5).

Aggvitan bestar av tunnvita innanfér skalmembranet och tjockvita mot 4ggulan samt
ett chalaziferouslager som omger gulan. Detta bestar mest av vatten samt lite protein
och finns till for att halla &ggulan pa plats samt skydda befruktat embryo (5).
Chalaziferouslagret tacker hela aggulan och ar snurrat i andarna till rep fasta i
skalmembranet (Aggsnodd). Dessa ar geléaktiga och elastiska vilket tillater latt
rotation av aggulan och haller den placerad i mitten av dgget (3). Aggvitan har ett
hogt pH 9,3, ar naringsfattig och innehaller det varmestabila antibakteriella proteinet
ovomucoid, som &r en proteasinhibitor (3), detta gor det ogynnsamt for
mikroorganismer att leva i aggvitan.

Oftast ar det gram-negativa bakterier som tar sig igenom skalet och dverlever i
aggvitan medan gram-positiva bakterier oftast aterfinns pa skalet (5).

Aggulans lager bestar av dggulemembran mellan 4ggulan och vitan, blastodisk pa
aggulans yta som kommer att utvecklas till embryot, latebra (primérgula) och sjélva
aggulan. Gulan innehaller fett vilket saknas i vitan och har en hogre andel protein,
vitaminer och mineraler som ska férse embryot med néring nar det véxer (3). |
Tabell 1 listas alla fettsyror som &ggulan innehaller, den enkelomattade fettsyran
oljesyra &r den som dominerar i aggula (6).

Tabell 1. Sammanséttning av fettsyror i dggula (g/100g).

Summa . . .
mittade Myristinsyra Palmitinsyra Stearinsyra
C14:0 C16:0 C18:0
fettsyror
7,6 0,1 5,5 1,9
Summa
. Palmitoljesyra Oljesyra
enkelomattade C16:1 c18:1
fettsyror
11,7 0,7 10,9
Summa
err:méittade Linolsyra Linolensyra | Arakidonsyra DHA
C18:2 c18:3 C20:4 C22:6
fettsyror
4,3 3,3 0,3 0,4 0,3

Alla essentiella aminosyror finns i &gg och nastan alla vitaminer forutom det
vattenldsliga C-vitaminet och fettldsliga vitaminet betakaroten samt alla mineraler,
de flesta beldgna i aggulan. Aggvitan har négot hogre halt kalium (K), och ungefar
dubbelt sa hoga halter av natrium (Na) och natriumklorid (NaCl) an aggulan, som
innehaller 108 mg K, 65 mg Na och 0,2 g NaCl (7). Ekologiska &gg har i vissa
avseenden battre naringssammansattning an konventionella 4gg och innehaller lite
mer av fettsyran dokosahexaensyra (DHA), och detta beror pa att vid produktion av
ekologiska &gg far honan oftast en annan typ av foder &n konventionellt producerade
agg. Fodret ger en direkt avspegling av naringsinnehallet i agg (8), darfor innehaller
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ekologiska agg &ven hogre halt dioxiner som ar ett miljogift (9). Ur en miljé- och
klimatsynpunkt dr ekologiska agg att foredra da den storsta miljopaverkan kommer
fran odling av just foder vid dggproduktion (10). Animaliska produkter har oftast en
hog klimatpaverkan, till exempel har n6tkétt fran Sverige ett klimatavtryck som
motsvarar 28kg CO.-ekvivalenter (CO.e)/kg notkott och griskott fran Sverige har
ett varde pa 4,1kg COze/kg griskétt, medan dgg har relativt lagt avtryck pa 1,1kg
CO.e/kg &gg (11).

Oftast ar aggets innehall sterilt nar de ar nylagda om inte vertikal infektion har skett
(12). Detta kan ske om hénan ar infekterad med Salmonella som koloniserar hénans
reproduktionssystem. Finns Salmonella i &ggulan kan de tillvaxa till htga halter,
speciellt om de raa aggen forvaras i rumstemperatur. Salmonella i aggvitan véxer
daligt/inte alls vid temperaturer <10°C. Salmonella avdddas pa nagra sekunder om
agget varms upp till 65°C. Vid 65°C borjar dggulan tjockna och bli krimig, vid 70°C
ar aggulan fullt koagulerad, kan vara kramig men flyter ej ut. Langre tillagningstid
medfor att en hogre temperatur inne i 4gget och vatesulfid falls ut fran proteinerna i
gulan som reagerar med jarn och den karakteristiska gra/gréna fargen bildas, detta
ar dock ofarligt att ata (13).

Livsmedelsverket (SLV) rekommenderar att forvara raa dgg i kylskap (4°C) for att
forlanga hallbarheten langre dn bést-fore-datum och forhindra forskamning (rota)
genom Proteus och Aeromonas som ger svartmdgel, Pseudomonas maltophilia som
ger gronmogel och Pseudomonas fluorescens som ger rosa mogel (14). Kokta dgg
rekommenderas att forvaras i kylskap, hallbarheten &r da minst en vecka (personlig
kontakt via “fraga 0ss” pa SLV). Fa studier har dock gjorts pa detta omrade; en
studie av Oblinger och Angalet (15) undersokte lagringsstabiliteten pd hardkokta
agg med avseende pa mikrobiologisk tillvaxt och en annan studie av Hoojjat och
Dawson (16) undersokte stabiliteten pa frysta hardkokta dgg med avseende pa
TBARS och mikrobiologisk tillvéxt. Bada studierna visade att hallbarheten &r god
med avseende pa bade mikrobiologisk tillvaxt och TBARS. Det finns inga svenska
studier som studerat dessa aspekter i &gg, endast studier med avseende pa
salmonella.

1.2 Lipidoxidation

Lipidoxidation ar flera komplexa reaktioner som uppstar nar omattade fettsyror
reagerar med syre, vilket reflekterar den karakteristiska harskna smaken och lukten
om dess slutprodukter &r aldehyder (17). Aggulan bestar av 23% fett som kan
harskna och ge en samre kvalitet pa de kokta dggen. Lipidoxidationen brukar delas
in i tre steg; initiering, propagering och terminering.

Initiering startar med att en prooxidant reagerar med en vateatom (H) i metylenkolet
(CHy) i anslutning till dubbelbindningen i fettsyran. Vate intill en elektronrik
dubbelbindning har en lagre dissociationsenergi, 89 kcal mol?, jamfort med vate i
en mattad fettsyra som har en energi pa 98 kcal mol . En alkylradikal (R-) bildas.
Fler dubbelbindningar i fettsyran desto fler metylengrupper finns emellan
dubbelbindningarna som gor att bindningarna till vatet pa metylenkolet blir svagare,
detta gor att oxidationen gar snabbare (18).

Propagering fortsatter med att alkylradikalen pa fettsyran reagerar med en av syrets
fria elektroner och bildar en kovalent bindning, den andra elektronen &r fortfarande
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fri och alkylradikalen blir da en peroxylradikal (ROO-) som i sin tur kan reagera
med en vateatom pa en annan fettsyra och da bilda en ny alkylradikal (18).
Terminering ar nar en icke reaktiv slutprodukt bildas genom att tva radikaler
reagerar med varandra. | en syrerik miljo kommer det att ske mellan tva
peroxylradikaler (ROO-) och i en syrefattig miljo kommer alkylradikaler (R-) att
reagera med varandra och bilda fettsyradimerer (18). Figur 2 &r en schematisk bild
som visar hur den priméara oxidationen av oljesyra C18:1 gar till.

Lipidoxidation ar en komplex reaktion som gar i flera steg, vid den bildas, férutom
priméra oxidationsprodukter, &ven sekundéra och tertiara oxidationsprodukter som
tex. aldehyder. Malondialdehyd, struktur ses i figur 3., uppstar da en klyvning sker
pa vardera sida av en alkylradikal i ett diensystem under propageringen (19).
Lipidoxidationen i livsmedel borjar oftast med en lagfas for att sedan accelerera och
na en exponentiell 6kning av oxidationshastighet. Antioxidanter reagerar med alkyl-
och peroxylradikaler och bildar antioxidantradikaler (A-). Dessa ar mindre
energirika och mindre reaktiva dn andra radikaler som da minskar risken att
katalysera oxidationen av de oméattade fettsyror, vilket forlanger lagfasen (18).

Oligsyra C18:1

Figur 2. Oxidation av den fettsyra som det finns mest av i 4gg, oljesyra C18:1.

1.3 TBARS

Thiobarbituric acid reactive substances (TBARS) &r ett samlingsnamn for de
substanser som bildas nar thiobarbitursyra reagerar med de sekundéra och tertidra
oxidationsprodukterna, aldehyder (20). Nar tva molekyler thiobarbitursyra (TBA)
reagerar med malondialdehyd (MDA), som &r en av huvudmarkdérerna vid
fettoxidation, bildas en rosa féarg som detekteras med spektrofotometri vid 532nm
(20). Reaktionen visas i figur 3. For att rdkna ut TBARS umol/g av respektive prov
anvands kalibreringskurva dar malondialdehyd far reagera med thiobarbitursyra och
absorbans méts vid 532nm
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Figur 3. Den kemiska strukturen av thiobarbitursyra C4HsN20O.S och malondialdehyd
CH3(CHO); och dess kromogen.

1.4 Mikrobiologi

Staphylococcus &r Gram positiva bakterier som &r fakultativa aerober och har en
diameter pa 0,5-1,5 um. De tal lag vattenaktivitet och tal en salthalt upp till 10%
NaCl. Staphylococcus &r ofta en kommensal hos ménniskor och kan orsaka allvarlig
infektion (21). Staphylococcus aureus (S. aureus) kan hittas i vre luftvagarna, pa
huden och i sar. S. aureus kan bland annat producera enterotoxinerna A, B, C, D och
E som orsakar matforgiftning. Dessa enterotoxiner &r varmestabila och ar stabila i
miljoer med hog syrahalt och forstors da inte i magsacken utan gar vidare till
tarmen. Symtom som illamaende, diarre, krékning och uttorkning kommer inom
1-6 h. De flesta stammar producerar bara 1-2 enterotoxiner och vissa stammar
producerar inget toxin alls (21).

For att kunna bestamma hur manga bakterier som finns i ett prov kan berakning av
antal kolonier anvéndas. Koloniantal & en metod som anvands for att rdkna levande
celler. En levande cell &r en cell som kan dela pa mig och skapa nya celler som, nar
de ér tillrackligt manga, ge upphov till en koloni. Antal kolonier motsvarar darfor
antalet bakterier vid provtagning. Koloniantal kan bestdmmas med plate count agar
(PCA) och kan goras pa tva olika stt, utstryckningsmetoden och hallmetoden. | den
har studien anvands hallmetoden dar en kand mangd prov hélls i en steril petriskal,
agar hals 6ver provet och blandas forsiktigt i en atta-formad rorelse. Hallmetoden
gor att bakterierna kommer jamnt fordelat i hela agarn och vaxer atskilt. For att
kunna fa en giltig statistisk analys bor koloniantalet vara minst 30 och for att
bakterierna inte ska inhibera varandra bor koloniantalet vara max 300 (21).

Det finns manga olika sétt att skala ett agg pa, bade manuellt och mekaniskt. En
manuell metod &r “skedmetoden” dér skalet knackas sonder pa ena sidan av dgget sa
ett hal bildas. En sked fors in innanfor skalmembranet och dgget lossas fran skal och
skalmembran sa det enkelt kan grépas ur pa den sidan med halet. Med denna metod
blir kontakten med aggvitan lag.

1.5 Syfte

Det &r ingen hemlighet att nagra politiker, Magdalena Andersson och Annie LG6f,
brukar ha 4gg med sig i handvaskan, men vad hander med dgget om det gloms dar i
handvaskan nagra dagar? Syftet med denna studie &r att ta reda pa hallbarheten hos
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kokta d4gg med avseende pa lipidoxidation och mikrobiologisk tillvaxt. Detta for att
forhindra onddig kassering av gg, bade forvarade i kyl och rumstemperatur.

2 Metod

Aggulan, som bestar av 23% fett, anvandes for att analysera thiobarbituric acid
reactive substanses (TBARS) enligt A. Zeb och F. Ullah (20). Thiobarbitursyra
(TBA) reagerar med Malondialdehyd (MDA) som da bildar kromogen som
detekteras vid 532nm. Nedan (figur 4) presenteras flodesschema for analys av

aggula.
| I |
10ml 25ml 14,5mg
\__/
15mi ! 50ml

l

- "

Filtrering

v

Figur 4. Flodesschema dver analys av &ggula.

-

2.1 Kokning av &gg

Vid studien anvandes sju dagar gamla dgg fran samma parti (parti 1). For att koka
dggen forvirmdes tva liter vatten till 100°C. Sedan placerades 6-12 4gg at gangen,
totalt 36 &gg, i det kokande vattnet i tio minuter innan de kyldes ner i kranvatten
med is (0°C). Av de kokta dggen analyserades 5 stycken samma dag (dag 0), 15
stycken férvarades i kylskap (4°C = 1°C) och 15 stycken i rumstemperatur (21°C +
1°C). Pa dag 7, dag 14 och dag 21 undersoktes 5 dgg var fran kyl respektive
rumstemperatur. Aggen analyserades i duplikat.

2.2 MDA-kalibreringskurva

Malondialdehyd (MDA), en markdr for fettoxidation, reagerar med thiobarbitursyra
och bildar da en rosa farg. For att framstalla en kalibreringskurva av MDA, l6stes
31,35 mg MDA tetrabutylammonium Klorid i 10 ml &ttiksyra (>99,8 %, Sigma-
Aldrich) till en koncentration av 10 mM. Av Kalibreringslésningen gjordes en
standardserie pa 1ml vardera med koncentrationerna 0,1 mM, 0,2 mM, 0,4 mM, 0,6
mM, 0,8 mM och 1,0 mM (tabell 2). Overskottet av kalibreringslésning pa 10 mM
delades upp i 1 ml-portioner i Eppendorf-rér och férvarades i frysen (-20°C).
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Tabell 2. Kalibreringslésningar av malondialdehyd.

MDA 10mM (pl) 10 20 40 60 80 100
Attiksyra (pl) 990 980 960 940 920 900
Totalt (pl) 1000 1000 1000 1000 1000 1000
Koncentration (mM) 0,1 0,2 0,4 0,6 0,8

2.3 TBA-reagens

TBA-reagens, med en koncentration pa 4,0 mM, gjordes ny varje analysdag genom
att vdaga upp 14,5 mg Thiobarbitursyra (TBA) (>98 % Sigma-Aldrich) i ett 50 ml
provror och tillsatte 25 ml attiksyra. Provrorets sidor tacktes med aluminiumfolie for
att forhindra oxidation.

2.4 TBARS-extraktion fran aggula

TBARS extraherades fran respektive prov med éttiksyra innehéllande 0,01%
butylhydroxitoluen (BHT). BHT ar en antioxidant som forhindrar ytterligare
oxidation vid extraktionen. Extraktionsmedlet framstélldes genom att 16sa 10 mg
BHT (Sigma Aldrich) i 100 ml attiksyra (Sigma Aldrich). Extraktionsmedlet
forvarades i kylen, inneslutet i aluminiumfolie nér det inte anvéndes for att
forhindra oxidation. Aggen skalades for hand och dggulan separerades fran vitan
och homogeniserades i en bagare for hand med en sked. Ungefar 2 g dggula (exakt
vikt registrerades) vagdes upp i ett 15 ml provror och 10 ml attiksyra innehallande
BHT tillsattes. Provréren placerades i provrorsskak i en timme, darefter éverfordes
proverna fran roren till en tratt med filterpapper nr 3 (Munktell 9 cm) under 5
minuter for att samla upp filtratet. Inget vakuum anvéndes. ”Aggule extraktet”
anvandes till analys av TBARS.

2.5 TBARS-analys

Vid analys blandades 1 ml av varje MDA-kalibreringsldsning (0,1 mM, 0,2 mM, 0,4
mM, 0,6 mM, 0,8 mM och 1,0 mM) med 1 ml TBA-reagent i ett provrér med lock
och placerades i ett vattenbad vid 95 °C i 1 timme. Blandningen kyldes ned i kallt
vattenbad och absorbansen mattes vid 532 nm. Proverna analyserades i duplikat (n=
2). Kalibreringskurvan analyserades vid ett tillfalle och kontrollprov gjordes av
koncentrationen 0,2 mM genom att upprepa analysen vid ytterligare tva olika dagar.

Samma procedur upprepades med dggen genom att ersdtta MDA med 1 ml ’dggule-
extrakt”. Detta gjordes i duplikat for varje d4gg och medelvardet anvéndes i de
statistiska analyserna. Vid dag 0 analyserades 5 &gg som utgjorde referens till dvriga
maétningar. Vid 6vriga tillfallen (dag 7, 14 respektive 21) analyserades 5 &gg
forvarade i rumstemperatur och 5 dgg forvarade i kyl. Blankprover gjordes genom
att ersatta MDA med 1 ml &ttiksyra bade med och utan 0,01% BHT, de bereddes i
duplikat (n= 2). I referenskyvetten anvandes blankprov med 0,01% BHT.

Av MDA-kalibreringsldsningarna konstruerades en kalibreringskurva genom att
méta absorbansen vid 532nm. Fran kalibreringskurvan gavs ekvationen Y = 1,55*X
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- 0,14 och halten TBARS i respektive prov bestdmdes genom att anvénda Ekvation
1.

TBARS (%‘”) = A

(1)

Ac &r koncentrationen (mM) som fas av Y vardet i kalibreringskurvan, V ar
volymen extraktionsmedel i ml och W é&r vikten (g) pa provet.

2.6 Statistik

For att analysera skillnaden i halten TBARS i dggulor forvarade i rumstemperatur
och kylforvaring anvandes oparat t-test av prover fran dag 14 och dag 21. Vid
undersdkning av skillnad i halten TBARS i &gg efter 0, 7, 14 och 21 dagar anvéndes
one-way ANOVA med Tukey’s multiple comparison.

2.7 Mikrobiologisk analys

Agg fran ett annat parti (parti 2), 12 dagar gamla, kokades enligt tidigare
beskrivning i kapitel 2.1, och kyldes ner i rinnande kranvatten. Tio dgg forvarades i
kylskép (4°C £ 1°C) och tio dgg i rumstemperatur (21°C £ 1°C). Fyra dgg
analyserades samma dag som de kokades.

Vid analys av dggen for bestdmning av totalantal aeroba mikroorganismer (NMKL
86 (22)) anvandes desinficerade handskar och en aseptisk metod. Aggen skalades
individuellt och &ggula och dggvita separerades. Varje gula och &ggvita vagdes och
blandades med 90 ml buffrat peptonvatten (3M) till 1:10 spadning, och blandades en
minut i en stomacher (Lab-Blender 400). | en petriskal gjordes en ingjutning av 1 ml
prov i 15 ml Plate count agar (PCA)(Oxoid)(jastextrakt, pankreaskasein, glukos,
agar) i tripletter och plattorna inkuberades i tre dagar vid rumstemperatur (21°C +
1°C). Detta gjordes pa kokdagen (dag 0), dag 1, dag 2, dag 7, dag 14 och dag 21.

For att undersoka skalets motstandskraft och genomslappligheten analyserades tre
agg, varav tva nykokta och ett 21 dagar gammalt d4gg (4°C + 1°C). Staphylococcus
aureus (ATCC25923) odlades upp pa DNAs-agar (tryptos, deoxyribonukleinsyra,
natriumklorid, agar), kolonier plockades upp med en tops och placerades dver en
markerad yta pa dgget, ca. 1,5 x 2 cm, i ett tjockt lager (figur 5). Aggen inkuberades
2 dagar i rumstemperatur (21°C + 1°C). Provtagning gjordes med aseptisk metod
och dggen skalades med skedmetoden. Pa motsatt sida fran placering av S. aureus
knackades ett hal och skeden fordes in under skalmembranet och dgget groptes ur
och analyserades enligt ovan. Ingjutning av dggvita gjordes aven 1:100 spadning.
Pavisade kolonier renodlades pa DNAs-plattor och S. aureus konfirmerades med
Dry Spot Staphytect Plus (Oxoid).
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Figur 5. Agg infekterade med S. aureus.

3 Resultat
3.1 Kalibreringskurva for TBARS

Kalibreringskurvan (figur 6.) gjordes genom att bestdmma halten TBARS som
bildats nar MDA, i koncentrationerna 0,1 mM, 0,2 mM, 0,4 mM, 0,6 mM, 0,8 mM
och 1,0 mM, reagerat med TBA-reagent och absorbansen mattes vid 532nm. Fran
standardkurvan erhdlls R-kvadratvardet 0,9883 och ekvationen Y = 1,554*X -
0,1409.

1.5+

2 1.0 >

3 R2= 0,9883

)

3

< 0.5
0.0rrrrrrrrrryrrTTTTTTTTTTTTTTTT T

0.0 0.5 1.0 15
mM

Figur 6. MDA kalibreringskurva med koncentrationen i mM pa x-axeln och absorbans vid
532 nm pa y-axeln (n=2).

Precisionen/repeterbarheten kontrollerades genom att analysera koncentrationen 0,2
mM vid ytterligare tva olika dagar (dag 3 och 6), se tabell 3. Detta gjordes da
&ggens absorbans ligger runt 0,2 (se bilaga 1). V&rdena var ca 25% hdgre vid de
senare analyserna (dag 3 och dag 6) 4n vid dag 1. Kalibreringskurvan fran dag 1
anvandes till alla analyser.
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Tabell 3. Absorbansen (Abs) vid 532nm av MDA 0,2 mM vid tre olika analystillféllen.
Medelvéarde (medel) och standardavvikelse (Std).

Prov 1 Prov 2 Medel Std
Dag 1 0,131 0,144 0,138 0,009
Dag 3 0,183 0,176 0,180 0,005
Dag 6 0,174 0,191 0,183 0,012
3.2 TBARS

TBARS i dggula som forvarats i rumstemperatur och kylskap i 0 dagar, 7 dagar, 14
dagar och 21 dagar presenteras i tabell 4 tillsammans med medelvarde och
standardavvikelse (SD), radata med absorbansen for respektive dgg finns i bilaga 1.

Tabell 4. TBARS (umol/g) i dggulor pa kokningsdagen (dag 0) samt efter lagrade i kylskap och
rumstemperatur efter 7, 14 och 21 dagar med medelvérde (medel) samt standardavvikelse (SD) (n= 2).
*= |nga analyser.

DagO 0,87 1,08 1,05 1,02 0,94 0,99 0,09 8,68
Kylforvaring

Dag7 0,99 0,98 * * * 0,99 0,01 0,72
Dag 14 1,24 1,54 1,46 1,17 1,52 1,39 0,17 12,31
Dag 21 1,38 1,24 1,31 1,33 1,20 1,29 0,07 5,69
Rumstemp.

Dag7 1,12 0,94 1,09 1,09 1,09 1,07 0,07 6,52
Dag 14 1,19 1,12 1,60 1,24 1,38 1,31 0,19 14,65
Dag 21 1,39 1,18 1,16 1,71 * 1,36 0,25 18,70

Med hjalp av GraphPad Prism jamfordes halterna TBARS i aggulor efter forvaring i
kylskap respektive rumstemperatur (varden fran tabell 3) under 14 och 21 dagar
med oparat t-test (p= 0,51 respektive 0,58). Ingen signifikant skillnad (p>0,05)
mellan TBARS fran aggulor lagrade i rumstemperatur eller kylskap pavisades
(Figur 7). Alla statistiska analyser presenteras i bilaga 2.

Dag 14 Dag 21
2.0 ns 2.0 ns
1.5 —|— 1.5 |
) 0
: <
é 1.0 o 1.0
2 2
0.5 0.5
0.0 T 0.0~
Rum Kyl Rum Kyl

Figur 7. Jamforelse av halten TBARS i aggulor efter forvaring i kylskap och rumstemperatur
visar ingen signifikant skillnad (p>0,05)(n=5).
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Eftersom det inte var nagon statistiskt signifikant skillnad i halten TBARS for 4gg
som forvarats i rumstemperatur respektive kylskap sa lades resultaten ihop for att fa
ett storre underlag vid jamforelse mellan dagarna. Analys med Anova och Tukey’s
multiple comparisons visade ingen signifikant skillnad i halten TBARS mellan dag
0 och dag 7, men det fanns en statistiskt signifikant 6kning av TBARS vid dag 14
(p=0,0007) och dag 21 (p=0,0018), TBARS for respektive dag visas i figur 8.

2.07 ns %% ns

 —
1.5

1.0

TBARS

0.59

0.0-
0 7 14 21

Dagar

Figur 8. Medelvardet med standardavvikelse av TBARS (umol/g) i 4ggula fran kokta agg
dag 0 (n=5) och &gg som forvarats i rumstemperatur och kylskap i 7 dagar (n=7), 14 dagar
(n=10) och 21 dagar (n=9). TBARS fran aggulor forvarade i rumstemperatur och kyl har
lagts ihop.

3.3 Mikrobiologisk analys

Aggen, duplikat fran respektive forvaringstemperatur (4°C + 1°C och 21°C £ 1°C),
separerades i gula och vita for att sedan analyseras i triplikat i plate count agar
(PCA). Inga kolonier detekterades de tre forsta dagarna. Efter 7 dagar véxte en
koloni fran ena gulan i en agarplatta vilket gav 6,4 CFU/g. Inga kolonier
detekterades efter 14 och 21 dagar.

Tabell 5. S. aureus i 4gg (n=3) efter kontamination. Gron farg markerar S. aureus
och orange farg markerar annan bakterie. 21D= 21 dagars forvaring i kylskap.

21D 21D Nykokt Nykokt Nykokt 2 Nykokt

aggvita aggula dggvital 4dggulal aggvita 2 aggula 2
Vikt (g) 29,9 16,63 35,15 16,61 37,11 16,39
Spadning 1:10 1:10 1:10 1:10 1:10 1:10
U1 ol 5 0 = 0
CFU 0 0 0 0
CFU 0 0 0 0 0 0
CFU/g <4,0 0 <17,8 0 <3,4-20,55 0
Spadning 1:100 1:100 1:100
CFU 0 - ]
CFU 0 0
CFU 0 0 0
CFU/g 0 <3,6 <3,4

ej S.aureus

S.aureus
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Aggen som kontaminerades med S. aureus gav ett osikert resultat som presenteras i
tabell 5. I gulorna detekterades inga bakterier (<1,0 CFU/qg). S. aureus detekterades i
de nykokta dggen (17,8 CFU/g och 3,4 CFU/g). I vitan fran det 21 dagar gamla
agget som forvarats i kyl detekterades en koloni (4,0 CFU/g) som ej var S. aureus
aven i ett av de nykokta &ggen detekterades andra bakterier (20,6 CFU/Q).

3.4 Okular besiktning

Agg frén parti 1: Efter sju dagar var alla &gg lattare att skala och gulorna var lattare
att homogenisera an vid dag 0, dock var det svarare att homogenisera gulorna som
hade en lite mjukare kokt karna &n de gulor som var hardkokta. Agg som forvarats i
kylskap hade ett &gg en spricka i skalet och ett annat &gg hade en graaktig gula och
luktade svavel. Filterpapperet gick sénder och prover fran tre agg forlorades.

Efter 14 dagar fanns gula flackar innanfor skalet hos 4gg som forvarats i
rumstemperatur och vitan var lite kladdig. Gulan upplevdes torrare, som att fukten
fran gulan hade éverforts till vitan. Det fanns en spricka pa ett 4gg. Ett annat 4gg
hade skalet intakt men mdgel (farg noterades ej) mellan skalet och skalmembranet.
Ett tredje 4gg hade en gragula med svavellukt.

Aggen som forvarats i kylen i 14 dagar hade en torrare vita och en fuktigare gula.
Aggen hade lite gult p& vitan som de 4ggen som férvarats i rumstemperatur och ett
agg hade lite graaktig gula med lite svavellukt.

Efter 21 dagar hade adven de agg som forvarats i rumstemperatur gula flackar
innanfor skalet, vitan hade torkat och var inte langre lika kladdig. Aggen som
forvarats i kyl var fuktigare, bade vitan och gulan. Bade agg forvarade i
rumstemperatur och kyl luktade surt med en antydan av gummi. Trasigt filterpapper
gjorde att prov fran ett 4gg forlorades.

Agg frén parti 2: Dessa 4gg hade andra karakteristiska drag, de holl 6vergripande
battre kvalitet. Efter 7 dagar hade ett 4gg gratt runt gulan.

Efter 14 dagar detekterades ingen negativ utseende férandring och efter 21 dagar var
vitan i ett &gg mjolig och dess gula mycket kladdig.

4 Diskussion
4.1 Lipidoxidation

Fettoxidationen i kokta 4gg som forvarats i kyl respektive rumstemperatur 0, 7, 14
och 21 dagar bestdamdes genom analys av TBARS (oxidationsprodukt av MDA som
reagerat med TBA). Ingen statistisk skillnad mellan &gg forvarade i kyl eller
rumstemperatur vid olika dagar pavisades. Inte heller mellan dag 0 och dag 7. Efter
14 dagar kunde en signifikant skillnad pavisas (p= 0,0007). Samtidigt pavisades en
6kning i absorbansen pa 25% i kontrollprovet med 0,2 mM MDA mellan dag 1 och
dag 3 samt dag 6, vilket ar en felkalla som kan paverka resultatet. Proverna med 0,2
mM MDA analyserades i duplikat, fler analyser borde ha gjorts och proverna borde
ha analyserats vid varje matning som kontroll, alternativt gjort en ny

12(17)



Linneuniversitetet

Kalmar Viixjo

kalibreringskurva vid varje analystillfalle. Proverna fran dag 0 kan vara
underskattade eller senare prover dverskattade. Det kan ocksa vara antioxidanten
BHT, som forvarades i kylen, som tappade sin funktion under forvaring, men da
denna gjordes flera ganger under forsoket borde absorbansen sjunka med 25% pa de
prover som gjordes vid dessa tillfallen da en ny sats av BHT gjordes, vilket inte
noterades. Okningen pa 25% borde aven setts i 4gg forvarade i rumstemperatur i 7
dagar da kontrollproven gjordes under ett intervall pa 6 dagar, men agg efter 7
dagars lagring hade lika halt TBARS som nykokta dgg. Fler analyser, vid olika
tidpunkter pa aret for att tdcka alla klimat och hénsens olika konditioner (5) bor
goras for att konfirmera resultaten i denna studie.

Resultatet tyder pa att fettsyrorna i 4ggula ar stabila de forsta sju dagarna for att
sedan paverkas av lagringen. | tabell 4 noteras dven att standardavvikelsen (SD) blir
hogre ju langre aggen ar forvarade i rumstemperatur jamfort med SD hos dgg
forvarade i kyl. Da dggulan skyddas av aggvitan och skalet &r syrenivan lag, och
inget ljus kan tranga in vilket ar faktorer som kan paverka lipidernas stabilitet. En
hogre temperatur kan 6ka lipidoxidationen (23), vilket inte verkar ha skett i nagon
storre utstrackning i &ggulor analyserade i denna studie.

Precis som Hoojjat och Dawson(16) som undersokte lipidoxidationen pa kokta dgg
som forvarades i frys (-23°C och -12°C) upp till 6 manader detekterades inga
TBARS nivaer relaterade till harskning (6ver 2,0 umol/g). Hogst uppmatta TBARS
i denna studie hittades i 4gg som forvarats i rumstemperatur i 21 dagar (1,71
pmol/g).

Aggulor som hade forvarats i kylen var svarare att filtrera, troligen sog dessa &t sig
mer av extraktionsmedlet. P& grund av detta anvandes verktyg for snabbare

filtrering vilket orsakade skador pa filterpapperen, sa tre matningar fran dag 7 utgick
da filtraten inneholl partiklar. Vid senare tillfallen anvandes skonsammare metod
utan verktyg. Eftersom det inte fanns nagon skillnad mellan agg férvarade i kyl och
rumstemperatur for évriga dagar sa anvandes erhallna vardena for dag 7 (totalt 7
analyser i stallet for 10) utan att géra nya analyser for &gg forvarade i kyl 7 dagar.
Det storsta problemet under analysen var filtreringen av &ggula, en alternativ
filtreringsmetod borde understékas och appliceras om metoden upprepas.

Agg som anvindes till fettoxidationsanalys och till mikrobiologisk analys
forvarades i olika lokaler och detta kan ha paverkat aggets fysik da aggen som
anvandes till mikrobiologiska analysen inte hade nagon lukt efter 14 eller 21 dagar,
inte heller lika hog grad av missfargning. Nagot agg noterades med grafargad gula
efter 7 dagar, resterande dgg var nastan lika fina som nykokta.

Att mata TBARS for att bestamma lipidoxidationen &r en valanvand metod da den
ar enkel att applicera, men den mater endast MDA och missar andra
oxidationsprodukter. Det ar framfor allt aldehyder som associeras med hérskning
och MDA anses vara en indikator pa detta (20).

13(17)



Linneuniversitetet

Kalmar Viixjo

4.2 Mikrobiologisk analys

Mikrobiologiskt &r agg valdigt stabila livsmedel sa lange skalet ar intakt, men aven
skalmembranet &r ett starkt skydd (14). Vitan med sitt hdga pH och sina
antimikrobiella &mnen ger inte ett optimalt medium fér mikrober att véxa i (3). Vid
pH over 9 &r det endast alkalitoleranta och alkalifiler som klarar av att véxa och
dessa ar oftast mogel som har ett karakteristiskt utseende som &r svart att missa.
Den koloni som detekterades i en gula efter 7 dagar &r troligen kontaminering under
analysen da det endast var en koloni pa en platta vid analys av triplikat.

I 4ggen som kontaminerades med S. aureus detekterades S. aureus och okénda
bakterier (tabell 4.) som troligtvis ar kontamination fran skalning. De okanda
kolonierna, som inte var S. aureus, tros ocksa komma fran kontaminanter da de inte
detekterades i alla triplikat. Alternativt att de patraffade bakterierna endast fanns i
valdigt laga koncentrationer och skulle da troligtvis inte framkalla nagon sjukdom
vid fortaring. S. aureus som ar en gram-positiv bakterie borde ha svarare att
penetrera dggskalet an gramnegativa (5). Den ar saledes inte en lamplig bakterien
for analys av penetration av skalet. Oavsett vilken bakterie som anvands
genomfardes inkubation for kort tid, dock ger det en indikation pa att bakterier
behover tid pa sig for att penetrera skalet pa ett kokt d4gg, om skalet &r intakt. Med
avseende pa mikroorganismer visar denna studie att kokta 4gg ar sakra att fortara
efter 7 dagar, forvarade i rumstemperatur, om skalet ar intakt och kan vara sakra att
ata efter 21 dagar. Fler studier skulle behdva goras for att sdkert kunna ange exakt
hur lange kokta agg haller i rumstemperatur.

Oblinger och Angalet (15) analyserade lagringsstabiliteten med avseende pa
mikrobiologi hos kokta agg, bade skalade och oskalade, forvarade i 5°C och 25°C.
Resultat erhallna i den hér studie 6verensstammer inte med resultat fran Oblinger
och Angalets (15) studie. Skillnaderna i resultatet tros bero pa skillnad i
livsmedelshantering mellan lander. Oblinger och Angalets (15) studie utférdes i
USA for nastan 50 ar sedan, troligen har agghanteringen andrats sedan dess. Sverige
ar valdigt mana om god livsmedelskvalitet och djurens basta. Oblinger och Angalet
(15) hittade hogre halter mikroorganismer redan efter nagra dagar. Dem noterade att
vitan var kladdig innanfor skalet redan efter fyra dagar, det noterades inte sa tidigt i
denna studie utan forst efter 14 dagar. Efter 13 dagar noterade dem missfargning av
agget, vilket dverensstammer med resultat i den har studien.

Mikrobiologisk analys med total count agar &r en bra analysmetod for 6vergripande
hygienisk kvalitet dd manga levande bakterier, férutom anaeroba bakterier, kan vaxa
dar (21). Det som inte pavisas ar doda bakterier och om dem tidigare har funnits dar
och producerat toxiner. Eftersom det inte finns nagon kannedom om sadana
bakterier i 4gg &r det inget som antas finna dar eller kunna utgdra en hélsofara.

Analyserna i den har studien har gjorts under tidig var vilket betyder att luften har
varit torr och kylig, vilket enligt livsmedelsverket (5) kan ha betydelse pa den
mikrobiologiska tillvéxten i 4gg, dock undersokte de raa 4gg och har har kokta dgg
undersokts. Nar dggen kokar dor de bakterier som pavisats i agg (ex. Salmonella
(5)) och om skalet &r intakt ar det svart for mikroorganismer att ta sig in.
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4.3 Okular besiktning

Eftersom utseendet pa agg fran parti 1 och parti 2 varierade markant &r det troligt att
hallbarheten ar olika fran parti till parti. Den gula fargen pa aggvita och lukten pa
aggen verkade inte vara kopplade till fettoxidationen. Da missfargning och dalig
lukt inte noterades pa 4ggen som anvandes till mikrobiologiska analysen, dar véldigt
fa bakterier detekterades, ar det svart att saiga om missfargning och lukt har med
bakteriell forekomst att gora. Den gra/grona fargen ar troligtvis inte fran
mikroorganismer utan svavel som reagerat med jarn och bildar vétesulfid, som ar
ofarligt att fortara (13).

4.4 Etik och samhalle

Agg ér ett perfekt mellanmal att ta med sig da det ar naringsrikt och mattar bra.
Risken finns att agget gloms bort i handvaskan/fickan nagra dagar och da sléangs nar
det hittas, detta ar inte etiskt hallbart.

5 Slutsats

Agg &r ett hallbart livsmedel, dven efter kokning, med avseende pa lipidoxidation
och mikrobiologi. Agg haller sig bast vid laga temperaturer men denna studie visar
att kokta agg aven klarar sig ca. 7 dagar i rumstemperatur utan problem, forutsatt att
skalet ar helt. Mer studier behover goras for att fa saker information avseende
héllbarheten. Utifran resultaten i denna studie sa behover inte kokta 4gg som har
legat i rumstemperaturer nagra dagar slangas, men det ar lampligt att lukta pa agget
innan konsumtion.
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Bilaga 1

Radata, absorbansen fran agg forvarade i kyl och rumstemperatur i 0 dagar, 7 dagar,
14 dagar och 21 dagar.

Dag0 Vikt (g) Volym (ml) |Abs 1 Abs 2 TBARS (uM/g)

Agg 1 2,13 10 0,145 0,149 0,869783
Agg 2 1,98 10 0,206 0,175 1,077051
Agg 3 2,02 10 0,202 0,175 1,049352
Agg 4 1,95 10 0,16 0,179 1,024321
Agg 5 2,01 10 0,129 0,174 0,936117
Dag 7 Vikt (g) Volym (ml) | Abs 1 Abs 2 TBARS (uM/g)
Rum 1 2,08 10 0,222 0,219 1,118082
Rum 2 1,97 10 0,166 0,13 0,943692
Rum 3 2,05 10 0,186 0,225 1,087359
Rum 4 2,06 10 0,206 0,209 1,088328
Rum 5 1,95 10 0,19 1,091971
Kyl 1 1,95 10 0,157 0,159 0,986371
Kyl 2 2,29 10

Kyl 3 2,21 10 0,178 0,216 0,983886
Kyl 4 2,11 10

Kyl 5 2,07 10

Dag14 | Vikt(g) Volym (ml) | Abs 1 Abs 2 TBARS (uM/g)
Rum 1 2,02 10 0,266 0,198 1,187928
Rum 2 2,06 10 0,248 0,186 1,118004
Rum 3 1,87 10 0,303 0,347 1,603246
Rum 4 2,28 10 0,253 0,259 1,244666
Rum 5 2,1 10 0,286 0,241 1,376887
Kyl 1 2,18 10 0,278 0,279 1,238001
Kyl 2 2,12 10 0,248 0,283 1,5419
Kyl 3 2,08 10 0,241 0,233 1,461412
Kyl 4 2,21 10 0,248 0,273 1,168784
Kyl 5 2,04 10 0,253 0,235 1,517668
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Dag21 |Vikt(g) Volym (ml) | Abs 1 Abs 2 TBARS (uM/g)
Rum 1 1,95 10 0,191 0,201 1,389714
Rum 2 2,14 10 0,197 0,148 1,177997
Rum 3

Rum 4 2 10 0,128 0,168 1,161921
Rum 5 1,87 10 0,26 0,252 1,707255
Kyl 1 1,83 10 0,145 0,201 1,379746
Kyl 2 1,8 10 0,136 0,136 1,237398
Kyl 3 1,93 10 0,141 0,205 1,308257
Kyl 4 1,94 10 0,181 0,18 1,33261
Kyl 5 1,79 10 0,126 0,125 1,197127
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Bilaga 2

Statistiska analyser fran GraphPad Prism.

Jamforelse 0,2mM MDA med ordinary one-way ANOVA multiple comparison. Diff= differansen Kl= konfidensintervall.

Tukey's multiple comparisons Under

test Medel Diff, | 95,00% KI av diff. troskelvarde? Summering | P-varde

dag 1 vs. dag 3 -0,042 | -0,08041 to -0,003587 Yes * 0,0396
dag 1 vs. dag 6 -0,045 | -0,08341 to -0,006587 Yes * 0,0329
dag 3 vs. dag 6 -0,003| -0,04141 to 0,03541 No ns 0,944

Jamfoérelse forvaring i kylskap och rumstemperatur dag 14
med oparat t-test. t= t-varde df= antal frihetsgrader.

0,5081
ns

P-varde

P-varde summering

Signifikant skillnad (P < 0.05)?
One- or two-tailed P value?

t, df

No
Two-tailed
t=0,6927, df=8

lamforelse forvaring i kylskap och rumstemperatur
dag 21 med oparat t-test. t= t-varde df= antal frihetsgrader.
0,5804

P-varde

P-varde summering

Signifikant skillnad (P < 0.05)?
One- or two-tailed P value?

t, df

ns

No
Two-tailed
t=0,5795, df=7

Jamforelse olika dagar med ordinary one-way ANOVA multiple comparison. Diff= differansen Kl= konfidensintervall.

Medel

Tukey's multiple comparisons test | Diff,

Ovs. 7
Ovs. 14
Ovs. 21
7vs. 14
7vs. 21
14 vs. 21

-0,05149
-0,3545
-0,33
-0,303
-0,2785
0,02451

95,00% KiI av diff,
-0,2828 to 0,1798
-0,5709 to -0,1382
-0,5503 to -0,1097
-0,4977 to -0,1084
-0,4776 to -0,07945
-0,1570 to 0,2060

Under
troskelvarde?

No
Yes
Yes
Yes
Yes

No

ns

*kk
*k
*%

*%

ns

Summering | P-varde

0,9283
0,0007
0,0018
0,0012
0,0037
0,9824
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