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Annotatsioon

Kalade kvaliteeti m6ddetakse erinevate meetoditega, nukleotiidide laguproduktide hulga mddtmine
ja selle jargi K-indeksi arvutamine ks detailsemaid. K-indeksi arvutamiseks on vahe kasutatud TMR

tehnoloogiat ning paljude Eestis leiduvate kalaliikide K-indeksi analiilsi ei ole |dbi viidud.

Kdesoleva bakalaureuseto6 eesmargiks on anda (levaade kvaliteedimarkeritest ja
kiilmutamismarkeritest ning nende analiiisimise meetoditest, pdhjalikumalt kirjeldatakse TMR
to6pOhimotet. Eksperimentaalse t66 eesmark on kontrollida varasemates IGhe analiilsivates téodes

kasutatud meetodite korratavust IGhel ning kohandatavust ahvena ja koha analitsimise jaoks.

Lohe ja ahvena fileedega viidi ldbi vananemise katse, milles 14 paeva jooksul peale ostmist voi
fileerimist valmistatud proove tuumamagnetresonantsspektromeetris (TMR). Saadud spektreid
anallusiti kirjanduses leiduvate referentstabelite abil ning neis tuvastati kvaliteedimarkerid ja arvutati
K-indeks. Koha fileest valmistatud prooviga vananemiskatset |abi ei viidud, sest proov oli liiga
riknenud.

Kilmutamismarkerite modtmiseks asetati 16he, koha ja ahvena fileed 66paevaks erinevatele
temperatuuridele: -20 °C, -40 °C ja -80 °C. Proove moddeti enne ja peale kilmutamist TMR
spektromeetris, saadud spektreid analiilsiti kirjanduse abil. Kilmutamismarkerid tuvastati 10he ja

ahvena 0 ja 3. pdeva proovides, 7. paevaks olid mdlemad degradeerunud.

Kokkuvotteks leiti, et 16he varem uurinud t66de meetodite abil dnnestus ahvena ja koha filee
analllsimine. Lohe ja ahvena kvaliteedi-indeksid muutusid sarnaselt, kuid ahvena kvaliteet langes
kiiremini. Ahvena varskuse hindamiseks kvaliteedi-indeksi pdhjal tuleb luua kriteeriumid kvaliteedi-
indeksile, mis korreleeruksid sensoorsete nditajatega. Kilmutamismarkerite analtusil jareldati, et
IGhe ja ahvena filees saab neid markereid m&6ta 3 pdeva jooksul peale sulatamist olenemata

kiilmutamistemperatuurist.



Abstract

The quality of fish is typically measured using different methods, one of them being the K-index, which
descirbes the change of nucleotide metabolites. Out of all the different techniques used to measure
the quality of fish, nuclear magnetic resonance (NMR) spectroscopy hasn’t been used to determine

the K-index or to analyse fish species native to Estonia.

The primary aim of this dissertation is to verify the reproducibility of the NMR method that has been
used to measure the K-index of fresh salmon and whether this method can be applied to measure the
K-index of fresh perch and zander.The secondary aim of this dissertation is to verify the reproducibility
of the NMR method that has been used to determine the differences between fresh and thawed
salmon and whether this method can be applied to determine the differences between fresh and
thawed perch and zander. The objective of this dissertation is to give an overview of different fish
metabolites and the methods used to evaluate freshness and quality of fish and fish muscle with a
focus on NMR.

Two experiments were conducted for salmon, perch and salmon to measure the K-index and to
determine the differences between fresh and thawed fish. For the freshness experiment, salmon
muscle was kept at 4 °C and perch muscle at 0 °C for 14 days. NMR spectra were acquired and analysed
and K-index was found. Zander fillet appeared to be too degraded on the day of purchase, therefore
K-index was not found for zander. The differences between fresh and thawed salmon and perch fillet
were determined at three different freezing temperatures: -20, -40 and -80. The differences were not

found in zander fillet.

In conclusion, the NMR methods for measuring the K-index and determining the difference between
fresh and thawed fish were successfully used to analyse salmon and perch. Perch was found to

degrade quicker than salmon which was confirmed with the changes of the K-index value.



Liithendite loetelu

ADP adenosiindifosfaat

AMP adenosiinmonofosfaat

Asp aspartaat

ATP adenosiintrifosfaat

BA biogeensed amiinid

DMA dimetddlamiin

FID free induction decay

HPLC korg-surve vedelikkromatograafia

HSI hyperspectral imaging

IMP inosiinmonofosfaat

Ino inosiin

KIM kvaliteediindeksi meetod

Phe fenttlalaniin

RF radio frequency ehk raadiosagedus

SSO special spoilage organisms ehk erilised riknemise organismid
TKA triklorodadikhape

TMA trimetidlamiin

TMAO trimetddlamiinoksiid

TMR tuumamagnetresonants

TSP deutereeritud 3-(trimetllsiliitil)propioonhappe naatriumisool
TVB-N total volatile basic nitrogen ehk kogu aluseline lenduv lammastik
Tyr tirosiin

Vis/NIR visible or near-infrared spectrometry ehk nahtav voi infrapuna-lahedane

spektromeetria



Sissejuhatus

Kala on inimeste toidulaual populaarne toiduaine, mida soovitatakse tarbida kolm korda nadalas.
Kalades on olulisi toitaineid nagu asendamatud rasvhapped, valgud ning D- ja B-vitamiinid. Enne
toidulauale joudmist on vajalik, et jargitaks toiduohutuse reegleid ning kasutataks korrektseid
kaitlemis- ja sailitamisvotteid. Kala kvaliteet langeb suhteliselt kiiresti, seega on tarbija diglase
kohtlemise ning ohutu tarbimise seisukohalt oluline kvaliteeti kontrollida. Kvaliteeti kontrollitakse

erinevaid biokeemilisi markereid ja fuusikalisi tunnuseid analtsides.

Biokeemiliste markerite ehk kvaliteedimarkerite kontsentratsioonid muutuvad kala roiskumise kaigus.
Nende kontsentratsoonide muutuse jalgimisel saab kindlaks teha kala sailivusaja ning puugist
moodunud aja. Kiilmutamismarkerid on keemilised Gihendid, mis tekivad kalas paari pdaeva jooksul
peale kilmutamist ja Ules sulamist. Kilmutamismarkerite olemasolu hindamine on oluline

kaubanduses oleval kalal méargitud teabe kontrollimiseks ning pettuste leidmiseks ja ennetamiseks.

Kdesolevas t66s antakse Ulevaade erinevatest kvaliteedi- ja kiilmutamismarkeritest ning nende rollist
kala fusioloogias. Lisaks kirjeldatakse erinevaid kasutuses olevaid meetodeid markerite
analtiiisimiseks ning nende kasutamise eeliseid ja puuduseid. Uheks tehnoloogiaks kala kvaliteedi- ja
kiilmutamismarkerite analllsimisel on tuumamagnetresonantsspektroskoopia, kuid seda ei ole
paljude Eestis leiduvate kalaliikide anallilsimiseks kasutatud. TMR t66pdhimdtet kirjeldatakse

kdesoleva t66 eksperimentaalses osas.

Lisaks kirjeldatakse t66 eksperimentaalses osas kala TMR spektreid ning I16he, koha ja ahvenaga labi
viidud katseid. Ldhe ja ahvena fileedega viidi |dbi vananemise katse, mille kaigus jalgiti
kvaliteedimarkerite hulga muutust proovis ja leiti varskust iseloomustav K-indeks. Koha fileest
valmistatud proovi mdddeti TMR spektromeetris vaid ostmise pdeval, sellega vananemiskatset labi ei
viidud.

Kilmutamismarkerite moodtmiseks viidi 16he, koha ja ahvena fileed 060paevaks erinevatele
temperatuuridele: -20 °C, -40 °C ja -80 °C. Sulatamisest kahe ja kuue pdaeva moéddumisel moddeti

proove TMR spektromeetril ning saadud spektreid anallisiti kirjanduse abil.

Kdesoleva t66 eesmadrgiks on kontrollida varem TMR abil I8hes leiduvaid kvaliteedi- ja
kiilmutamismarkereid analliisinud todde korratavust ning kohandatavust Eestis leiduvatele

kalaliikidele nagu koha ja ahven.



1. Kirjanduse iilevaade

1.1. Kala kvaliteeti mojutavad faktorid

Kala ja kalatooted riknevad suhteliselt kiiresti, mistdttu on nende ohutu kaitlemise ja tarbimise jaoks
vaja tunda riknemise protsesse ja tunnuseid. Nende protsesside tundmadppimiseks ja kalatoodete
kvaliteedi ehk varskuse kontrollimiseks on tarvis kasutada ja valja té6tada objektiivseid, efektiivseid
ning 6konoomseid meetodeid. Kasutuses olevad kvaliteedi kontrolli meetodid pdhinevad kalas aset

leidvatel bioloogilistel ja keemilistel muutustel.

Inimsilmale ndhtavad on fisioloogilised muutused, mis toimuvad kalas peale surma nagu varvuse ja
tekstuuri muutused. Tekstuuri muutuseid pdhjustavad surmajargsed protsessid on l6dvestumine,
rigor mortis ehk kangestumine ja taaslddvestumine. Need muutustest on seotud muuhulgas kala

surma-eelse kaitlemisega. (J.-H. Cheng et al., 2014)

Kala lihase lagunemist ehk biokeemiliste lagunemisreaktsioonide produktide tekkimist saab mdoota
paevade [0ikes, mis vdimaldab sailivusaja maaramist ning varskuse hindamist. Produktide
analllsimisel tuleb arvestada, et erinevad ihendid mangivad riknemise protsessis erinevat rolli. Need
Uhendid saab jagada gruppidesse nende keemilise struktuuri jargi: valgud, lipiidid, mineraalid,
susivesikud. Suuremad makromolekulide grupid kalas ja nende keskmine sisaldus on toodud tabelis
1.1. Kalas leidub vahe susivesikuid ning palju lipiide ja valke. Analtusitavad Ghendid lagunevad
autoluitiliselt ehk kudedes leiduvate enstiimide abil ja mikroobse lagundamise teel. Kdesolev peatiikk

kirjeldab olulisemate metaboliitide lagunemist ning rolli kala varskuse ja kvaliteedi hindamisel.

Tabel 1.1. Keskmised toitainesisaldused kalas. (Alam, 2007)

Aine Vaartus, %
Vesi 65-90
Valgud 10-22
Lipiidid 0.5-20
Tuhk (mineraalid) 0.5-5

1.1.1. Nukleotiidide laguproduktid vananemismarkeritena

Kala sdilitamise kdigus toimuvad keemilised reaktsioonid, mille ldhteainete ja saaduste
kontsentratsiooni muutuste jalgimisega, on v&imalik kindlaks teha selle varskus. Uheks selliseks
aineks, mis jark-jargult laguneb, on adenosiintrifosfaat ehk ATP. Nukleotiidide nagu adenosiini
trifosfaat vormid on rakus toimuvate keemiliste protsesside energiaallikaks ning Giheks DNA ja RNA
siinteesi lahteaineks. ATP jark-jargulised laguproduktid on adenosiindifosfaat (ADP),
adenosiinmonofosfaat (AMP), inosiinmonofosfaat (IMP), inosiin (Ino) ja hiipoksantiin (Hx) (joonis 1.1).
Inosiinmonofosfaadi kontsentratsiooni langust ja hlipoksantiini kontsentratsiooni tdusu sailitamise

perioodi valtel on jalgitud mitmes uurimistoos. (Ciampa et al., 2012; Shumilina et al., 2015)



HzN
My ey =M
| M
o g o Ny 2 o ﬂ'-‘.)-%a (=] {{ \ -’)‘
L = 0 HO=B=0—F=0 ﬁr..__ =
v e e L W ‘J"'“EH =] L

2 HO —-g-—G 5]
w ‘ - K 7 & -:HEC’?
OH O -P OH G -P OH

/‘

-R -P

j-nn,
i o A,

Ine E————— IMP

0
¥ NH M~ NH
CH,0H {ﬁl o <N:[:>

N
</ [ le HO-P-0 o
N N

/ OH CH

Joonis 1.1. ATP lagunemine kdrgema energiaga tihenditest madalama energiaga Gihenditeks. (allikas)

ATP metaboliitide kontsentratsioonid muutuvad kala sdilitamise kdigus, seoses kdrgema energiaga
Uhendite biokeemilisel lagunemisel nagu on naidatud joonisel 1.2. Fraser et al. 1967 uurisid tursa lihas
peale surma toimuvaid muutuseid, valtides surmaeelset rapsimist ja ATP varude dra kulutamist. Palju
rapsinud kala lihases on vahem ATP-d ja suhkruid, rohkem piimhapet kui rahulikus kalas. Need
muutused mojutavad kala maitset ja tekstuuri, samuti sdilivusaega. Seetdttu mdjutab kvaliteeti peale

sdilitamistingimuste ka pliligiaegne kohtlemine. (Fraser et al., 1967)

6.0

Joonis 1.2. ATP ja selle laguproduktide kontsentratsiooni muutus ajas 0 °C juures. (Fraser et al., 1967)
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Pulddmisel tuleb arvestada, et elus kala lihases toimub lihase |6dvestumise ja kokkutdmubumise jaoks
ATP-ga seotud reaktsioone, mis on seotud metabolismi energia tootmise ja tarbimisega (joonis 1.3).
Rapsides kulutab kala lihaste energiavarud, kuid ei jdua neid enne surma taastada. Seetdttu kiirenevad

surmajargsed lagunemisreaktsioonid.

kontrakteerunud
lihase filament

=

16dvestunud lihase .
filament fosfokreatiin

€0, + Hy0

piimhape
puruvaat

glukoos-
fosfaadid

AMP

appglukogeen
kreatiin

Joonis 1.3. Lihase lI6dvestumise ja kokkutdmbumisega seotud metabolism (Sikorski, 1990)

Lisaks putgiviisile mdjutab liha lagunemist ka sailitamistemperatuur. Temperatuur mdjutab
sdilivusaega, sest keemiliste reaktsioonide kiirused on erinevatel temperatuuridel erinevad. Selle
pShimastte jargi tootasid Shumilina et al. (2015) valja mudeli, mis jagab erinevatel pdevadel tehtud
I6he proovid sailitamistemperatuuri ja surmast moéddunud aja jargi gruppidesse. ATP laguproduktide
kontsentratsioon tduseb 4 °C juures kiiremini kui O °C juures. Seega on vdimalik ATP laguproduktide
kontsentratsiooni m&&tmisega kindlaks teha sailitamistemperatuur. Nad leidsid, et ile kahe nadala
jaa sees seisnud I6hefilee markerite kontsentratsioonid on sarnased kuni kaks nadalat 4 °C juures
seisnud fileega. Seega Shumilina grupi mudel to6tab vaid sellise I6he analttsimiseks, mille pliidmisest
on moddas vahem kui 14 pdeva, sest sellest ajast kauem sailitatud IGhesid ei olnud vdéimalik eristada

sdilitamistemperatuuride jargi. (Shumilina et al., 2015)

Lahtudes ATP jark-jargulisest lagunemisest hinnatakse kala kvaliteeti ja varskust produktide
kontsentratsioonide kaudu. Nende kvaliteedimarkerite anallilisimisel on vdimalik hinnata kala

sailivusaega ning seniseid sailitamistingimusi.

1.1.2. Teisi vananemismarkereid

Peale nukleotiidide laguprodukide anallilsitakse varskuse hindamiseks ka teisi rakkude eluks vajalike
Uhendite lagunemisprodukte. Need Uhendid makromolekulide gruppidesse, mida kalas kdige
suuremas hulgas leidub. Valgud lagunevad esialgu aminohapeteks. Vabu aminohappeid leidub kalas
erinevas kontsentratsioonis (naidatud tabelis 1.2), kusjuures nende kontsentratsioon langeb hoidmise
kdigus. Vabad aminohapped degradeeruvad lenduvateks lammastikiihenditeks ja biogeenseteks
amiinideks. Valgud ja aminohapped lagunevad nii mikroobse tegevuse kui autoliiiitiliste protsesside

kaigus.
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Tabel 1.2. Aminohapete keskmine sisaldus kalades nagu tursk, kilttursk, sdekala, sdaga, merilesta,
hiidlest, makrell jms. (Sikorski, 1990)

Aminohape Keskmine Vahemik
% N6.25 % N6.25
Alaniin 7.91 7.7-8.8
Arginiin 5.95 5.7-6.3
Asparagiinhape 10.34 9.9-10.9
Tsustiin 1.04 0.9-1.1
Glutamaat 14.91 14.3-15.4
Glitsiin 4.60 4.2-5.4
Histidiin 2.01 1.8-2.2
Isoleutsiin 6.03 5.5-6.3
Leutsiin 8.41 7.8-9.1
Lisiin 8.81 7.9-9.5
Metioniin 2.97 2.8-3.2
Fentdlalaniin 3.92 3.714.1
Proliin 3.52 3.3-3.7
Seriin 5.14 4.6-6.0
Treoniin 4.62 4.4-5.0
Triiptofaan 0.96 0.9-1.0
Turosiin 3.27 3.1-34
Valiin 5.95 5.6-6.2

Samuti langeb sdilitamise ajal erinevate suhkrute nagu maltoosi, glikoosi, galaktoosi ja mannoosi
kontsentratsioon. Nende lagunemisel tduseb piimhappe, dddikhappe, suktsiinhappe, etanooli ja 2,3-
butaandiooli kogus kas ensiimaatilise lagunemise vdi mikroobse fermenteerimise kaigus. (Sikorski,
1990)

Lisaks suhkrutele on lihases oluline energiamolekul kreatiin. Kreatiin vahendab ADP fosforileerimist
ehk ATP tootmist ADP-st. Fosfokreatiin talletab fosfaatriihmas keemilist energiat, mille kannab ADP-
le fosforileerimise kaigus (joonis 1.4). Kreatiini/fosfo-kreatiini on seet&ttu lihases mérgatavas
koguses. Surmajargselt hakkab kreatiini hulk lihases langema autolldtiliste protsesside ja mikroobse
lagunemise kaigus. Seega kreatiini kontsentratsiooni muutus lihases korreleerub kala
riknemisega.(Sikorski, 1990)

11
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Joonis 1.4. Kreatiin ja fosfokreatiin.

Peale makromolekulide lagunemise, analiilsitakse ka lammastikuiihendeid. Kalade lihastes leidub
trimetiitlamiinoksiidi (TMAQ), mis kaitseb lihasvalke kérge rohu mojude eest (Leisner, Gram, 2014).
Kala lagunemisel toimub trimetiilamiinoksiidi lagunemine trimetiitilamiiniks (TMA), mis on kalale
iseloomuliku tugeva I6hna allikas, ja formaldehiidiks. TMAO kontsentratsioon elus kalas tGuseb tema
vanuse ja suuruse kasvuga ning langeb keskkonna soolsuse langusega (van Waarde, 1988). TMA vdib
tekkida ka koliinist bakteriaalse lagunemise kaigus nagu ndidatud joonisel 1.5. TMAO ja TMA
kontsentratsiooni analusimisel kala lihases saab hinnata kala kvaliteeti.

trimetiiilamiin e TMA '8 1
trimetiulamiinoksiid
H 3C\ /C Hs + e TMAO
N G
l ———————*H
CH,

|

dimetuulamiin
H

[
H.C—N. e DMA
: |\/\OH —|_
CH, HchO

formaldehuud

N
< | ScH.
CH,
HiC_ _-CH

H, g3

koliin

Joonis 1.5. Koliini lagunemise kaigus tekivad TMA, TMAO, DMA ja formaldehid.

Tavaliselt toimub TMAO redutseerimine bakterite anaeroobse hingamise tdttu, produktiks TMA.
TMAO toimib bakterite rakuhingamisel elektronide akseptorina (Rodger & Hastings, 1984). Erandiks
on tursklaste sugukonna kalad (nt tursk, kilttursk, séekala), kes toodavad enstiimi TMAO-aas ehk
TMAO demetiilaas. TMAO-aas lagundab TMAO dimetttlamiiniks (DMA) ja formaldehutdiks.
Formaldehiitid tekitab lihasvalkude vahel ristsidemeid, muutes lihase sitkemaks ning soodustades
veekadu. Sitke ja kuiv filee ei ole tarbimiseks atraktiivne, seega tasub kasutada meetodeid
formaldehiilidi moodustumise aeglustamiseks nagu sailitamine temperatuuril alla -30°C. (Gill et al.,
1979; Huss, 1995)
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Kalaliha vananemist saab jalgida mitmete keemiliste Ghendite kaudu, mis mangivad rolli liha kvaliteedi
langemises. Kdesolevas peatiikis nimetatud ihendite laguprotsessid ei ole selgelt jark-jargulised nagu

ATP lagunemisreaktsioonid.

1.2. Kiulmutamismarkerid

Madalaid temperatuure kasutatakse kala sdilitamiseks kahel pdhjusel: bakterite kasvu inhibeerimiseks
ning ensiiimide deaktiveerimiseks, mdlemad mangivad rolli orgaanilise massi lagunemises. Madalal
temperatuuril — alla 0 °C — tekivad veekristallid, mis I6huvad rakuseinu ja organelle vabastades
enstiime ja muid keemilisi Ghendeid. Seetdttu on peale lles sulatamist kala lihas toimuvad
reaktsioonid veidi erinevad sellise kala liha metabolismist, mida ei ole sigavkilmutatud. Libinisti
kiilmunud ja sulatatud lihas leidub aspartaati (Asp), fumaraati ja kdrgemas kontsentratsioonis
fentilalaniini (Phe) erinevalt 0 °C juures hoitud lihast (Shumilina et al., 2020). Nii fumaraadi kui
aspartaadi kogus tduseb alates esimesest pdevast peale sulatamist kuni kolmanda paevani ning
seejarel langeb nullini. Kilmutamata lihas on mdlema kontsentratsioon vdga madal ning langeb
hoidmise valtel. Phe leidub nii sulatatud kui kiilmutamata lihas, kuid kiilmutatud-sulatatud lihas on

selle kontsentratsioon margatavalt kdrgem. (Shumilina et al., 2020)

Kala kiilmutamine pikendab sadilivusaega ja seega vahendab toidu raiskamist. Kiilmutatud ja varskel
lihal on tarbija jaoks erinev vaartus, lisaks on oluline toodetele tdese teabe markimine. Seega tarbija

petmise vahendamiseks ja ennetamiseks on vajalik kiilmutamismarkerite sisalduse kontrollimine.

1.3. Vananeva liha moju tervisele

Enamasti mdjutavad hoidmise kdigus tekkivad Gihendid kala I6hna, maitset, valimust ja tekstuuri, kuid
ei ole ohtlikud. Vananevas kalas leidub teatud sailitamise aja jarel biogeenseid amiine, mis tekivad
aminohapete dekarboksiileerumisel. Biogeensed amiinid on tavaliselt tugeva I6hnaga bioaktiivse
toimega ained, mis mangivad organismis olulist rolli ndrvislisteemis, veresoonkonna ja aju t66s. Nende
Uleliigne hulk on organismile kahjuliku m&juga. Biogeensed amiinid tekivad kala lihas hoidmise kdigus,
mistSttu seisnud kala tarbimine vdib pShjustada organismis tugevaid reaktsioone. (Rodriguez et al.,
2014)

Biogeensetest amiinidest leidub kalas kdige rohkem histamiini, putrestsiini, kadaveriini, tliramiini,
triptamiini, 2-fendilettilamiini, spermiini, spermidiini ja agmatiini (Ozogul, Ozogul, 2006). Erinevalt
teistest biogeensetes amiinidest on histamiin I6hnatu. Histamiin voib pdhjustada allergilisi
reaktsioone. Lisaks, histamiin, dopamiin, serotoniin ja tiramiin on psiihhotroopse mdjuga. Putresiin
ja kadaveriin mangivad rolli toidumiirgistuses (Onal, 2007). Kala ohutu tarbimise jaoks on oluline

korrektne sdilivusaja kommunikeerimine ning digete sailitamistingimuste tagamine.
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1.4. Meetodid kala kvaliteedi kontrolliks

Kala toodete kvaliteedi madravad traditsiooniliselt nende valimus, varskuse aste ja toiduohutus
bakterite, parasiitide ja kahjulike kemikaalide puuduse naol. Nende omaduste hindamiseks on vaja
objektiivseid meetodeid. Meetodite valimisel tuleb arvesse votta nende aja- ja ressursikulukust,
kattesaadavust ning sobilikkust konkreetsele kala tootele. Kvaliteedi hindamise meetodid vaib Gldiselt
jagada sensoorseteks ja instrumentaalseteks. Kuna I6plik hinnang toote kohta jaab tarbija teha, oleks

hea, kui kontrolli tulemused korreleeruksid sensoorsete kvaliteedinaditajatega.

1.4.1 Sensoorsed meetodid

Sensoorsed meetodid hdlmavad vaatlust, kompimist ning I6hna hindamist. Nende omaduste
objektiivsemaks hindamiseks on valja tootatud erinevad kvaliteedi hindamise meetodid. Neist
populaarseimad on kvaliteediindeksi meetod (KIM) (ingl k quality index method ehk QIM) ja Torry
skeem. Mdlemad meetodid on liigispetsiifilised ning hinde arvutamisel lahtutakse referentstabelitest.
Kala varskuse hindamisel voetakse arvesse IGpuste, silmade, soomuste, sisikonna, naha, lihase varvi,
tekstuuri ja I8hna. Uldiselt korreleerub madal kvaliteedi skoor mikroobse riknemisega. (Archer, 2010;
Wu et al., 2019)

Varvuse muutus toimub kalas mioglobiini ja hemoglobiini okstideerumisel ning lammastikihenditega
reageerimisel, mille tulemuseks on pruunid Gihendid. Kalale iseloomuliku varske kala 16hna tekitavad
karbonulliihendid ja kuue, kaheksa ja Giheksa siisinikuga alkoholid - heksanaal, 1-oktaan-3-ool, 1,5-
oktadieen-3-o0l ja 2,5-oktadieen-1-ool, mille struktuurid on naidatud joonisel 1.6. Alkoholide hulga
suurenemisel ja lihikese ahelaga estrite tekkimisel muutub kala I6hn ndrgemaks. Happeline, piimjas,
kopitanud I8hn tekib biogeensete amiinide ja lenduvate ldmmastikuiihendite tdttu. Lagunemisega
seotud IGhn tekib aminohapete tsisteiini ja metioniini lagunemisel tekkivatest vaavlihenditest.
Roiskunud kalale iseloomuliku I8hna allikaks on aminohapete lagunemise produktid indool, putrestsiin
ja kadaveriin. (Sikorski, 1990)

'*:I:\/W O —':CM
CH,

heksanaal 1,5-oktadieen-3-ool
CH. H : CH:
_’_‘C/\/\/k/ s NSNS
1-oktaan-3-ool 2,5-oktadieen-3-o0l

1.6. Heksanaali, 1,5-oktadieen-3-ooli, 1-oktaan-3-ooli ja 2,5-oktadieen-3-ooli struktuurid.

14



Sensoorse kvaliteedi hindamise meetodid KIM ja Torry skeem annavad hinnangu terve kala
omadustele, seega ei sobi filee ja td6deldud toodete hindamiseks. Mdlema meetodi hinnete jargi saab
arvutada, mitu paeva on kala jaal hoitud ning KIMi skoori kasutatakse sailivusaja hindamiseks. (Archer,
2010)

Sensoorse hindamise eeliseks on kiirus ja proovi puutumatus — proov sdilib esialgsel kujul. Sensoorne
kvaliteedi hinne on otseselt seotud toote atraktiivsusega tarbija jaoks. Meetodi puuduseks on

treenitud eksperdi vajadus ja inimestele omane subjektiivsus.(Aursand et al., 2009)

1.4.2 Biokeemilised ja keemilised meetodid

Biokeemilised ja keemilised meetodid pdhinevad molekulide keemilistel omadustel nagu
molekulidevaheliste sidemete loomise voime, faasitileminekud, molekulmass, ioonide moodustamise
vOime. Seni on kalatoodete varskuse hindamiseks méddetud lenduvaid lammastikiihendeid (total
volatile basic nitrogen ehk TVB-N) nagu TMA, DMA, ammoniaak jm lammastikuiihendid; biogeenseid
amiine (BA); nukleotiidide metaboliite; etanooli ja lipiidsete hiiperoksiidide peroksiidarv (peroxide
value). (Wu et al 2019)

TVB-N Uhendid tekivad riknemise hilisemas staadiumis valkude, aminohapete jm kdrgemat jarku
lammastikihendite lagunemisel. TMAO ei leidu mageveekalades, seega nende kvaliteedi hindamiseks
moddetakse BA ja TVB-N. DMA abil saab varskust maarata vaid tursklaste sugukonda kuuluvates
liikides.

Lenduvate |dmmastikiihendite ja biogeensete amiinide md&d&tmiseks kasutatakse muuhulgas
aurudestillatsiooni; mikrodifusiooni; gaas-, vedelik-, dhukese kihi, katioon-vahetuse kromatograafiat
ja mass-spektromeetriat. Need meetodid on aegandudvad ja ressursikulukad, kromatograafid vajavad
pohjalikku kalibreerimist, mass-spektromeetris interakteerub proov instrumendiga, muutes korduvad

modtmised ebatdpseks. Nii kromatograafia kui MS meetodid havitavad proovi. (Mattsson et al., 2018)

ATP metaboliitide kaudu kvaliteedi hindamiseks on loodud K-indeks, valem 1.1, mis hélmab kdikide
ATP laguproduktide kontsentratsioone proovis (Ciampa et al., 2012; Saito et al., 1959). Luong et al.,
1992 leidsid, et osade liikide kvaliteedi hindamiseks sobib H-indeks (valem 1.2), milles ei arvestata
ATP, ADP ja AMP kontsentratsioone.

[Ino]+[Hx]

= 0,
k= [ATP]+[ADP]+[AMP]+[IMP]+[Ino]+[Hx] X 100% (1.1)
_ .
H= [IMP]+[Ino]+[Hx] X 100% (1.2)

K-indeks on po6ordvordeliselt seotud kala kvaliteediga, kuid kvaliteeti maaravad vahemikud on
liigispetsiifilised. K-indeksi Glemine vaartus I6hele on 70-80%, suureparase kvaliteediga I6hele alla 40-
50% (Erikson et al., 1997). Toore tuunikala K-indeksile kehtivad sellised kriteeriumid: hea kvaliteet kuni
18,7%, rahuldav, restoranikvaliteet kuni 52%. K-indeksi vadrtus tduseb kilmaveekalades ja tumeda
lihaga kalades kiiremini. (Sikorski, 1990)
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ATP metaboliidid lagunevad suhteliselt kiiresti. K-indeks sobib kvaliteedi maaramiseks riknemise
varases staadiumis. Metaboliitide kontsentratsiooni proovis mdddetakse traditsiooniliselt
korgsurvevedelikkromatograafia (HPLC) meetodil, enstiimidega kaetud testribade voi enstiimidega
kaetud elektroodidega. HPLC on aegandudev ja ressursikulukas, testribad ja elektroodid on vaid
kvalitatiivse vaartusega vahendid. (Wang et al., 2015)

Peale lammastikutihenditele ja ATP metaboliitidele on kalades ka suur hulk kiillastumata rasvhappeid,
mis lagunevad kergesti alifaatseteks hapeteks, aldehiiidideks ja ketoonideks. Lipiidide
okslideerumine on mark kala lagunemisest. Selle hindamiseks mdddetakse tiobarbituurhapet ja
peroksiidarvu spektrofotomeetria meetodil. Spektrofotomeetria sobib Uksikute ihendite sisalduse
analllsimiseks proovis, kuid mitte keeruliste segude. Erinevat tiilipi Uhendite anallitsimiseks on tarvis
erineva tundlikkuse ja lainepikkuse vahemikuga spetkrofotomeetrit, mistottu voib erinevat tiupi

segude anallsimine kallis olla. (Mendes et al., 2009)

Lisaks riknemisega kaasnevate Uhendite modtmisele hinnatakse ldiseid keemilisi omadusi nagu

niiskus-, lipiidide, valgu- ja tuhasisaldus. Need omadused ei ndita selgelt kala varskust ja sdilivusaega.

Biokeemiliste ja keemiliste meetodite eeliseks sensoorsete meetodite ees on vGimalus seada
kvalitatiivseid standardeid. Samas varieeruvad kalade keemilised omadused liikide, piiligiaja ja -koha
ning toitumistingimuste toéttu. Lisaks sobivad erinevate kala- ja mereloomade liikide jaoks erinevad
meetodid, mis teeb keeruliseks dige meetodi valimise. Liikidellese standardi loomine on seega

keeruline.

1.4.3 Fuiisikalised meetodid

Flusikaliste meetodite hulka kuuluvad elektrijuhtivuse, pH, tekstuuri ja varvuse m&&tmine. Zhu et al
2013 leidsid seose jamepea (Aristichthys nobilis) liha takistuse, pH ja tekstuuri vahel hoidmise kaigus
(zhu et al., 2013). Filee elektrijuhtivusel on selge seos surmajargsete muutustega, kuid séltub, mis liiki
kala on ning sellest, kas kala on veristatud voi veristamata, vigastatud, fileeritud voi kilmutatud.
(Sikorski, 1990)

Lihase pH muutub suhkrute lagundamise ja sellejargse hapete hulga tdusu toéttu. Joonisel 1.7 on
ndidatud glikogeeni, piimhappe ja pH muutused tursa lihases. Glikogeen on glikoosi jadkidest
koosnev polisahhariid, mis hiudrolltsumisel laguneb glikoosiks. Piimhappe hulga tdus peatub
glikogeeni kontsentratsiooni 0-ni langemisel. Samal ajal pH langus ja stabiliseerumine korreleerub

piimhappe hulga téusu ja stabiliseerumisega.
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Joonis 1.7. Glukogeeni, piimhappe ja pH muutused tursa lihases 0°C juures. (Fraser et al., 1967)

Tekstuuri mddtmisel lahtutakse surmajargsetest etappidest, millest halvima mdjuga kala kvaliteedile
on surmajargne kangestumine. Rigor mortis on lihaste kokkutdmme, kuid toimub ATP lagunemise
tottu. Lihaskiudude l6dvestunud olekus hoiab ATP miuosiini ja aktiini filamendid lahus. ATP ja
filamentide vahelise sideme katkemisel libisevad filamendid (ksteise vahele — toimub
lihaskontraktsioon. Kohe peale surma on lihas IGtv ja elastne. Peale kangestumist, mis voib kesta mitu
tundi kuni 66péaeva, jargneb I6dvestumine filamentide proteoliilsi tdttu — lihas on kaotanud elastsuse.
(J.-H. Cheng et al., 2014)

Tekstuuri instrumentaalsel mddtmisel hinnatakse ldbitavust, kokkusurutavust, pinget ja I6igatavust.
Enim kasutatakse Warner-Bratzler Shear Force Test (WBSFT) ja Kramer Shear Cell aparatuuri (Alizadeh
et al., 2007). Tekstuuri modtmine on tdpne ja sirgjooneline meetod kala liha kvaliteedi hindamiseks,
samas mojutavad liha tekstuuri nii surmaeelne ja -jargne kaitlemine, sailitamistingimused, liik, vanus
kui kasvukeskkond. Lisaks ei saa tekstuuri pdhjal hinnata kala liha vanust ega sdilivusaega.

Varvuse hindamiseks kasutatakse kolorimeetrit ning hinnatakse heledust, punasust, kollasust ja ldist
varvimuutust. Kala varvuse muutused korreleeruvad KIM skooriga. Varvuse muutuse mddtmine ei ole
liikidellene meetod, lisaks mangivad rolli organismi kasvukeskkond, dieet, temperatuur ja
hoiutingimused. (Olafsdottir et al., 2004)

Flusikaliste meetodite eelis on proovide sdilimine anallilsi kdigus. Samas moddavad need uldisi
omadusi, mis varieeruvad kalaliikide, kasvukeskkonna, vanuse ja sadilitamistingimuste tottu. Need
meetodid sobivad kiireks ja pealiskaudseks anallidsiks, kuid mitte sdilivusaja hindamiseks ja

pohjalikumaks kvaliteedianallisiks.
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1.4.4 Mikrobioloogilised meetodid

Mikrobioloogilised meetodid on teistega vorreldes kdige aegandudvamad. Mikroobide arvu kasv
korreleerub kala kvaliteedi langusega mitte-lineaarselt. Mikroobide arvu hinnatakse elusrakkude arvu
loendamisega (toores kalas max 10° CFU/g (Olafsdottir et al., 1997)) ja special spoilage organisms ehk
SSO-de arvu loendamisega (Miks-Krajnik et al., 2016). SSO alla kuuluvad mdned gram-negatiivsed
fermenteerivad liigid (Psychrobacter, Acinetobacter, Alteromonas, Psudomonas, Flavobacterium ja
Vibrio), kes eelistavad tootlemata kilmaveekala, ja moned gram-positiivsed psihrofiilsed ja
tiogeensed liigid (Pseudomonas, Alteromonas, Shewanella ja Flavobacterium), kes eelistavad
jahutatud soojaveekala. (Sikorski, 1990)

Rakkude loendamiseks on erinevaid meetodeid, millest kdige aeglasem on elusrakkude loendamine.
Selleks on vaja teha proovist kiilv, sellest valjakiilve ning oodata iga kiilvi kasvamist. Kiiremad
meetodid on immunoensiimmeetod (ELISA), poliimeraasi ahelreaktsioon (PCR) ja 16S rRNA jargmise
generatsiooni ssekveneerimine. (Béhme et al.,, 2013) Need meetodid on ressursikulukad ning

aeglasemad kui tédstuses kala kvaliteedi hindamiseks tarvis on.

1.4.5 Bioonilised meetodid

Biooniline tehnoloogia on suures plaanis sna uus ning vajab veel tdiustamist, kuid sel on suur
potentsiaal asendada traditsioonilised kvaliteedi maaramise meetodid. Ensiimaatiline biosensor on

vaga selektiivne ning sobib keeruliste proovide anallisiks. (Thakur & Ragavan, 2013)

Kvantitatiivseks anallisiks nduab ensiimaatiline biosensor proovi ettevalmistust. Lisaks on enliimide
tootmine kallis ning sensorivaline keskkond vGib pdhjustada nende deaktiveerumist. (Rotariu et al.,
2016)

Elektrokeemiline biosensor on vahem tundlik ning vajab kdrget proovi puhtust. Elektrokeemiline
biosensor to6tab adsorptsiooni vdi elektro-katallltilisel pohimottel. Selle meetodi eelis on madal hind

ja vaiksem proovi ettevalmistuse aeg. (Peris & Escuder-Gilabert, 2009)

Elektroonilise nina tehnoloogia jaljendab inimese I6hnatundmise mehhanismi. See on kiire m&6&teaja,
laia tuvastusvahemikuga ja hea korratavusega meetod, mille jaoks ei ole tarvis proovi ette valmistada.
Meetodi puuduseks on kérge tootemperatuur — 250-500 °C — ja spetsiifiline gaasikeskkond. (Hui et al.,
2012)

Kolorimeetrilistel sensoritel on tdpsuse ja tundlikkuse eelis elektroonilise nina sensorite ees ning neid
saab toota mobiilsete seadmete jaoks. Kolorimeetriliste sensorite pinnal seonduvad lenduvad
molekulid tugevate keemiliste sidemetega, seetdttu ei saa sensoreid taaskasutada. Kolorimeetrial

pohinevad ka targa pakendi tehnoloogiad. (Dominguez-Aragdn et al., 2018; Pacquit et al., 2006)

Elektrooniline keel on sarnane elektroonilisele ninale, kuid sobib vedelate proovide analiilsimiseks.

Apetrei et al. 2013 naitasid, et e-keel sobib kala varskuse m&&tmiseks. (Apetrei et al., 2013).
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Masin-nagemise meetod eristab muutusi vaid kala pinnal, mist6ttu ei tuvasta riknemist lagunemise
algfaasis. Bioonilised meetodid on kiired, mdned neist ei havita proovi ning on objektiivsemad kui
inimeste |dbi viidavad sensoorsed meetodid (J. H. Cheng et al., 2013). Samas on neil arenguruumi ja

need ei asenda veel traditsioonilisi meetodeid.

1.4.6. Spektroskoopia meetodid

Uuemad spektroskoopia meetodid on ndhtava/infrapuna-lahedane (visible/near-infrared ehk Vis/NIR)
spektroskoopia, hyperspectral imaging ehk HSI ja fluorestsents-spektroskoopia. Vis/NIR tuvastab
varajasi bakteritest tingitud muutusi, kuid vajab mudelit erinevate sailitamistingimuste jaoks. (Sone et
al., 2011)

HSI meetod liidab spektroskoopia ja piltdiagnostika parimad omadused. See tehnoloogia ei kahjusta

proovi, HSI spekter visualiseerib proovi struktuuri ja keemilise koostise. (J. H. Cheng et al., 2013)

HSI ja fluorestsents-spektroskoopia toostuses kasutuselevétmiseks on vaja ulatuslikumat uurimistood
parimate lainepikkuste leidmiseks proovide jaoks. Seni on nende meetoditega analiilsitud vaheseid
liike. (Wu et al., 2019)

1.5. Tuumamagnetresonantsspektroskoopia meetod

Lisaks muudele spektroskoopia meetoditele on kalade metaboliitide analiiisimiseks kasutatud ka
tuumamagnetresonants spektroskoopiat. Uuritud on erinevaid kalaliike nagu 10he, tursk, tuunikala,
boga, heik jm. Shumilina et al. ja Ciampa et al. on loonud tugeva aluse TMR spektroskoopia

kasutamiseks kala kvaliteedi hindamiseks.(Ciampa et al., 2012; Shumilina et al., 2015)

Tuumamagnetresonantsspektroskoopial on eeliseid teiste spektroskoopiameetodite ees. TMR
anallis ei havita proovi, seda saab sailitada ja korduvalt mddta. Sisestandardite keemistemperatuur
on suhteliselt madal, seega proovi on vdimalik puhastada. TMR spektromeeter ei ndua kalibreerimist.
Proovi ettevalmistamine on vahe aega ndudev. TMR pakub nii struktuurset kui kvantitatiivset infot
proovi kohta, seega on vd&imalik tundmatuid Uhendeid tuvastada. TMR puuduseks mass-
spektromeetria ees on madalam tundlikkus, kuid MS ja TMR on komplementaarsed meetodid.
(Brennan, 2014)

19



2. Eksperimentaalne osa

2.1. To006 eesmark ja lilesanded

Kdesoleva t06 eesmdrk on kontrollida ISheliste perekonna kaladega Ilabi viidud TMR
anallisimeetodite kohandatavust teistele kalaliikidele — kohale ja ahvenale. TMR spektroskoopiaga

anallusiti kvaliteedi- ja kiilmutamismarkereid.

2.2. Tuumamagnetresonantsspektroskoopia

TMR on spektroskoopia tehnika, milles proov interakteerub tugeva magnetviljaga. Meetodi p6himéte
tuleneb aatomituumade magnetilistest omadustest. Paaritu massiarvu voi paaritu aatomiarvuga
tuumad ehk tuumad, milles on paaritu arv prootoneid vdi neutroneid, omavad nullist erinevat spinni,
mis annab neile magnetmomendi, mis omakorda annab vastasmdju valiste magnetvaljadega. See-eest
paarisarvu neutronite ja prootonitega tuumade spinn on 0, seega neid ei saa TMR abil mdota. (Keeler,
2010)

2.2.1. Spinnkvantarv

Aatomituumasid iseloomustatakse spinnkvantarvuga I=n/2, kus n on positiivne taisarv. Spinn kirjeldab
tuuma nurkmomenti, mis on jaav suurus (Joonis 2.1a). Spinni orientatsioon ruumis vdib olla erinev,
kuid vaartus soltub ainult tuumast. Lahuste spektroskoopia kasitleb tavaliselt tuumasid, mille spinn on
%, nditeks H, 3C, °N, 3P, 1F. Edaspidi kirjeldatakse kdesolevas t66s 'H TMR spektroskoopiat. H
spinnil on 21+1 voimalikku olekut: — % ja + %. Kokkulepitult =% on B-olek ja +% on a-olek. a-olek on
madalama energiaga, kui B-olek (joonis 2.1b), nende vahet iseloomustab AE, mis on virdelises seoses

magnetvalja Bo tugevusega. (Claridge, 2016)

Energia muutu kirjeldab valem 2.1, kus h — Plancki konstant, v — nurkkiirus, y — gliromagneetiline suhe.

AE = hv = hvBo (2.1)
2T

-1/2 8

Energy

/ﬂ

1/2 «

I=1/2
a) b)
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Joonis 2.1. a) Aatomituuma magnetmoment p, b) prootoni spinni v&imalikud olekud

energiateljel.(Claridge, 2016)

Kuna prootonil (*H) on laeng, tekib selle péérlemisel magnetvili, mille magnetmoment on spinni
suund. llma valise magnetvidljata esinevad proovis olevate tuumade spinnid suvalistes suundades,
niiet koikide spinnide magnetmomentide vektorsumma on null. Asetades proovi magnetvélja Bo
poorduvad (pdorlevad) tuumad osaliselt valise magnetvilja suunas. Tekib olukord, kus spinnide
magnetmomentide vektorsumma ei ole enam null, vaid annab summaarse makroskoopilise
magnetisatsiooni vialise magnetvalja suunas (joonis 2.2). TMR md&ddab seda summaarset
magnetisatsiooni. Magnetisatsioon on proportsionaalne a- ja B-olekus spinnide suhtega (valem 2.2).
(Keeler, 2010):

=e

Na AE/kgT
NB ’

(2.2)

kus Nq ja Ng — vastavates olekutes olevate spinnide arvu, kb — Boltzmanni konstant, T —temperatuur,
K.

with field
at equilibrium

Joonis 2.2. Vasakul pinnnide vektorid ilma vilise magnetvaljata, paremal spinnnid valises tugevas

magnetvaljas Bo, kus summaarne magnetisatsioon on magnetvalja suunas. (Claridge, 2016)

Individuaalsed spinnnid ei p66rle magnetvaljaga B, ideaalselt paralleelselt, vaid pretsesseeruvad —
keerlevad Umber z-telje nagu vurrid — teatud sagedusel, mida nim. Larmouri sageduseks (joonis 2.3).

Larmouri sagedus s6ltub magnetvalja B, tugevusest. (Claridge, 2016)
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Joonis 2.3. Spinni pretsesseerumine (Claridge, 2016)

2.2.2. Raadiosageduslik pulss

Viline konstantne tugev magnetvali B, on TMR esimene komponent. Kui véline magnetvali teistpidi
poorata, poorduksid ka spinnid vastupidises suunas — toimub Uleminek a-olekult B-olekule ja
vastupidi. (Keeler, 2010)

TMR teine komponent on tugev ostsilleeruv raadiosageduslik pulss (RF). RF pulss on vaga lihike ja
katab laia sageduste vahemiku. Kui RF pulss tabab proovis olevaid aatomituumasid Larmouri sagedusel

ehk nende resonantssagedusel, toimuvad tGleminekud a- ja B-olekute vahel. (Keeler, 2010)

TMR eksperimendis kasutatakse 90° RF pulssi, mis p6drab tuumade summaarse magnetisatsiooni
vektori magnetvdlja suunalt — z-teljelt — eemale xy-tasandile, misjarel see hakkab z-telje Umber

Larmouri sagedusel podrlema ning oma algset asendit taastama ehk relakseeruma. (Keeler, 2010)

2.2.3. FID-signaal

Relakseeruvad tuumad annavad signaali, mida nimetatakse Free Induction Decay ehk FID-iks. FID
koosneb sumbuvatest koosinuslainetest, mille amplituud soltub relakseeruvate spinnnide xy-
komponendist. Joonisel 2.3 on ndidatud, kuidas 90° pulsi saanud tuum relakseerub ja summaarne
spinni xy-komponent vaheneb, kuna spinn pdordub z-telje suunas. Resonantssignaal FID vdaheneb
magnetisatsiooni asendi taastudes. Relakseerumise kiirus soltub tuuma keemilisest keskkonnast.
(Keeler, 2010)
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90° rf pulse

Joonis 2.4. Tuuma relakseerumine peale 90° pulssi ning vastav FID. (Ridgway, 2010)

Kogu eksperiment tuumade ergastamisest kuni spinnide asendi taastumiseni vGtab aega mdne

sekundi (joonis 2.5). Sama eksperimenti korrates saab tulemused kokku liita, mis parandab signaali ja
mira suhet. (Keeler, 2010)

d1

Joonis 2.5. TMR pulsiprogrammi skeem ajateljel, d1 on ooteaeg, jime vertikaaljoon on 90° RF pulss,
millele jargneb signaali kogumine kuni sumbumiseni. (Parella, 2006)

2.2.4. Andmete tootlus

Kogutud FID toodeldakse Fourier teisenduse abil ajateljel koossinussignaalidest sagedusteljel
spektriks, spekter esindab funktsiooni proovi moodustavate erinevas keemilises keskkonnas olevate
prootonite resonants-sagedustest (joonis 2.6). Skaala esitatakse abstsiss-teljel kahanevalt. Fourier
teisenduse kaigus korrutatakse eksperimentaalne FID labi erinevatel sagedustel siinteetiliste koosinus
lainetega. Spektrijoon sagedusteljel tekib sagedustel, mis leiduvad ka FID-s. (Keeler, 2010)
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Joonis 2.6. Lihtsate perioodiliste funktsioonide (a) Fourier transformatsioon (b). (Ellaway, 2021)

2.2.5. Keemiline nihe

TMR saadav keemiline informatsioon tuleneb elektrontiheduste erinevusest erinevas keemilises
keskkonnas asuvate tuumade Gmber. Elektronid varjestavad tuuma valise magnetvélja eest, mistdttu
mojub elektrontihedas keskkonnas asuvatele tuumadele vdiksem magnetvali. Sellise tuuma kohta
Oeldakse, et see on varjestatud ja selle spektrijoon asub TMR spektri paremal pool. Mitte-varjestatud
tuum asub elektronhdredas keskkonnas ning see resoneerub kdrgemal sagedusel, st spektril vasakul.

Tanu sellele on vdimalik eristada samas molekulis asuvate prootonite signaale. (Keeler, 2010)

Proovile lisatakse sisestandard — (ihend, mille resonantssagedus on teada — ning kdikide teiste
signaalide piike vorreldakse sellega. Signaali sagedus soltub TMR spektromeetri magnetvaljast By,
mistottu ei saa signaali teistsuguse magnetvaljaga TMR spektromeetril méddetud signaaliga vorrelda.
Selle probleemi valtimiseks viiakse 1abi teisendus sageduse skaalast, mille Gihik on Hz, keemilise nihke
skaalale, mille Ghik on ppm (parts per million). Keemiline nihe véljendab vaadeldava tuuma signaali

erinevust sisestandardi signaalist suhtes valise magnetvalja sagedusega (valem 2.3). (Keeler, 2010)
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Signaali kaugus sisestandardi signaalist [Hz]

Keemiline nihe [ppm] = (2.3)

Sisestandardi resonantss [MHZz]
Sisestandardina kasutatakse orgaanilisi aineid, mille TMR signaal on madalamal sagedusel kui enamike
uuritavate orgaaniliste ainete signaalide sagedused. Tillpilised sisestandardid on tetramettlsilaan
(CHs3)sSi  ehk TMS apolaarsetes orgaanilistes lahustites, 3-(trimetldllsiltiiil)propioonhappe
naatriumisool ehk TSP ja 2,2-dimetiill-2-silapentaan-5-sulfonaat ehk DSS polaarsetes lahustites nt
vesilahustes. Keemilise nihke skaalal on nende sisestandardite signaal O ppm. Kdesolevas t60s
kasutatud sisestandard TSP-d, on osaliselt deutereeritud, st osad vesinikuaatomid on asendatud

deuteeriumi aatomitega, nii et *H signaali annavad ainult metiilrihma vesinikud. (Keeler, 2010)

H,C D i
HiC—Si O
/

H;C ol ONa

Joonis 2.7. TSP-d4 keemiline struktuur.

2.3. Kala tuumamagnetresonants spektroskoopias

Tuumamagnetresonants spektroskoopia on laiahaardeline tehnoloogia orgaaniliste ainete ja nende
segude anallilisimiseks. Seda on kasutatud erinevate kalaliikide analtisimiseks (Erikson et al., 2012).
Joonisel 2.8 on ndidatud Abramova et al. 2019 labi viidud katse kolme kala spektrid. Spektritel on
tahistatud kvaliteedimarkerite signaalid ehk piigid. Kvaliteedimarkerid lagunevad jarjekorras ATP —
ADP — AMP = IMP = Ino — Hx.
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Joonis 2.8. Kolme I6heliste sugukonda kuuluva kala lihase proovide spektrid 9.0-6.0 ppm: A) gorbuusa
(Oncorhynchus gorbuscha), B) keta (Oncorhynchus keta), C) nerka (Oncorhynchus nerka) (Abramova
et al., 2019)

Piigid tahistatakse kirjanduse andmeil. Joonisel 2.9 on Idige Abramova et al., 2019 t66s esitatud
keemiliste nihete tabelist. Joonisel on vélja toodud tGhendite keemiline struktuur, mille vesinikud on
nummerdatud, ning iga signaali andva vesiniku keemiline nihe. Joonisel 2.8 ndidatud vahemikus 9.0-
6.0 ppm on IMP-| kolm signaali: 8.58 ppm, 8.23 ppm ja 6.14 ppm. Inosiinil on samas vahemikus samuti
kolm signaali: 8.34, 8.23 ja 6.09 ppm. Ino ja IMP piigid seega kattuvad 8.23 ppm. Hx kahe piigi
keemilised nihked on 8.21 ja 8.19 ppm, need on joonisel 2.8 lisna madalad. Sellise pdhimdtte jargi

tahistati kdesolevas t606s spektrite anallitsitavad piigid.
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Chemical shifts
Metabolite Chemical Structures Carbon

atom  prot0n %, ppm  Multiplicity®
2 854
4
5
6
Inosin-5"-phosphate 8 8.58 s
(IMP) 1’ 6.14 s
b 4.70 m
3 4.49 dd
ES 4.56 m
5 4.06,4.01 m
2 8.54 s
4
5
6
Inosine 8 8.24 5
(Ino) 1’ 6.09 d
2" 477 s
3 4.45 dd
4 4.29 dd
5 3.95,586 dd
2 8.21 s
4
Hypoxantin (Hx) J
6
8 8.19 s

* s — singlet; d — doublet; dd — doublet of doublet; m — multiplet.

Joonis 2.9. ATP metaboliitide IMP, Ino ja Hx keemiline struktuur, iga prootoni keemiline nihe ja
multipletsus. (kohandatud Abramova et al., 2019)

2.4. Materjalid ja meetodid

Kaesolevas t60s anallilsitud koha ja IGhe fileed parinevad kaubandusest, ahven puiiti Hiiumaa
rannikult 29.11.21. Ekstraheerimiseks kasutati 100% (w/v) triklorodadikhapet (TKA) puhtusega
100+2% (Spectrum, Fischer Scientific). Sisestandardiks kasutati osaliselt deutereeritud 3-

(trimethadllsiliitl) propioonhappe naatriumisool (TSP-d4) 99.8% lahus (Euro Isotop).

Proovi to6tlemise jaoks valmistati 7.5% triklorodadikhappe lahus jadvannis. Sisestandardi TSP 1M

lahus valmistati D,O-s. pH reguleerimiseks valmistati erineva molaarsusega NaOH ja HCl lahused.

Proovide homogeniseerimiseks kasutati Universal Laboratory AID type MPW-309 (Poola)
homogenisaatorit (lisa 1). Vaakumfiltreerimiseks (lisa 2) kasutati 30-35 mm pooridega filterpaberit
(Whatman Grade 802). Kuuljahvatuseks kasutati Retscher MM 400 jahvatit (lisa 3) 3 mm terasest
jahvatuskuulidega tingimustel 25 p66ret minutis 4 min pausidega 3 tsiiklit. Pausidel hoiti plokke jaal
(lisa 4). Tsentrifuugiti Sigma 2-16PK tsentrifuugis 4 °C ja 21460 g juures.
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Tuumamagnetresonantsspektromeetria mddtmised viidi 1abi Agilent DD2 500 MHz spsektromeetril,
mis baseerub 11,74 T lijuhtmagnetil. K&ik m&6tmised toimusid proovi temperatuuril 25 °C. M&ddeti
H tuumasid Ghedimensionaalsete TMR eksperimentidena. Kuna 90% solvendist oli vesi, siis

prootonspektreid méddeti vee signaali mahasurumisega presaturatsiooni teel (joonis 2.8).

H

|

e

Joonis 2.8. 1D 1H eksperimentideks kasutatud pulsiprogramm, jamedad vertikaaljooned tahistavad
90° RF pulssi. Presat-plokid tahistavad pikka madala vimsusega RF pulssi vee resonantssagedusel, mis

havitab vee magnetisatsiooni seeldbi elimineerides spektrist vee signaali.

2.5. Proovide ettevalmistus

Koha ja I6he fileed |0igati vaiksemateks tikkideks, mis jaotati steriilsetesse pakenditesse 4 ja 9
paralleeliks (lisa 5). Ahven puhastati ja fileeriti, seejarel 10igati vdiksemateks tiikkideks ning jaotati

steriilsete pakendite vahel edasisteks proovideks.

TMR proovi ettevalmistamisel lahtuti Ciampa et al. 2012 poolt vélja tootatud metoodikast, proovi
jaoks kaaluti 5 g kalafileed, sellele lisati 20 ml 7,5% TKA lahust ning homogeniseeriti jadvannil. Saadud
segu filtreeriti 1abi filterpaberi. Filtraadi pH viidi NaOH ja HCl vesilahustega 8 juurde. Proov
tsentrifuugiti 5 min véimaliku naatrium trikloroatsetaadi sademe eraldamiseks lahusest. Seejarel lisati

100 ul TSP ependorfi ning saadud segust pipeteeriti 600 pul NMR 5 mm tuubi.

Kuuljahvatis homogeniseerimiseks kaaluti 2 ml ependorfi u 0,25 g vedelas lammastikus uhmerdatud
fileed ning lisati 1 ml 7,5% TKA ja 4 teraskuuli (lisa 6). Proove hoiti ettevalmistamise ajal jaal. Peale
kuuljahvatust eemaldati ependorfidest teraskuulid ning tsentrifuugiti 12 min tahke faasi eraldamiseks.
L&he proovidel sadenes osa tahket faasi ependorfi pohja ning hiidrofioobne osa vedeliku pinnale (lisa
7). Ependorfidest eemaldati supernatant ning selle pH viidi NaOH ja HCl vesilahustega vajaliku
vadrtuseni. Leiti, et proovide pH v&ib kdikuda paari kimnendiku ulatuses paari tunni valtel, seega
edaspidistes toodes soovitatakse kasutada puhvrit. Peale pH paika viimist tsentrifuugiti proov 5 min
ning NMR tuubi pipeteeriti 540 pl proovija 60 pul 1 M TSP-d,.

Homogenisaatori kasutamine osutus aegandudvaks meetodiks, sest proove pidi homogeniseerima
Ukshaaval. Kuuljahvatis oli véimalik homogeniseerida palju paralleele korraga, mistdttu eelistati seda
meetodit. Lisaks vorreldi nendel meetoditel ettevalmistatud proovide spektreid ning jareldati, et
kuuljahvatusel homogeniseeritud proovi spektri lahutuvus oli parem — signaalid olid teravamad (lisa
8)
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3. Tulemused ja analiiiis

Kaesoleva t60 jaoks pustitati hlipotees, et IGheliste jaoks loodud meetodid (Shumilina et al., 2015,
2020) kvaliteedi- ja kiilmutamismarkerite TMR analiiUsiks sobib ka teiste kalaliikide jaoks. Hiipoteesi
kontrollimiseks viidi esialgu katsed |dbi I6hega, seejarel anallisiti koha ja ahvenat. Shumilina et al.
2015 vaélja pakutud proovi ettevalmistusprotokolli jargiti 10he, koha ja ahvena fileede uurimisel.
Spektrite analtusil voeti aluseks Shumilina et al 2015 ning Abramova 2019 té6des toodud tabelid

Uhendite keemiliste nihetega.

3.1. Integreerimine ja kohalik normaliseerimine

Kvantitatiivseks anallilisiks on traditsiooniliselt tarvilik tapselt kaalutud kogus referentsiihendit,
milleks on sisestandard. Globaalne integreerimine vdimaldas piikide kohalikku normaliseerimist.
Selleks integreeriti kogu spekter, va mahasurutud vee piigi piirkond 5.1-4.55 ppm ja sisestandardi
piirkond <0.2 ppm. Iga analllsitava spektri integraal jagati globaalse ehk kogu spektri integraaliga,
saadi normeeritud integraalsuhe. Erinevate proovide integraalsuhteid sai vorrelda omavahel ning
arvutada K-indeks. Kogu spektri integraali jargi normeerimise eelis on proovi ettevalmistusaja

Iihendamine, kuna puudub vajadus sisestandardi tapseks kaalumiseks.

3.2. Kvalitatiivne analiiis

Proovide kvalitatiivne anallilis pdhines signaalide identifitseerimisel kirjanduse alusel ja erinevatel
tingimustel moddetud spektrite omavahelisel vordlusel. Koha proovides identifitseeriti signaale
spaikimise abil. Spaikimine on proovi sisse kindla kontsentratsiooniga uuritava Gihendi lahuse lisamine,

see aitab tuvastada signaali keemilisi nihkeid ning spektrijoonte kuju proovi tingimustes.

3.3. Kvaliteedimarkerite analiiiis ja kvaliteediindeksi maaramine

Kvaliteedimarkereid anadilsiti kvalitatiivselt ja kvantitatiivselt. Spektrite analliUsil alustati oluliste
piikide nimetamisest ning omavahelisest vordlusest. Proove vdrreldi omavahel kvantitatiivselt
integraalsuhete kaudu. Spekrite omavaheliseks vordluseks normaliseeriti need sisestandardi piigi

korguse jargi, kuna spektrijoone kuju ei varieerunud proovide vahel markimisvaarselt.

3.3.1. Lohe kvaliteedimarkerid

L6he ostmise paeval valmistati 0 proov, misjarel filee sdilitati temperatuuril 4 °C 14 paeva, kusjuures
seni oli I6hefileed sdilitatud jaa peal. Kirjanduses kirjeldatud proovi ettevalmistusmeetodi kohaselt
pidi I6he proovi pH viima 7.8ni. Esimese pdeva proov jagati kaheks paralleeliks, millest Ghe pH viidi 7
ja teise 8-ni ning saadud spektreid vorreldi, naitatud joonisel 3.1. Leiti, et pH 7 juures on anseriini
signaalid lahedal huvipakkuvate kvaliteedimarkerite signaalidele, samas kui pH 8 proovi spektril on
anseriini signaalid kaugemal ja ei sega kvaliteedimarkerite integreerimist. Anseriin on lihastes leiduv
antiokslidant, selle sisaldust edaspidistes proovides ei tahistatud, sest see ei ole kdesolevas t60s

oluline. Erineva pH-ga proovide vordlemisel jareldati, et pH 8 on analiilisiks sobilikum.

29



pH7 Ans Ans
Ino Ino, AMP
‘ _2
‘ ‘ Hx M
‘ ‘ n I
W \ )
— 3 VYIS, SUAVIV S NS E— 0 — M =SS S M A =
pH 8
‘ Ans Ans
Ino, AMP
Ino
F1
[
Hx ‘
i | ”
[ — S -_kj‘\.—f\_JU-./ L—%,

84 83 8.2 8.1 8.0 7.9 7.8 7.7 7.6 7.‘5 7.4 7.3 7.2 7.1 7.0 6.9 6.8 6.7 6.6
1 (ppm)
Joonis 3.1. 1) Idhe pH 8 proovi spekter, 2) I6he pH 7 proovi spekter. Spektritel tahistatud suuremad

signaalid.

Vananemiskatse 1., 2., 3., 7. ja 14. pdeval valmistati proov TMR m&6tmiseks. Joonisel 3.2 on ndaha I6he
vananemiskatse spektrit pdevade kaupa. Esimesel kolmel paeval on tuvastatud inosiini ja IMP sisaldus,
viimane kill vdga madal vorreldes llejddanud tGhenditega. 7. paevast alates enam inosiini ja IMP ei
tuvastatud. Hipoksantiini leidus igas proovis. Tulemus on kirjandusega vorreldes ootusparane — IMP
laguneb inosiiniks ja see hiipoksantiiniks, niiet peale inosiini lihast kadumist pusib hipoksantiini

kontsentratsioon veel ménda aega kdérge.
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Joonis 3.2. Lohe vananemiskatse TMR spektrid 6.0-8.7 ppm paevade kaupa

Globaalse integreerimise abil saadud normeeritud integraalsuhete muutused ajas on naha joonisel
3.3. Koik markerid langesid jarsult esimese ja teise paeva vahel. Alates teisest paevast langes Hx
kontsentratsioon vdga aeglaselt, samal ajal AMP, IMP ja Ino kontsentratsioonid langesid seitsmendal

paeval nulli.

Lohe kvaliteedimarkerite muutus ajas
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Joonis 3.3. Lohe kvaliteedimarkerite normeeritud integraalsuhte muutused ajas.
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K&ik kvaliteedimarkerid analtisitud proovides naitavad languse trendi, mis tdhendab, et filee varskus
oli langemas. Harilikult arvutatakse kvaliteediindeks valemi 1.1 jargi (vt. ptk 1.4.2.), kuid Luong et al.,
1992 leidsid, et osade liikide jaoks, kelle lihas kaovad ATP ja ADP kiiresti, sobib kohandatud H-indeks
paremini. H-indeksit arvutatakse valemi 1.2 jargi (vt. ptk 1.4.2.). Kuna analldsitud proovides ei
sisaldunud alates 7. paevast enam IMP ja Ino, kasutati I6he varskuse hindamiseks H-indeksi vaartuseid.

Leitud integraalsuhete pdhjal arvutati H-indeks, esitatud tabelis 3.1.

Tabel 3.1. Lohe H-indeksi vdartused.

aeg, t K indeks
0 35.53
24 33.33
48 58.71
72 81.45
168 100.00

Alates 7. paevast (168 t) ei tuvastatud proovis inosiini ega IMP sisaldust, seet&ttu on nende proovide
H-indeks 100%. Lohele kehtiva varskuse kriteeriumite kohaselt on analiisitud I16hefilee esimesel
paeval peale ostmist valmistatud proov suureparase kvaliteediga (alla 40-50%), alates 3. pdevast
kehva kvaliteediga (lle 70-80%), tarbimiskdlbmatu. Abramova et al., 2019 leidsid, et IGhe K-indeks on
sailitamise 9. pdeval ligikaudu 60% ja 18. paeval ligikaudu 90%. Seega vGib jareldada, et teisel paeval
moddetud IGhefilee pllidmisest oli méddas ligikaudu 9 padeva, st ostmise paeval oli Idhefilee pliligist

moddas 7 pdeva.

Lohe H-indeksi muutus ajas on ndidatud joonisel 3.4. H-indeksi muutust vorreldi Shumilina et al. 2015
t66s valja toodud K-indeksi muutusega, naidatud joonisel 3.5. Analtusitud I6he H-indeks muutus
sarnaselt joonisel 3.5 esitatud 4 °C juures hoitud I6he K-indeks. Analtisitud graafiku joone kuju on
sarnane kirjanduse joone kujuga peale 4. paeva. Anallusitud I6he O pdeva proovi H-indeks on liiga
korge, et sobida H-indeksi tdusutrendiga. PGhjus vdib olla proovi ettevalmistusmeetodi erinevuses,
sest esimesed |Gheproovid homogeniseeriti Laboratory AID homogenisaatoriga, jargnevad

kuuljahvatis.
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Lohe H-indeksi muutus ajas
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Joonis 3.4. Lohe H-indeksi muutus ajas.
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Joonis 3.5. Lohe K-indeksi muutused paevade I6ikes soltuvalt temperatuurist. (Shumilina et al., 2015)

Lohes moddetud kvaliteedimarkerid naitasid ootusparaseid muutuseid. Nukleotiidide laguproduktide
kadumise jarel lihast ei peegelda K-indeks enam kala varskust. Kirjanduse abil oli véimalik arvutada
analldsitud I6he piigist méddunud paevade arv.
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3.3.2. Koha kvaliteedimarkerid

Kaubandusest soetatud kohafilee osutus pealiskaudsel sensoorsel analliUsil katse jaoks vajalikust

varskuse tasemest roiskunumaks. Kohafileega vananemise katset ldbi ei viidud, kuid kontrolliti
kvaliteedimarkerite sisaldust sellegipoolest.

Koha jaoks meetodi kohandamiseks vorreldi erineva pH m&ju spektri lahutuvusele. Joonisel 3.6 on
naha, et pH téustes paraneb piikide lahutus, seetdttu viidi edasistes katsetes kdigi proovide pH 8-ni.
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Joonis 3.6. Koha TMR spektrid pH 6-8 vahemikus 6.2-9.0 ppm.

Analtusitud koha filee spetkritel ei suudetud tuvastada nukleotiidide metaboliitide piike.
Lihtsustamaks inosiini sisalduse kontrollimist valmistati inosiini lahus deutereeritud vees ja mdddeti
selle spekter. Inosiini spekter asetati kohakuti koha spektriga, mille lahuse pH oli 8. Joonisel 3.7 on

naha, et koha spektril ei kattu tikski piik inosiiniga, millest jareldati, et inosiini selles ei sisaldunud.
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Joonis 3.7. 1) koha pH 8 spekter; 2) inosiini spekter; 8.7-3.4 ppm. Vee piik 4.6-5.0 ppm valja |8igatud

Kvaliteedimarkerite piirkonnas tuvastati hlipoksantiini piik, kuid selle prekursoreid mitte. Analldsitud
kohafilees leiduvatest (ihenditest ei piisanud K-indeksi arvutamiseks, mis korreleerus anallisitava

filee sensoorsete omadustega.

3.3.3. Ahvena kvaliteedimarkerid

Léhega labi viidud vananemise/kvaliteedimarkerite mddtmise katse viidi 1abi 5 ahvena fileel. Ahvenad
fileeriti 66paev peale plilki. Fileerimise pdeval ahvena fileest saadud spektris tuvastati olulisemad
piigid, mis on naidatud joonisel 3.8. Ahvena filees leidusid varskele kalale iseloomulikud tihendid nagu
IMP, Ino, AMP ja Hx. IMP ja AMP piigid olid Ino ja Hx piikidest kdrgemad, mis on ootuspadrane nii
varskes kalas. Spektril on ka tahistatud a-D-gliikoos-6-fosfaadi piik. Suhkrud ja nende fosfaadid on
iseloomulikud vaid varskele kalale. Liha vananemise kdigus laguneb gliikoos piimhappeks. Gliikoosi ja

piimhappe muutusi edaspidistes proovides ei jalgitud.
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Joonis 3.8. Ahvena spekter 8.8-5.0 ppm nimetatud IMP, Ino, Hx, fumaraadi (Fum), AMP ja a-D-gliikoos-
6-fosfaadi (aG6P) piigid.

Shumilina et al. 2015 eeskujul mdddeti ahvenafileede spektrid 1., 2., 3., 7. ja 14. pdeval peale
fileerimist. 14 paeva jooksul moddetud metaboliitide normeeritud integraalsuhte muutus on esitatud

joonisel 3.9.
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Joonis 3.9. Ahvena metaboliitide Hx, Ino, IMP ja AMP integraalsuhete muutus ajas.
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Ahvena proovide kvaliteedinditajate sisalduste muutused naitavad ootuspdrast trendi. Kdorgema
energiaga (ihendite AMP ja IMP hulk langeb lineaarselt peaaegu nullini, seejarel aeglasemalt. Inosiini

hulk esialgu t6useb ning 7. paevaks langeb peaaegu nullini. Hipoksantiini hulk tGuseb 7. paevani,
seejarel langeb.

Iga pdeva jaoks arvutati 5 paralleeli keskmine K-indeks ja H-indeks, et vorrelda nende vaartuseid. Kuna

K-indeks ei jargi tdusutrendi, on jarelikult ahvena varskuse hindamiseks sobilik kasutada H-indeksit.

Tabel 3.2. Ahvena 5 paralleeli keskmistatud K-indeks ja H-indeks.

aeg, t K-indeks H-indeks
0 6.52 4.77
24 10.29 14.42
48 10.33 24.34
72 16.28 31.45
168 2.97 94.64
336 1.38 99.19

K-indeks on peale 7. paeva kérgem kui I6he ootuspdrane H-indeks, hoolimata sellest, et IGhe sailitati
temperatuuril 4 °C ja ahven temperatuuril 0 °C, jaa peal. Ahvena kvaliteet langeb seega kiiremini, kui
I6he kvaliteet. Joonisel 3.10 on ndidatud ahvena H-indeksi sGltuvus ajast. Kuni 3. pdevani tduseb H-

indeksi vaartus lineaarselt, kuid 7. ja 14. pdeva H-indeksi vaartused enam lineaarse tdusu joonele ei
sobitu.

Ahvena H-indeksi muutus

120.00
100.00
80.00

60.00

H-indeks, %

40.00
20.00

0.00
0 50 100 150 200 250 300 350 400

Aeg, t

Joonis 3.10. Ahvena K-indeksi muutumine ajas.

Ahvena filees kvaliteedimarkerid muutuvad sarnaselt Idhega, kuid kiiremini. K-indeksi jargi varskusele
hinnangu andmiseks on tarvis p&hjalikumat uurimist ja ahvena liigipGhiste referentsvaartuste leidmist,
st millise K-indeksi vaartuse juures sobib ahven veel tarbimiseks. Lohe jaoks loodud meetodit dnnestus

korrata ahvenal rahuldavate tulemustega.
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3.4. Kilmutamismarkerid

Kilmutamismarkereid aspartaati, fumaraati ja fentilalaniini anallisiti kvalitatiivselt. Uurimaks
kilmutamistemperatuuri mdju kilmutamismarkerite tekkimisele I6hes ja ahvenas, hoiti proove
vdhemalt 60paeva kolmel erineval temperatuuril: -20 °C, -40 °C ja -80 °C, jargnevatel paevadel
temperatuuril hoiti Idhe fileed temperatuuril 4 °C ja ahvena fileed 0 °C. Koha fileed hoiti 66paev
temperatuuril -20 °C, seejarel 4 °C . TMR spektrid m&ddeti enne kilmutamist (0O paev), kaks paeva
peale sulatamist (eksperimendi 3. p&ev) ja 6 paeva peale sulatamist (eksperimendi 7. péev).
Eksperimendid viidi |abi paralleelselt kvaliteedimarkerite katsetega.

3.4.1. Lohe kiilmutamismarkerid

Lohe katse 3. pdeva proovide spektritelt olid aspartaadile omase keemilise nihkega piirkondades vaga
madalad piigid. Seega ei saa neis proovides kindlalt maarata aspartaadi sisaldust integraalsuhte jargi.
Joonisel 3.11 on maérgitud aspartaadi piigid, mida oli vdimalik eristada, ning kollaselt tdhistatud
piirkonnad, kus peaksid asuma teised Asp iseloomulikud piigid. Neis vahemikes on muude tGhendite
kdrgemad piigid, mis varjavad vdoimalike Asp piikide olemasolu.

3.paev

| -
|
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f1 (ppm)

Joonis 3.11. Lohe kilmutamiskatse proovide ja kiilmutamata proovi 3. pdeva spektrid ja vahemikes
6.7-6.4 ppm ja 4.0-2.4 ppm: 1) 0 °C hoitud, 2) -20 °C, 3) -40 °C ja 4) -80 °C juures 66péeva hoitud.
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Fumaraadi hulk IGhes peaks tdusma ja langema aspartaadiga sama kiirusega peale sulamist (Shumilina
et al., 2020). Fumaraadile iseloomulikku keemilise nihke 6.51 ppm Umbruses ei leidunud murast
eristatavat piiki, see vahemik on joonisel margitud siniselt. Kuna aspartaadi piigid on vdga madalad, st
selle sisaldus proovis on madal, voib ka fumaraadi sisaldus vdga madal olla, mistGttu seda ei pruugi

murast eristada.

7. padeval méddetud proovides ei tuvastatud aspartaati ega fumaraati. Shumilina et al. 2020 mudeli
pohjal langevad Asp ja fumaraadi kontsentratsioonid nddala jooksul peale sulatamist nullini. Seetdttu

on 7. pdeval méddetud proovides Asp ja fumaraadi puudumine ootusparane.

3.4.2. Koha kiilmutamismarkerid

Koha filee kiilmutati 7 pdeva peale ostmist 24 tunniks temperatuuril -20 °C. Neli pdeva peale sulatamist
moddeti TMR spekter, seejarel lisati spaikimiseks proovi lahusesse asparagiinhappe standardi
deutereeriumoksiidi lahus. Saadud spektreid vorreldi, et lihtsustada Asp piigi leidmist. Jooniselt 3.12

vOib jareldada, et koha proov ei sisaldanud aspartaati.
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Joonis 3.12. Koha proovide spektrid 4.1-2.3 ppm: 1) koha, 2) koha proov, millesse aspariighappe

standardit lisatud.

39



Aspartaadi puudumine sulatatud filees vOib viidata aminohapete degradeerumisele enne
kiilmutamist. Samuti vOis analtisitud filee olla kilmutatud ning sulatatud enne ostmist, mille
tulemusel aspartaat ja fumaraat lagunesid enne proovide mddtmist. Koha kilmutamismarkerite
analldsi puudutava kirjanduse puudusel ei saa ka kindel olla, et aspartaati kiilmutamise jarel tekib nii
nagu lohe filees. Edaspidi tasub analliisida kalafileed, mille piiigiaeg on teada, et teha informeeritud

jareldusi.

3.4.3. Ahvena kiilmutamismarkerid

Ahvena fileetlikke kiilmutati IGhe katse eeskujul kolmel erineval temperatuuril ja spektrid méddeti 3.
ja 7. paeval. Joonisel 3.10 on naidatud -20 °C juures kilmutatud filee ja enne kilmutamist (0 pdev)
moddetud spektrite 4.15-2.55 ppm vahemik. Erinevatel temperatuuridel kilmutatud proovide
spektrid olid Gildjoontes sarnased, neid vorreldi omavahel, ndidatud joonisel 3.13. 3. pdeva spekril on

margitud vBimalikud Asp piigid, kuid need on vdaga madalad vorreldes imbritsevate piikidega.
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Joonis 3.13. Ahvena -20 juures hoitud proovide spektrid 4.15-2.55: 1) O paeva, 2) 3. pdeva, 3) 7. pdeva

"

spekter. Tahistatud on aspartaadi piigid

Eelnevalt kirjeldatud spektri vasak pool (8.8-6.0 ppm) on naidatud joonisel 3.14. Joonisel on margitud
nii kvaliteedimarkerid kui kiilmutamismarkerid, lisaks sipelghape, uratsiil, fenidlalaniin ja tdrosiin.

Fumaraadi piik on nii 0 kui 3. paeval vdga madal ning kaob proovist 7. paevaks.
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Joonis 3.14. Ahvena -20 °C juures hoitud proovide spektrid 8.8-6.0 ppm: 1) 0 paeva, 2) 3. pédeva, 3) 7.

paeva spekter. Tahistatud on IMP, Ino, Hx, sipelghappe (FA), uratsiili (Ura), fentilalaniini (Phe),

turosiini (Tyr) , fumaraadi (fum) ja AMP piigid.

Ahvena proovidest dnnestus tuvastada nii aspartaadi kui fumaraadi sisaldus kuni katse 3. paevani.
Vorreldi ka erinevatel temperatuuridel kilmutatud proove. 3. pdeval moddetud spektrid ning
paralleelselt 0 °C juures toimunud vananemiskatse spekter on esitatud joonisel 3.15. Igas
kiilmutamiskatse proovis leidus aspartaati ja fumaraati, kiilmutamata proovis aspartaadi piiki ei

tuvastatud.
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Joonis 3.15. Ahvena 3. pdeval m&ddetud proovide spektrid 6.8-2.6 ppm, vilja I6igatud 6.0-3.9 ppm
vahemik: 1) 0 °C hoitud, 2) -20 °C, 3) -40 °C ja 4) -80 °C juures kilmutatud. Tahistatud on Asp ja fum
piigid ja kollaselt vahemik, kus peaks olema Asp signaal.

7. paeval méddetud spektritel ei tuvastatud aspartaadi ja fumaraadi piike. Seega kiilmutamismarkerite
hulk filees tusis 3. pdevani ja langes nullini 7. pdevaks. Selline tulemus on kirjandusega kooskdlas.

Katse eesmargiks oli kontrollida I6hel labiviidud katse korratavust ahvenal ja analliisida tulemusi
kvalitatiivselt. Ahvenafileega |abi viidud katse p&hjal jareldati, et kiilmutamismarkereid on vdimalik
tuvastada ahvenafileest. Saadud andmete p&hjal on vdimalik kinnitada, et fileesid kilmutati, kuna
proovides tuvastati aspartaati 3. paeval, aga mitte 7. paeval.
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Kokkuvote

Kdesoleva t66 eesmark oli anda lilevaade erinevatest kvaliteedi- ja kilmutamismarkeritest, markerite
analllsimise meetoditest ning TMR t60pShimdttest. Eksperimentaalse t66 eesmark oli kontrollida
I6he kohta rahvusvahelises kirjanduses valja toodud kvaliteedi- ja kiilmutamismarkereid analiisivate
katsete korratavust kaubanduses kdttesaadava I0he peal ning kontrollida nimetatud katsete

kohandatavust Eestis plitavate liikide koha ja ahvena analiilisimiseks.

LShe ja ahvena fileedega viidi labi vananemise katsed, mille kdigus m&ddeti ostmise pdeval ning 1., 2.,
3., 7. ja 14. paeval peale ostmist voi fileerimist valmistatud proove TMR spektromeetris. Saadud
spektreid analldsiti kirjanduses leiduvate referentstabelite abil ning neis tuvastati kvaliteedimarkerid.
Koha fileest valmistatud proovi mdddeti TMR spektromeetris ostmise p&eval, sellega vananemiskatset
Iabi ei viidud. Lohe ja ahvena spektritel leitud integraalsuhete abil arvutati iga proovi K-indeks ning
esitati K-indeksi muutus ajas. Leiti, et sellise Idhe, milles ATP, ADP ja AMP enam ei sisaldu, ning ahvena

analllsimiseks ja varskuse hindamiseks sobivad paremini H-indeksi vaartused.

Ostmise paeval oli I6he H-indeks 35%, mis on kirjanduses esitatud kriteeriumite kohaselt suureparane
kvaliteet. H-indeks tdusis lle 80% 3. paeval peale ostmist, mis tdhendab, et sellest pdevast alates oli
I6he kvaliteet kehv, ei olnud enam vérske. Kirjanduses esitatud K-indeksiga vorreldes jareldati, et
analtusitud I6hefilee puligist oli ostmise pdevaks mooddas 7 pdeva. Ahvena fileerimise paeval, so
puudmise jargsel paeval oli ahvena H-indeks 4.8% ning tdusis 3. pdevaks 31%-ni. 7. pdeval peale
fileerimist oli H-indeks 94%, seega ahvena varskus langes kiiremini kui I6hel. Koha spektril tuvastati
kvaliteedimarkerites vaid hlipoksantiin ja inosiin, seega K-indeksit arvutada ei olnud vdimalik.
Jareldati, et anallisitud kohafilee patddmisest oli kauem aega moddas, kui K-indeksi leidmiseks vajalik

on.

Kilmutamismarkerite modtmiseks asetati 16he, koha ja ahvena fileed 66paevaks erinevatele
temperatuuridele: -20 °C, -40 °C ja -80 °C. Proove mdddeti enne kilmutamist ning sulatamisest kahe
ja kuue pdeva moéddumisel TMR spektromeetris ning saadud spektreid analiiisiti kirjanduse abil. Léhe
spektritel tuvastati aspartaadi signaalid, ahvena spektritel tuvastati aspartaadi ja fumaraadi signaalid
0 pdeval ja 3. padeval, kuid mitte 7. pdeval. Selline muutus vastab kirjanduses esitatule.

Kilmutamistemperatuur markerite tekkimist ja lagunemist ei m&jutanud.

Koha filees tehtud proovide spektritel ei tuvastatud kiilmutamismarkerite signaale. PGhjuseks véib olla
anallusitud filee varasem kilmutamine ja sulatamine, mistottu olid kiilmutamismarkerid tekkinud ja

lagunenud enne laborisse toomist.

Edasistes toodes tuleb arvesse votta pH kdikumist proovide mddtmise eel ning lisada proovidesse
puhvrit. Samuti tasub proovide homogeniseerimiseks kasutada kuuljahvatusmeetodit.
Kilmutamistemperatuuri mdju  kilmutamismarkerite hulgale hindamiseks tuleks labi viia
kiilmutamismarkerite kvantitatiivne analiilis ning koha kiilmutamismarkerite anallilisimiseks tuleks

anallisida fileed, mille sailitamistingimused on teada.
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Lisad

Lisa 1. Universal Laboratory AID homogenisaator, mille proovi sisaldav osa on
jaavannis.

UNIVERSAL
LABORATORY AID

type MP W — 309

made i Poland
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Lisa 2. Vaakumfiltersiisteem, 1 — paberfilter, 2 — vaakumsiisteem, 3 -
homogeniseeritud proov jaavannil
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Lisa 3. Kuuljahvati
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Lisa 4. Kuuljahvati plokk koos proovidega jaal
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Lisa 5. Kohafilee paralleelid steriilsetes topsides.
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Lisa 6. Ependorfid I6he ja ahvena uhmerdatud proovidega TKA lahuses ning
teraskuulidega
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Lisa 7. Ependorfid ahvena ja Iohe proovidega peale homogeniseerimist ja
tsentrifuugimist
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Lisa 8. Spektrid erineva homogeniseerimise meetodil valmistatud I6he
proovidest.

kuuljahvatus
2
1 I | '
— .HA,_.___J‘k e A PR S A 1y S S S .
homogenisaator
1

87 86 85 84 83 82 81 80 7.9 7.8 7.7 7.6 7.5 7.4 7.3 7.2 71 7.0 69 68 67 66 65 64 63 62 61 60
1 (ppm)

56



Lisa
rektori 07.04.2020 kaskkirjale nr 1-8/17

Lihtlitsents 16putd6 reprodutseerimiseks ja 18putdé lildsusele kittesaadavaks tegemiseks?

Mina (autori nimi)

1. Annan Tallinna Tehnikatlikoolile tasuta loa (lihtlitsentsi) enda loodud teose

(I6putdé pealkiri)

mille juhendaja on ,
(juhendaja nimi)

1.1 reprodutseerimiseks 18put6o sailitamise ja elektroonse avaldamise eesmargil, sh Tallinna
Tehnikallikooli raamatukogu digikogusse lisamise eesmargil kuni autoridiguse kehtivuse tahtaja
IGppemiseni;

1.2 uUldsusele kadttesaadavaks tegemiseks Tallinna Tehnikallikooli veebikeskkonna kaudu, sealhulgas
Tallinna Tehnikadilikooli raamatukogu digikogu kaudu kuni autoridiguse kehtivuse tahtaja
IGppemiseni.

2. Olen teadlik, et kdesoleva lihtlitsentsi punktis 1 nimetatud digused jaavad alles ka autorile.

3. Kinnitan, et lihtlitsentsi andmisega ei rikuta teiste isikute intellektuaalomandi ega isikuandmete
kaitse seadusest ning muudest digusaktidest tulenevaid Gigusi.

(kuupaev)

L Lintlitsents ei kehti juurdepddsupiirangu kehtivuse ajal vastavalt iiliépilase taotlusele I6putééle juurdepddsupiirangu
kehtestamiseks, mis on allkirjastatud teaduskonna dekaani poolt, véilja arvatud dilikooli digus 16put66d reprodutseerida
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