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Sammendrag

Formalet var at undersgge dannelsen af stegemutagener i mari-
nerede svinekoteletter tilberedt pad &ben grill.

Forsgget blev gennemfgrt i falgende trin:
1) Fremstilling af oreganomarinade.
2) Udskeaering, marinering og pakning af koteletter.
3) Tilberedning af koteletter pa Grilleriet.
4) Prgveforberedelse af koteletter.
5) Analyse for stegemutagener i marinerede koteletter

Fem marinader er undersggt for deres evne til at reducere fem
stegemutagener i svinekoteletter. Resultater viser at dannelse af
harman og norharman er upavirket af marinaderne (P>0,05).
Dannelsen af MeIQx og 4,8-DiMelQx er betinget af, vekselvirk-
ningen mellem marinade*kam (P=0,00013 & P=0,022). Dannel-
sen af PhiP er udelukkende pavirket af marinade (P=0,0006).

Det er muligt at lave marinader, der sikre et lavt indhold af mu-
tagene HCA'’er i marinerede svinekoteletter.
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Baggrund

Tilberedningsmetoder som grilning af kad har betydning for dan-
nelsen af stegemutagener, som harman, norharman, MelQx,
4,8-DiMelQx og PhiP. Disse stoffer tilhgrer gruppen af hetero-
cykliske aromatiske aminer (HCA).

Dannelse af HCA pavirkes i hgj grad af tilberedningstemperatur
og tid. Jo hgjere tilberedningstemperatur, jo mere HCA dannes.
Tilsvarende jo laengere tilberedningstid, jo mere HCA dannes.
Dannelsen af HCA involverer oxidation og tidligere studier har
vist at marinering af kad med naturlige antioxidanter fgr tilbe-
redning, reducerer dannelsen af stegemutagener[1]. De ud-
valgte marinader er kommercielle marinader fra Tican, Indasia
og DC samt en oreganomarinade udviklet p8 DMRI.

Formalet var at undersgge dannelsen af HCA i 30 svinekotelet-
ter, marineret med tre kommercielle marinader; Tican, Indasia,
DC samt DMRIs oreganomarinade. Koteletterne er blevet tilbe-
redt pa @ben grill. Forsgget blev gennemfgrt i falgende trin:

1) Fremstilling af oreganomarinade udviklet af en speciale-
studerende.

2) 30 koteletter blev udskaret fra 3 svinekamme. Seks styks
koteletter blev marineret med henholdsvis Tican, Indasia,
DC og oreganomarinade. De sidste 6 koteletter blev ikke
marineret, men fungerede som kontrol.

3) Koteletterne blev tilberedt pa Grilleriet over aben ild.

4) Forberedelse af koteletter til analyse ved at skaere fedt-
kant og skorpe fra samt blende prgverne.

5) Prgveforberedelse af prgver til HPLC-MS.

6) Analyse af marinadernes evne til at reducere dannelsen af
stegemutagener.

Gennemfgrelse
Tabel 1 er en opskrift pa oreganomarinade, der er udviklet i for-

bindelse med et speciale i samarbejde med KU science af Lone
Green Engsig i 2014.
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Tabel 1. Ingredienser til fremstilling af 200 g oreganomarinade
til marinering af seks koteletter.

Oreganomarinade \ [Y%] _[4g]
Koldpresset rapsolie* 76,2 152,4
Salt 7,9 15,8
Oregano, tgr 4,1 8,2
Timian, tgr 1,7 3,4
Hvidlggspuré* * 7,4 14,8
Lagpulver 1,1 2,2
FfEblecider eddike 1,7 3,4
LALT 100 200

* Fra Lehnsgaarden, Bornholm.
**Der blev brugt knust hvidlgg pa glas.

Marinaden er en oliebaseret marinade. Ingredienserne blev blan-
det og stillet pa kgl indtil brug.

De gvrige marinader Tican, Indasia og DC var klar til brug. Ho-
vedingredienserne i disse marinader var fglgende:

Tican: Vegetabilsk olie/raps (delvis haerdet), salt, krydderier
(paprika, hvidlgg, gurkemejerod, ingefaer, koriander, kommen,
chili, peber, spidskommen, bukkehornsfrg): 8,6% soltgrret to-
mat: 2,7% tomatpulver, krydderurter (1,1% oregano, timian,
basilikum, merian), krydderiekstrakter(paprikapeber).

Indasia: Vand, sukker, aebleeddike, zeblemos, tomatkoncentrat,
krydderier (chili, hvidlgg, oregano, lgg), antioxidant (E 325),
salt, acerola ekstrakt stabilisator, (E 412, E415) krydderieks-
trakt(paprika)konserveringsmidler (E 202, E221).

DC: Rapsolie, salt, krydderier, palmefedt, tomatpulver, dextrose,
gaerekstrakt, krydderiekstrakt.

Inden udskeering af kammene, blev der kontrolleret om de
havde en pH mellem 5,5 - 5,8. Malingerne blev malt i midten af
kammene, hvor elektroden blev stukket ned til centrum. pH blev
malt to gange med en centimeters mellemrum. Tabel 2 viser
middelvaerdien af de to malinger.
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Tabel 2. pH-maling af 3 svinekamme (a, b og c) malt fra cen-

trum.
Svinekam pH-maling, Middelvaerdi
fra centrum [5,5-5,8]
Kam 1 eller (b) 1. Maling 5,50 5,50
2. Maling 5 59
Kam 2 eller (a) 1. Mdling 5,47 5,48
2. Maling 549
Kam 3 eller (c) 1. Mdling 5,46 5,47
2. Maling 5 48

Kammene udskaeres pa palaagsmaskinen i to centimeters tyk-
kelse, med tre millimeter spaekkant. Kgdet blev udskaret fra
nakkeenden til hofteenden. De midterste ti koteletter blev brugt
til marinering.

Koteletterne blev marineret enkeltvis. 12 gram marinade blev
vejet af pd en tallerken og koteletterne blev marineret heri.

De 30 koteletter blev pakket enkeltvis i vakuumposer. Kotelet-
terne blev opbevaret pa kgl til neeste dag, hvor de skulle tilbere-
des pa Grilleriet.

Koteletterne blev nummereret systematisk fra 1-5 og fordelt pa
marineringsbehandling i et latins square design vist i tabel 3.

Tabel 3. Koder: a, b og c indikerer kam. n star for nakke og h
star for hofte, efterfulgt af et nummer fra 1-5 for gentag. Bog-
staverne sidst i koden er forkortelser pa8 marinaderne.

Tican Indasia Oregano | DC Blank
Kam a | a-n-1-Ti a-n-2-In | a-n-3-0 a-n-4-DC | a-n-5-B
a-h-4-Ti | a-h-2-In | a-h-1-0O a-h-5-DC | a-h-3-B
Kam b | b-n-4-Ti | b-n-5-In | b-n-2-0 b-n-3-DC | b-n-1-B
b-h-2-Ti | b-h-3-In | b-h-5-0 b-h-1-DC | b-h-4-B
Kam c | c-n-3-Ti c-n-1-In | c-n-4-0 c-n-5-DC | c-n-2-B
c-h-3-Ti c-h-5-In | c-h-2-0O c-h-4-DC | c-h-1-B

Koteletterne blev tilberedt pa en &ben grill, med direkte varme.
P& denne made opnas en hgjere tilberedningstemperatur og der-
med vil dannelsen af HCA veaere stgrst. De 30 koteletter er blevet
tilberedt i 16 minutter. P& denne made opnds en centrumtempe-
ratur pa 80°C grader malt med et indstikstermometer. Kotelet-
terne blev vendt hvert andet minut.

Indholdet af HCA’er blev analyseret jeevnfgr analyseforskrift pa
DMRI.
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Statistisk Analyse

Databehandling er udfgrt i et statistikprogram “The SAS System”
(vers 9.4, NC, USA). Graferne er udarbejdet i et statistikprogram
"JUMP (JMP)” (vers. 11, NC, USA). Indholdet af stegemutagener
analyseres med en variansanalyse med marinade, kam, place-
ring samt vekselvirkninger mellem marinade*kam og mari-
nade*placering. Dernaest analyseres en reduceret model med
marinade som fixed effekt og kam som random.

Resultater

Der var ikke effekt af marinering pa harman og norharman.
MelQx viser effekt af bade marinade (P<0,0001) og mari-
nade*kam (P=0,013). 4,8-DiMelQx viser bade effekt af mari-
nade (P=0,002) og tendens til effekt af marinade*kam
(P=0,083). PhiP viser kun effekt af marinade (P=0,003). Da der
ses en vekselvirkning mellem marinade*kam for bade MeIQx og
4,8-DiMelQx, undersgges dette samspil.

Figur 1 viser vekselvirkningen mellem marinade*kam for MelQx.
Prikkerne viser gennemsnitskoncentrationen af MelIQx i ng/g, i
henholdsvis nakke og hofte per marinade per kam (dobbeltbe-
stemmelse). Figuren viser at blankprgver fra kam c indeholder
en lavere gennemsnitskoncentration af MeIQx, end blankprgver
fra kam a og b. Figuren viser ogsa at de gvrige marinader, uaf-
heaengig af kam, generelt indeholder en lavere gennemsnitskon-
centration af MelQx, end blankprgverne.
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Figur 1. Vekselvirkning mellem marinade*kam for MeIQx. Prik-
kerne viser gennemsnitskoncentrationen af MelIQx (ng/g) i hen-
holdsvis nakke og hofte per marinade per kam.
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Figur 2 viser vekselvirkningen mellem marinade*kam for 4,8-
DiMeIQx. Prikkerne viser gennemsnitskoncentrationen af 4,8-
DiMelIQx i ng/g i henholdsvis nakke og hofte per marinade per
kam (dobbeltbestemmelse). Figur 2 viser, ligesom pa figur 1, at
indholdet af 4,8-DiMelQx for blankprgverne i kam c er lav. Figu-
ren viser ogsa, at de gvrige marinader uafhaengig af kam gene-
relt indeholder en lavere gennemsnitskoncentration af 4,8-
DiMelIQx end blankprgverne.
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Figur 2. Vekselvirkning mellem marinade*kam for 4,8-DiMeIQx
Prikkerne viser gennemsnitskoncentrationen af 4,8-DiMeIQx
(ng/g) i henholdsvis nakke og hofte per marinade per kam.
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PhiP viste ogsa at have en tydelig effekt af marinade. Figur 3 vi-
ser, at der pa blankprgverne er stor forskel pa hvor meget PhiP
der dannes. Koteletter der er marineret, indeholder et fast lavt
niveau af PhiP, i modsaetning til blankprgverne.
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Figur 3. Prikkerne indikerer gennemsnitskoncentrationen (n=6)
af PhiP (ng/g) i koteletter marineret med 4 forskellige marina-
der, samt en blank.
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nininger (kam, marinade & placering) og vekselvirkningen (mari-
nade*kam) der er signifikante bevares.

Resultater viser, at der for effekter som marinade, kam og pla-
cering for harman og norharman stadig ikke signifikante. MeIQx
viser en signifikant effekt af marinade (P=0,0001), kam
(P=0,037) samt marinade*kam (P=0,0013). For 4,8-DiMelQx er
marinade (P=0,0002) samt marinade*kam (P=0,022) signifi-
kante. PhiP viser ogsa at veere meget signifikant (P=0,0006) for
marinaden. Bemaerk at effekterne samt vekselvirkningen for
MelQx, 4,8-DiMelQx og PhiP er blevet mere signifikante, efter
fjernelse af de andre vekselvirkninger.

P& baggrund af ovenstdende resultater laves den endelige model
med marinade som fixed effekt og kam som tilfaeldig. Placering
er fjernet fra modellen, da den ikke var signifikant ved nogle af
stofferne. Figur 4 viser gennemsnitskoncentrationen (ng/g) pa
indholdet af stegemutagener. Figur 4 viser, at dannelsen af
MelIQx, 4,8-DiMelQx og PhiP i blankprgverne er signifikant for-
skellige fra de gvrige marinader, mens marinaderne indbyrdes
ikke er signifikant forskellige.
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Figur 4. Gennemsnitskoncentration (n=6) (ng/g) af harman,
norharman, MelQx, 4,8-DiMelQx og PhiP malt i koteletter mari-
neret i 4 forskellige marinader, samt en blank. Tal i samme

raeekke med forskellige bogstaver er signifikant forskellige.

P-vaerdierne for harman og norharman er estimeret til henholds-
vis 0,318 og 0,461. Det vil sige at indholdet af harman og nor-
harman ikke er signifikant forskellige afhaengig af marinering.
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Gennemsnitskoncentrationen af harman i marinaderne er mel-
lem 4-9 ng/g og mellem 10-20 ng/g for norharman, hvoraf
blankprgverne indeholder henholdsvis 11 og 23 ng/g.

Der var en signifikant effekt af marinade pa sdvel MeIQx
(P=0,031) og 4,8-DiMelQx (P=0,047). Indholdet af MeIQx og
4,8-DiMelQx er betydelig forskellige i marinaderne. Bemeerk at
der dannes dobbelt s& meget MeIQx, som 4,8-DiMeIQx i blank-
prgverne (figur 4), men begge stoffer reduceres med op til 88%,
og specielt Tican og Oregano er effektive (tabel 4).

Der var en meget stor signifikant effekt af marinade pa PhiP (p-
vaerdi=0,0004). Blankprgverne indeholder i gennemsnittet 36
ng/g, og er den HCA der dannes mest af (figur 4), men er ogsa
den der reduceres over 86%, uanset marinade (tabel 4).

Tabel 4. Procentvise reduktion i forhold til blankprgven (n=6).

(%] DC Indasia Oregano Tican
Harman 59 53 20 27
Norharman 14 19 57 32
MelQx 81 65 87 88
4,8-DiMelQx 82 73 86 88
PhiP 95 86 95 96
Diskussion

Resultater viser, at vekselvirkningen mellem marinade*kam har
den stgrste effekt af MeIQx og 4,8-DiMelQx. Vekselvirkningen er
et udtryk for, hvor godt marinaden virker afhaengig af kam. PhiP
viser kun signifikans ved marinade.

Ved fjernelse af ikke signifikante vekselvirkninger og effekter,
ser man at MelQx, 4,8-DiMelQx og PhiP kun bliver mere signifi-
kante. Det skyldes, at vi ikke bruger frihedsgrader pa andre ef-
fekter, og det ggr det muligt, at forklare de effekter der er til-
stede. Indholdet af harman og norharman er upavirket, uanset
marinade, placering og kam.

Gennemsnitskoncentrationen af bade MeIQx og 4,8-DiMelQx i
kam c for blankprgverne er lav. Det betyder, at den maengde
HCA der kan reduceres i de andre kamme, er forskellig fra kam
c. Den effekt der er i marinaderne afhaenger af kam. Dette skyl-
des ikke, at der bliver dannet mere MelQx og 4,8-DiMelQx i
kammene, eller at marinaderne ikke virkede pd kam ¢, men
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fordi gennemsnitskoncentrationen af MeIQx og 4,8-DiMelQx i
kam ¢ som udgangspunkt er lavere.

Gennemsnitskoncentrationen af PhiP i blankprgverne er meget
h@j, sammenlignet med gennemsnitskoncentrationen i de mari-
nerede prgver uanset kam.

Marinering havde ikke effekt pa dannelsen af harman og norhar-
man. Antioxidanter i marinaderne har ikke vaeret i stand til at
reducere dannelsen. Disse stegemutagener kaldes ogsa co-mu-
tagener. De er ikke i sig selv mutagene, men forstaerker muta-
genicitet af de andre HCA'er.

Indholdet af MeIQx og 4,8-DiMelQx er betydelig lavere i de ma-
rinerede koteletter end i blankprgverne, idet antioxidanterne i
marinaderne har reduceret dannelsen af de to stegemutagener
med op til 88%, i forhold til blankprgverne.

PhiP er et af de HCA'er, der oftest dannes meget af i kad under
tilberedning. PhiP reduceres signifikant ved marinering i forhold
til kontrollen. Det er det stof, marinaderne er mest effektive
overfor.

Marinader med et naturligt indhold af antioxidanter, som stam-
mer fra de baer og krydderurter, der anvendes til fremstilling,
kan reducere dannelsen af HCA under tilberedning. HCA mistaen-
kes for at vaere potentielt kreeftfremkaldende, og gger risikoen
for blandt andet tarmkraeft [3]. Antioxidanter har potentiale til at
forebygge oxidativ stress, ved afgivelse af elektroner til frie radi-
kaler.

De opndede resultater fra dette forsgg viser, at det er muligt, at
lave marinader, der sikre et lavt indhold af de tre mutagene
HCA’er, men det er ikke muligt at favorisere nogle marinader
over andre.

Alle koteletter i forsgget er blevet tilberedt pa en &ben grill. P3
denne made opnas de hgjeste koncentrationer af stegemutage-
ner. Koteletterne havde en centrumstemperatur pa cirka 80°C. I
en tidligere undersggelse, fortaget af DMRI, viste at forbruger
tilbereder kgd med en centrumstemperatur pa 70°C eller derover
[2]. Derfor m3 man forvente at, de bliver eksponeret for kon-
centrationer svarende til de resultater, som er udregnet i forsg-
get.

HCA dannes i al slags kgd, men har ingen greenseveaerdi, ligesom
for regmutagener (PAH). Udover at marinering kan reducere
dannelsen af HCA, kan man som forbruger ogsa minimere dan-
nelsen, ved at bruge indirekte varme, vende kgdet jaevnligt, og



undgd at branke kgdet. Studier viser ogsa, at ved indtagelse af
kostfibre og kgd samtidig, seenkes risikoen for tarmkraeft. Marin-
gering af kad er til gengaeld en nem og effektiv made at redu-
cere indholdet HCA’er pa. En anden undersggelse viser ogsa, at
50% af de adspurgte danske forbrugere oftest marinerer svine-
kgd, mere end oksekgd og kylling, og da svinekgd er det der spi-
ses mest af i Danmark, er der gode muligheder for, at udvikle
velsmagende og sunde marinader.

Konklusion

Marinaderne DC, Tican, Indasia og Oregano er lige gode til at re-
ducerer indholdet af de mutagene HCA’er. Der er ingen af mari-

naderne der effektivt reducerer dannelsen af harman og norhar-
man.
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