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Annotatsioon

Tanapaeva Uha kasvavas (ihiskonnas on tdahtsaks missiooniks loomsetele valgu allikatele taimsete
alternatiivide leidmine, sinna alla kuuluvad ka taimsed piimaalternatiivid. Enim kasutatavaks
alternatiivseks valguks peetakse korge kvaliteediga sojavalku, millest valmistatakse erinevaid soja
baasil tooteid, nagu naiteks soja baasil jogurti alternatiive. Soja baasil tooted sisaldavad aga saponiine,
mis vGivad muuta toidu maitse mérudaks. Saponiinid on amfifiilsed Ghendid, mis omavad just tdnu oma
amfifiilsusele vaieldavat tervisemdju - neil leidub nii haid kui ka halbu bioaktiivseid omadusi. Samuti ei
ole teada, kuidas flitomikronutriendid migreeruvad taimevalguallikatest I6pptootesse ning millised
muutused molekulides toimuvad. Selle tGttu on saponiinide sisalduse madramine toidus huviallikaks nii
toidutootjatele, tootearendajatele, toitumisspetsialistidele kui ka teadlastele.

Kdesoleva bakalaureuset66 eesmargiks on tootada valja proovi ekstraktsiooni metoodika
sojasaponiinide maaramiseks soja baasil jogurti alternatiivides ning see valideerida. Laiemaks
eesmargiks on kindlustada laboris edasiste rutiinanaliiiiside teostamiseks uus metoodika ning maarata
sojasaponiinide sisaldus uuritavates soja baasil jogurti alternatiivides.

Too kaigus viidi 1abi sojasaponiinide ekstraktsioonimetoodika arenduskatsed ja sobiva metoodika
leidmisel see valideeriti. Valideerimiseks maarati sellised parameetrid nagu kalibratsioonikdver ja
kalibratsiooniulatus, tuvastamispiir (LOD), kvantifitseerimispiir (LOQ), selektiivsus, spetsiifilisus/tdpsus,
kordustapsus, saagis ja maatriksefekt. Katsete teostamisel kasutati 5 erinevat soja baasil jogurti
alternatiivi ning Uhte soja baasil jooki. Kdik katsed teostati ettevottes TFTAK AS ehk Toidu- ja
Fermentatsioonitehnoloogia Arenduskeskus AS.

Too olulisema tulemusena leiti, et soja baasil jogurti alternatiivide natiivne pH avaldab moju
sojasaponiinide saagisele. Aluseline pH (7,0-8,5 £ 0,2) avaldab saagisele positiivset moju, kuid happeline
pH (4,2 £ 0,2) mitteaktsepteeritavat mdju. Katsed naitasid ka, et soja baasil jogurti alternatiivides ei
esine sojasaponiini Aa, mille sisaldused uuritavates proovides jaid alla LOQ taseme. Kdige rohkem
sisaldasid proovid sojasaponiini Bb, mille sisaldused jdid vahemikku 11,7 + 0,4 mg/100g kuni 14,5 + 0,4
mg/100g. T66 tulemusena téo6tati valja metoodika sojasaponiinide sisalduse maaramiseks sojapdhistes
jogurti alternatiivides. Samuti teostati valjaté6tatud metoodika valideerimine, mille kdigus saadi
piisavad ning aktsepteeritavad valideerimistulemused. T66 kdigus valideeritud metoodika sobis
efektiivselt kommertsiaalselt saadaolevate soja baasil jogurti alternatiivide anallilsiks.

Antud I6putdo6 jaguneb teoreetiliseks ja eksperimentaalseks osaks. Teoreetilise poole kirjanduslikus
osas kirjeldatakse soja baasil jogurti alternatiive, sojasaponiine ning valideerimisprotsessi. Teises osas
tuuakse valja to0 eesmark. Kolmandas osas selgitatakse lahti t66s kasutatud materjalid ja meetodid.
Neljandas osas esitatakse katsete tulemused ning arutletakse nende pdhjuste (le. Viimases osas
tuuakse punkthaaval esile t66 tahtsamad jareldused. T66 koosneb 45 lehekiiljest, kolmest joonisest ja
seitsmest tabelist.



Lihendite loetelu

ANOVA - dispersioonanallils (inglise keeles Analysis of Variance)

AOAC — Ametlik Analuitiliste Keemikute Uhing (inglise keeles Association of Official Analytical
Chemists)

BEH — etiileeniga kaetud hbriid (inglise keeles Bridged Ethylene Hybrid)

CC - kolonnkromatograafia (inglise keeles column chromatography)

EMA — Euroopa Ravimiamet (inglise keeles European Medicines Agency)

ESI — elektropihustusionisatsioon (inglise keeles electrospray ionization)

EtOH — etanool

FA — sipelghape ehk metaanhape

FDA — USA Toidu- ja Ravimiamet (inglise keeles United States Food and Drug Administration)

GC-MS - gaasikromatograafia-massispektromeetria (inglise keeles gas chromatography mass
spectrometry)

HILIC-MS - hidrofiilse interaktsiooni vedelikkromatograafia massispektromeetria (inglise keeles
hydrophilic interaction liquid chromatography-mass spectrometry)

HPLC — korgsurve-vedelikkromatograafia (inglise keeles high-performance liquid chromatography)

ICH — Rahvusvaheline Uhtlustamise Konverents (inglise keeles International Conference on
Harmonization)

IEC — Rahvusvaheline Elektrotehnika Komisjon (inglise keeles International Electrotechnical
Commission)

IPA — 2-propanool ehk isoproplitlalkohol
IS — sisestandard (inglise keeles internal standard)

ISO — Rahvusvaheline Standardimisorganisatsioon (inglise keeles International Organization for
Standardization)

IUPAC — Rahvusvaheline Puhta ja Rakenduskeemia Liit (inglise keeles International Union of Pure and
Applied Chemistry)



KA — kuivaine

LC-MS — vedelikkromatograafia-massispektromeetria (inglise keeles liquid chromatography-mass
spectrometry)

LLE — vedelik-vedelik ekstraktsioon (inglise keeles liquid-liquid extraction)
LOD — avastamise/detekteerimise piir (inglise keeles limit of detection)
LOQ - kvantifitseerimise piir (inglise keeles limit of quantification)

MALDI — maatriksi abil laser desorptsioon/ionisatsioon (inglise keeles matrix assisted laser
desorption/ionization)

ME — maatriksefekt (inglise keeles matrix effect)

MeCN - atsetonitriil

MeOH — metanool

MQ — MILLI-Q® (Millipore Milli-Q labori vee puhastussiisteem)

MS — massispektromeetria (inglise keeles mass spectrometry)

R — saagis (inglise keeles recovery)

RSD - suhteline standardhalve (inglise keeles relative standard deviation)
RT — retentsiooniaeg (inglise keeles retention time)

SANCO - Tervise- ja tarbijaklisimuste peadirektoraat (inglise keeles Directorate-General for Health and
Consumers)

SBD — soja baasil jook (inglise keeles soybean-based drink)

SD —standardhalve (inglise keeles standard deviation)

SFE — superkriitiline vedelikekstraktsioon (inglise keeles supercritical fluid extraction)
SPE —tahke faasi ekstraktsioon (inglise keeles solid phase extraction)

UPLC® - ultra-korgsurvevedelikkromatograafia (inglise keeles ultra high-performance liquid
chromatography)

YA — jogurti alternatiiv (inglise keeles yoghurt alternative)



Sissejuhatus

Tanapaeva jatkusuutlikkuse poole pildlevas maailmas on taimsete alternatiivsete valguallikate
arendamine ja kasutamine (heks tahtsaimaks valdkonnaks toidutehnoloogias. Olulisemaks ja
tanapaeval enim kasutatavaks taimepdhiseks valguallikaks peetakse sojaube. Soja baasil toidud on
sobivaks alternatiiviks loomsele valgule eelkdige tanu oma kdrgele valgusisaldusele ning kdrgele valgu
kvaliteedile — sojaoad sisaldavad koiki inimorganismile vajalikke aminohappeid. Soja baasil tooted
aitavad kaasa ka keskkonna 6koloogilise jalajilje vdahendamisele (Qin et al., 2022).

Sojaoad, millest sojatooted on tehtud, sisaldavad aga saponiine, mis vdivad muuta toidu maitse
kibedaks, samas on saponiinid olulised ka oma bioaktiivsete omaduste poolest (Yates et al., 2021).
Samuti ei ole teada, kuidas need flutomikronutriendid migreeruvad toorainest edasi IGpptootesse.
Seet6ttu on saponiinide sisaldus toidus tdnapdeva toidutootjatele, aga ka teadlastele ja
toitumisspetsialistidele oluline informatsioon.

Kaesolevas t60s keskendutakse sojasaponiinide (sojasaponiin Aa, sojasaponiin Ab, sojasaponiin Ba ja
sojasaponiin Bb) maiaramise meetodika arendamisele soja baasil jogurti alternatiivides. Uurimist66
pohieesmargiks on selle metoodika véljatootamine ja valideerimine ning seeldbi rutiinanalllside
teostamiseks uue metoodika kindlustamine. Sojasaponiinide sisalduse maaramiseks kasutati HILIC-MS
meetodit koos sisestandardiga lahjendamisega. Koik katsed viidi labi Toidu- ja
Fermentatsioonitehnoloogia Arenduskeskuses (TFTAK AS). Labiviidud t66 tulemuste pd&hjal on
publitseeritud ka artikkel (Bljahhina, Kuhtinskaja, et al., 2023).

Too teoreetilises osas antakse (levaade sojasaponiinidest ja nende omadustest, erinevatest
sojasaponiinide tulpidest ning uurimismeetoditest. Samuti tutvustatakse valideerimise mdistet,
erinevaid valideerimisparameetreid ning meetodeid. Eksperimentaalses osas esitatakse anallilsitavate
sojast jogurti alternatiivide ettevalmistuse, metoodi vilja to6tamise ja metoodi valideerimise katsete
ning andmeanaliisi kirjeldus. Lopuks esitatakse ka t66 kaigus saadud tulemused ja jareldused.



1. Kirjanduse llevaade

1.1. Soja baasil jogurti alternatiivid

Suurenev rahvaarv ning seeldbi kasvav valgu tootmise ja tarbimise vajadus on toonud huvi taimsete
valguallikate kasutamise juurde. 2050. aastaks kasvab rahvastiku arv eeldatavalt 9,7 miljardini ning
selleks vajaliku valgu koguse tootmine puhtalt loomsetest allikatest oleks kahjulik nii keskkonna kui ka
inimeste tervise vaatepunktist. (Dhakal et al., 2023) Samuti on tSusnud tarbijate ndudlus taimsete
piimaalternatiivide osas, mille Giheks p&hjuseks on inimeste toitumispiirangute esinemise sagenemine
(Huang et al., 2022). Huvi taimepdhiste jogurti alternatiivide vastu on tlemaailma t6usu teel — 2019.
aastal oli taimepdshiste jogurti alternatiivide turu vaartuseks 1,6 miljardit USA dollarit ning 2026. aastaks
ennustatakse selleks 2,89 miljardit USA dollarit (Dhakal et al., 2023).

Taimepdhised jogurti alternatiivid on enamasti valmistatud kaunviljade, teraviljade ja Oliseemnete
ekstraktidest ning vorreldes piimapdhise jogurtiga on neil seetdttu varieeruvamad omadused. Taimsete
jogurti alternatiivide toormaterjalina kasutatakse naiteks sojaube, mandleid, kookospahklit, riisi voi
kaera. Tekstuuri ja sensoorsete omaduste poolest sarnanevad need piimapdéhistele jogurtitele. (Dhakal
et al., 2023)

Traditsioonilist piimast tehtud jogurtit valmistatakse fermenteerimise meetodil, kasutades
starterkultuuridena enamasti Streptococcus thermophilus't voi Lactobacillus delbrueckii subsp.
Bulgaricus’t. Sarnast meetodit kasutatakse ka taimepdhiste jogurti alternatiivide valmistamiseks.
(Montemurro et al., 2021)

Soja baasil jogurti alternatiivi vGib nimetada fermenteeritud sojajoogiks (Johnson et al., 2015). Selle
pohikoostisosadeks on sojaubadest saadav sojajook, suhkur ning jogurti starterkultuurid (Streptococcus
thermophilus ja Lactobacillus delbrueckii subsp. Bulgaricus). Soja baasil jogurti alternatiivi valmistamise
pohiprotsessid on toodud Joonis 1. (Akusu OM & Wordu GO, 2017.)
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Joonis 1. Soja baasil jogurti alternatiivi valmistamise pShietapid. Kohandatud (Akusu OM & Wordu GO,
2017) péhjal

1.2. Saponiinid

Saponiinid on amfifiilsed glikosiidid, mida leidub taimedes. Nad koosnevad hudrofiilsest glikosiidi
jaagist ja hiidrofoobsest agllikoonist - triterpeeni vGi steroidi derivaadist. (Amphipathic - Definition and
Examples - Biology Online Dictionary, 2019) Vastavalt hidrofoobse osa struktuurile jagatakse
saponiinid terpeensete vGi steroidsete saponiinide rithmadesse (Roopashree & Naik, 2019).

Saponiinid on peamiselt tuntud oma vahtumoodustavate ja pindaktiivsete omaduste poolest. Selle
omaduse tdttu on saponiinid ka oma nimetuse saanud - sdna “saponiin” tuleb ladina keelsest sGnast
“seep” ehk “sapo”. Nende vGime moodustada vahtu on pdhjustatud saponiini mittepolaarse
sapogeniini osa (triterpeeni voi steroidi) ja polaarse kérvalahela koosluse tulemusena. (Roopashree &
Naik, 2019) Vesilahustes vGivad saponiinid tekitada vahtu ning vdhendades lahuse pinna pinget
moodustada ka mitselle (Rai et al., 2021).

Peamiseks saponiinide allikaks toidus on sojaoad ja soja baasil tooted, aga ka teised kaunviljad nagu
kikerherned, rohelised herned, ldatsed, harilik lutsern ning erinevat muud liiki oad (aedoad, parload jt).
Saponiine leidub ka maapahklites, paevalilleseemnetes, ZenZenni juurtes, hobukastanis, teelehtedes,

lagritsajuurtes, kinoa seemnetes, tomatiseemnetes, aga ka baklaZzaanis, sparglis ja paprikas (Sharma et
al., 2023).

11



1.2.1. Sojasaponiinide tiiluibid ja keemilised omadused

Sojasaponiinid kuuluvad terpeensete saponiinide gruppi ning nende hiidrofoobne osa koosneb
triterpenoidsest gliikosiidist (Decroos et al., 2005).

Sojasaponiinid on triterpenoidsed saponiinid, mis jagunevad kolme gruppi: rihm A, B ja E saponiinid. A
rihma sojasaponiinidel asuvad glikosiidi ahelad selle aglikooni C-3 ja C-22 asendis. B-riihma
sojasaponiinid omavad ainult Uhte glikosiidi ahelat ning see asub agliikooni C-3 asendis. E-riihma
sojasaponiinid on vdhem tuntumad ning neid peetakse B-rilhma sojasaponiinide fotookslidatsiooni
produktideks. (Decroos et al., 2005)

Nii A, B kui ka E rihma sojasaponiinidel on C-3 asendis sarnase struktuuriga suhkruahel: alates
glikuronidli jaagiga, millele jargneb galaktosuili voi arabinosiiili jadk ning I6ppedes enamikul juhtudel
glikosiili voi ramnosiiili jadgiga. A-rihma sojasaponiinide C-22 asendis paiknev kdrvalahel koosneb
kahest suhkrujaagist: algusosa koosneb arabinosiilili jadgist ja terminaalne osa ksiilosiiili voi glikosudli
jaagist, mis on atsetiileeritav vastavalt kas kolmes vGi neljas positsioonis. Sojaubades on rihm A
sojasaponiinid taielikult atsetiileeritud. (Decroos et al., 2005)

Kadesolevas t60s analiisiti jargmiseid sojasaponiine: sojasaponiin Aa, sojasaponiin Ab, sojasaponiin Ba
ja sojasaponiin Bb, mille keemilised struktuurid on kujutatud alloleval Joonis 2. Sojasaponiin Aa
(CoaH100031) (PubChem, 2023b) ja sojasaponiin Ab (Cs7H104033) (PubChem, 2023d) kuuluvad A rihma
sojasaponiinide hulka. Sojasaponiin Ba (CssH73019) (PubChem, 2023a) ja sojasaponiin Bb (CsgH;8018) on
osa B riihma sojasaponiinidest (PubChem, 2023c).

12
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Joonis 2. Anallilisitud sojasaponiinide (sojasaponiin Aa, sojasaponiin Ab, sojasaponiin Ba ja sojasaponiin
Bb) ja sisestandardina (IS) kasutatud asperosaponiin VI keemilised struktuurid
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1.2.2. Sojasaponiinide tervisemoju ja maitse

Sojasaponiinidel on mitmeid nii kasulikke kui ka kahjulikke bioloogilisi efekte just nende amfifiilsete
omaduste tottu (Singh et al., 2017). Sojasaponiine peetakse tahtsateks bioaktiivseteks tihenditeks ning
monede uuringute kohaselt on saponiinidel tervisele kasulik mdju (Singh et al., 2017). Shi et al. (2009)
on naditeks oma uuringutes leidnud, et saponiinide tarbimine aitab kaasa vahiriski ennetamisele,
alandab veresuhkru ning vere kolestereooli taset. Lisaks on leitud, et saponiinid aitavad pdletiku vastu,
omavad immuunsisteemi stimuleerivat ja antiokslidantset toimet (Singh et al., 2017). Samas leidub
saponiinide kohta ka vaga vastakaid seisukohti. Saponiine peetakse ka nditeks antinutrientideks ning
on leitud, et nad omavad hemoliitilist, membranoliiitilist ja fungitoksilist toimet (Singh et al., 2017).
Samuti voivad saponiinid parssida teiste toitainete, nagu vitamiinide (nt vitamiin A ja E) ja
mineraalainete imendumist, vahendades nende bioloogilist kadttesaadavust. Lisaks on leitud, et
saponiinid vdivad osutuda toksiliseks tarbides neid korgetes kontsentratsioonides. (Samtiya et al.,
2020)

Saponiine peetakse peamiseks moruda maitse ning kootava voi kuiva suutunde tekitajaks
taimepdGhistes toitudes (Singh et al., 2017). Arvatakse, et saponiinide m&ru maitseomadus on neile
kaitsemehhanismiks herbivooride vastu (Cornell University Department of Animal Science, 2019) ning
on tuvastatud, et moru maitse intensiivsus erineb olenevalt saponiini tllbist (Takada et al., 2013).
Sojasaponiinide puhul on leitud, et A rihma sojasaponiinid on tunduvalt mérudama maitsega kui seda
on B rithma omad ning seet&ttu peetakse just neid peamiseks méruda maitse pdhjustajaks soja baasil
piimaalternatiivides (Sundaramoorthy et al., 2018).

1.2.3. Sojasaponiinide uurimismeetodid

Proovi ettevalmistus protsess soltub proovi olemusest. Kui tegemist on kuiva prooviga (nt laatsed,
sojaoad, herned), siis seda enamasti leotatakse voi keedetakse, seejarel kilmkuivatatakse ja
jahvatatakse. Kui juba on tegemist jahvatatud prooviga, nt sojaoa pulbri v3i sojavalguisolaadiga, siis
saab sellega otse ekstraktsiooni protsessi alustada. (Sagratini et al., 2013) Juhul kui on tegemist vedela
prooviga, siis enamasti seda eelnevalt kiilmkuivatatakse ehk ltofiliseeritakse — viiakse see kuivale kujule
ning alles seejarel saab alustada ekstraktsiooni protsessi (Chitisankul et al., 2021). Antud t66s
kasutatakse vedelal kujul proovi otse analiisimist.

Saponiinide analllsimiseks on vdimalik kasutada erinevaid ekstraktsioonimetoodikaid. Mdnedeks
traditsioonilisemateks meetoditeks saponiinide eraldamiseks on nditeks matseratsioon ja Soxhlet
ekstraktsioon (Aziz et al., 2019), kuid kasutusel on ka kaasaegsemad tehnikad nagu ultraheli
ekstraktsioon, mikrolaine abiga ekstraktsioon, kiirendatud lahustiga ekstraheerimine ning Ulekriitilise
fluidumiga ekstraktsioon (SFE) (Ligor et al., 2018). Saponiinide isoleerimise ja proovi puhastamise
eesmargil kasutatakse tihti lisaks tahke faasi ekstraktsiooni (SPE), kasutades kas stsiniku voi poliimeeri
baasil adsorbente; vedelik-vedelik ekstraktsiooni (LLE) voi kolonnkromatograafiat (CC) (Ligor et al.,
2018).
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Tavaliste anallilisimeetoditena saponiinide sisalduse maaramiseks on kasutusel kdrgsurve
vedelikkromatograafia (HPLC), gaasikromatograafia-massispektromeetria (GC-MS), maatriksi abil laser
desorptsioon/ionisatsioon (MALDI) (Ligor et al., 2018), vedelik-kromatograafia massispektromeetria
(LC-MS) voi UV-kiirguse abil detekteerimine. Viimane ei ole kdige t6husam meetod, kuna saponiinid ei
sisalda UV-ga tuvastatavaid kromofoore. (Cheok et al., 2014) Populaarsemaks meetodiks on aga saamas
hidrofiilse interaktsiooni vedelik-kromatograafia massispektromeetria (HILIC-MS), mida kasutatakse
ka antud t60s (Bljahhina et al., 2023).

Hiidrofiilse interaktsiooni vedelik-kromatograafia massispektromeetria (HILIC-MS)

Hldrofiilse  interaktsiooni  vedelik-kromatograafia ~ massispektromeetria ~ (HILIC-MS)  on
korgsurvevedelik-kromatograafia liik. Seda kasutatakse tavaliselt polaarsete Ghendite eraldamiseks,
kuid sobib hasti ka amfifiilsete Ghendite eraldamiseks, mis ei lahutu héasti tavalise pooratud faasi
vedelik-kromatograafia puhul. (Buszewski & Noga, 2012) HILIC metoodikas kasutatakse statsionaarse
faasina hidrofiilse materjaliga taidetud lahutuskolonni ning mobiilse faasina kdrge kontsentratsiooniga
hidrofoobset orgaanilist solventi (nt atsetonitriili) koos vaikse koguse veega (Boersema et al., 2008).

Saponiinide tuvastamiseks kasutatakse HILIC tehnoloogiaga kasikdes elektropihustusionisatsiooni
siisteemiga (ESI) massispektromeetriat (MS). Peale proovi kromatograafilist lahutamist ldbivad proovi
molekulid ionisatsiooniallika, kus pihustatud molekulid ioniseeritakse. loniseerimiseks kasutatakse ESI
ionisatsioonisiisteemi, kus ioniseerimiseks kasutatakse k&rgepingepotentsiaali — elektrivoolu abil
viiakse vedeliku osakesed gaasi faasi. Edasiseks analiilisiks saadetakse ioonid massianallisaatorisse, kus
sisteem identifitseerib analliidi ioone vastavalt nende massi-laengu suhtele. (Chen et al., 2019)

1.3. Valideerimine

Valideerimine on protsess, mida kasutatakse t&estamaks, et analiiitiline meetod on sobilik mingi
spetsiifilise anallisi labi viimiseks ning tdidab oma eesmargi. Valideerimine teeb kindlaks analttsiks
kasutatava meetodi kvaliteedi. (Raposo & lbelli-Bianco, 2020) See viljendab analiiiitilise meetodi
paikapidavust (Kruve et al.,, 2015a) ning on saanud laboritele Uldtunnustatud protseduuriks
usaldusvaarsete andmete esitamiseks (Raposo & lbelli-Bianco, 2020).

Valideerimine on analiitilise meetodi abil saadud tulemuste usaldusvdarsuse tagamisel
votmekomponendiks. Mida keerulisem on kasutatav meetod, seda olulisem ning t66mahukam on
valideerimisprotsess — sel juhul on tahtis ndidata, et meetod toimib ning selle tulemustele vdib
tugineda. Valideerimisel saadav informatsioon on oluline nii labori enda kui ka kliendi jaoks: labor saab
enesekindluse oma tulemuste osas ja oskab vajadusel teha oma t66s parandusi, kui meetod ei to6ta nii
nagu peaks ning klient saab kindlustunde talle esitatud tulemuste paikapidavuse kohta. (Kruve et al.,
2015a)
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Koikide analtitiliste meetodite puhul on valideerimine kohustuslik (Kruve et al., 2015a) ning
valideerida tuleb kogu analiiiitiline protsess alates proovi votmisest kuni andmet6étluseni (Huber,
1998). Analltilise protsessi pdhietapid on toodud Joonis 3.

Proovi vétmine

Y

Proovi ettevalmistus

Y

Anallus

Y

Andmete/tulemuste
hindamine

Joonis 3. Analttilise protseduuri valideeritavad etapid. Kohandatud (Huber, 1998) p&hjal

Analutilisi meetodeid on vajalik valideerida v6i mdnikord ka taasvalideerida erinevatel juhtudel: enne
meetodi rakendamist rutiinanalliiside teostamiseks; varasemal valideerimisel kasutatud tingimuste
muutumisel, nditeks teistsuguste omadustega instrumendi kasutuselevotmisel voi varasemast erineva
maatriksi kasutamisel — kokkuvétlikult on valideerimine vajalik igasuguse meetodi muudatuse korral,
mis jadb valjapoole algset kohaldamisala (Huber, 1998).

1.3.1. Valideerimise parameetrid

Valideerimiseks leidub arvukalt erinevaid juhendmaterjale, mis sisaldavad ka erinevat informatsiooni
kindlaks maaratavate parameetrite kohta (Raposo & Ibelli-Bianco, 2020). Peamisteks naitajateks, mida
analldtilise meetodi valideerimise kadigus madratakse on tapsus, digsus, kordustdpsus, saagis, pusivus,
vastupidavus, selektiivsus, tuvastamispiir (Raposo & lbelli-Bianco, 2020), aga ka kvantifitseerimispiir,
lineaarne ala ja tundlikkus (Kruve et al., 2015a).

Selektiivsus (ingl.k. selectivity) on oluline faktor k&ikide anallitiliste meetodite puhul — see naitab, kas
meetod on anallildi suhtes selektiivne v3i mitte. Maatriksid koosnevad pariselus enamasti mitmetest
erinevatest koostisosadest, seega on tahtis, et anallilisi tulemused iseloomustaksid konkreetse uuritava
analtdi sisaldust, mitte korvalkomponentide oma. (Kruve et al., 2015a) Selektiivsus on vaartus, millega
naidatakse kui suurel maaral segavad maatriksi teised ained analttidi kindlaksmé&aramist (Thompson et
al., 2002). Segajate poolt tekitatud mdju nimetatakse interferentsiks ning mida rohkem esineb
interferentsi, seda madalam on meetodi selektiivsus. Meetodit, mille selektiivsus on 100%, voib
nimetada spetsiifiliseks. Reaalsed analtitilised protseduurid ei ole kunagi taielikult spetsiifilised, kil
aga on voimalik, et need on spetsiifilised oma rakendusala piirides, naiteks voib meetod spetsiifiline
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olla kindla analiilidi jaoks kindlas maatriksis ning teatud kontsentratsioonivahemikus. (Kruve et al.,
2015a)

Lineaarne ala (ingl.k. linear range) on parameeter, mis iseloomustab meetodi lineaarsust. Lineaarse ala
mdiste all peetakse silmas sellist uuritava aine kontsentratsioonide vahemikku, kus signaalid on otseselt
proportsioonis analtitidi kontsentratsiooniga proovis. (Kruve et al., 2015b)

Tundlikkus (ingl.k. sensitivity) on samuti seotud meetodi lineaarsusega. See on md&d&teseadme
vastuse/tagasiside muutus, mis vastab muutusele mdddetud analtitidi koguses. Tundlikkust saab
defineerida ka kui kalibratsioonikdvera tousu kvantifitseerimispiiri (LOQ) lahedal. (U.S. Food and Drug
Administration, 2019)

Kordustapsus (ingl.k. precision) iseloomustab kindlaksmaaratud tingimustel samade proovide
korduvate mdotmiste tulemusel saadud vaartuste kokkulangevust. Seda véljendatakse tavaliselt
absoluutse voi suhtelise standardhalbe, dispersiooni voi variatsioonikordajana. (Raposo & Ibelli-Bianco,
2020) Kordustapsusega tehakse kindlaks kasutatava stisteemi juhuslik viga (Kruve et al., 2015b).

Oigsus (ingl.k. trueness) naitab, kui palju erineb I8pmatul arvul korduvalt md&ddetud vaartuste keskmine
tegelikust vaartusest. Oigsusega maaratakse kindlaks siisteemi siistemaatiline viga. (Kruve et al.,
2015b)

Kasikdes Oigsusega madratakse ka metoodika maatriksefekt (ME) (ingl.k. matrix effect).
Maatriksefektiks nimetatakse ionisatsiooni parssimist vGi tugevdamist teiste proovis leiduvate
Ghendite poolt. (Kruve et al., 2015b)

Tapsus (ingl.k. accuracy) véljendab eelnevate parameetrite — kordustdpsuse ja Gigsuse koosmadju ning
naitab the mootetulemuse lahedust tdesele vaartusele — see on ka peamine erinevus Gigsusest, kuna
Oigsus viitab alati korduvalt moddetud tulemuste keskmisele vaartusele. (Kruve et al., 2015b)

Saagis (ingl.k. recovery) iseloomustab analttilise ekstraktsioonimetoodika efektiivsust ning naitab, kui
suur on uuritava anallidi sisaldus proovis. Saagist maadratakse, vorreldes enne ekstraktsiooni
maatriksile juurde lisatud ja sealt ekstraheeritud analtilidi kogust tegeliku analiilidi kontsentratsiooniga
lahuses. (Kruve et al., 2015b)

Vastupidavus (ingl.k. ruggedness) ja pusivus (ingl.k. robustness) on parameetrid, mida tihti
defineeritakse kasikdes, kuna need on vaga sarnased. Need terminid viitavad analltilise metoodi
vOimele jadda soltumatuks varieeruvatele metoodilistele (nagu mobiilse faasi koostis, kolonni vanus,
kolonni temperatuur) ja keskkondlikele tingimustele (nagu 6hu temperatuur, dhuniiskus) (Kruve et al.,
2015a).

Vastupidavuse moistet kasutatakse enamasti metoodika véliste tegurite (naiteks kui varieeruvad
anallilsi labiviija, instrument, reagendid, erinevad pdevad) varieeruvusest séltuvuse kirjeldamiseks
(Kruve et al., 2015a).
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Piisivus valjendab rohkem metoodika stabiilsust sisemiste tegurite, nagu proovi ettevalmistuse, lilkuva
faasi koostise ja voolukiiruse, kolonni temperatuuri, erineva maatriksi varieeruvuse suhtes (Kruve et al.,
2015a).

Tuvastamispiir (ingl.k. limit of detection - LOD) on vaikseim kogus anallilti proovis, mida on vdimalik
usaldusvaarselt eristada nullist. LOD-d kasutatakse peamiselt kahel eesmargil: esiteks, et hinnata, kas
valitud meetodiga anallilit detekteeriti, vorreldes LOD vaartust proovi anallilsi tulemusega; teiseks
analttilise meetodi madalate analtiidi kontsentratsioonide detekteerimise vdime iseloomustamiseks
ning teiste laborite vGi standarditega vordlemiseks. (Kruve et al., 2015a)

Kvantifitseerimispiir (ingl.k. limit of quantitation - LOQ) on madalaim analllidi kontsentratsioon
proovis, mida on veel vdimalik kvantifitseerida aktsepteeritava korratavuse ja digsuse piirides. LOQ
maaratakse kindlaks Gigsuse ja kordustapsuse parameetrite abil. Sarnaselt LOD-ga kasutatakse ka LOQ-
d kahel pé&hjusel: selleks, et tuvastada, kas moddetud proovi kontsentratsioon on vahemikus, mis
voimaldab seda kasutatava meetodiga piisava tapsusega kvantifitseerida ning selleks, et iseloomustada
analldsimeetodit. Nii LOD kui ka LOQ on seotud metoodika tundlikkusega — mida kdrgem on tundlikkus,
seda madalamad on LOD ja LOQ. (Kruve et al., 2015a)

1.3.2. Valideerimise meetodid ja juhendmaterjalid

Sageli ei ole kdikide valideerimisparameetrite maaramine ehk tdielik valideerimine vajalik ning
kasutatakse osalist valideerimist. Osalist valideerimist rakendatakse kui kasutatakse monda
standardmeetodit (nt I1SO), viiakse sisse véikseid muudatusi varem valideeritud meetodites voi
valideerides kitsa kasutusalaga meetodeid. Vdikesteks muudatusteks loetakse enamasti uue maatriksi
lisamist metoodikasse, proovi ettevalmistusel uue reagendi kasutuselevéttu vGi naiteks meetodi
Uleviimist teise laborisse. Iga metoodi valideerimisel madratakse kindlaks erinevaid parameetreid
vastavalt meetodi spetsiifikale ning vajadustele. (Kruve et al., 2015a)

Valideerimise juures eristatakse peamiselt kahte erinevat valideerimistitpi: ihe labori pdhist ehk
ingl.k. single-laboratory valideerimist ja kindlaksmaaratud nduete jargi valideerimist - akrediteerimist
ehk ingl.k. accreditation (Taverniers et al., 2004). Labori pohine valideerimine tdhendab labori enda
sisemist valideerimist. Seda rakendatakse kui laboris tahetakse kasutusele votta uut
anallidsimetoodikat, kuid seejuures ei ole laborile oluline, et metoodika oleks mdnele rangele
standardile vastav — tahtis on, et valideerimisega saadakse kindlustunne oma metoodika sobivuse osas.
Akrediteerimine viiakse ldbi kui eesmargiks on labori kvalifitseerimine mingitele kindlatele
kriteeriumitele vastavaks — siia kuulub nditeks rahvusvaheliste standardite ISO/IEC sertifikaatide
taotlemine. (Thompson et al., 2002)

Analltiliste meetodite labori pdhiseks valideerimiseks ei eksisteeri tGihte kindlat reeglistikku. Erinevaid
valideerimisjuhendeid ehk ingl.k. guideline on suur hulk ning seega on ka palju erinevaid tehnikaid,
kuidas valideerimist [abi viia. Valideerimisel kasutatakse erinevaid teaduslikes andmebaasides leiduvaid
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juhendmaterjale vastavalt sellele, milline on valideeritav metoodika. Enamasti modifitseerib valideerija
juhendmaterjali veel |dhtuvalt oma metoodikast (Thompson et al., 2002).

Valideerimisjuhendid varieeruvad soltuvalt mitmetest erinevatest asjaoludest nagu proovide
maatriksitest, anallilisitavatest tGhenditest, anallilisiks kasutatavast tehnikast, kasutusvaldkonnast ja
anallisi tasandist (labori pdhine, riiklik voi rahvusvaheline). Lahtuvalt eelnevatest faktoritest erinevad
juhendmaterjalid Gksteisest kasutusala ja terminoloogia, protseduuri eesmargi (nditeks kas tegemist
on tootearenduse, kvaliteedikontrolli voi teadustddga), anallitiliste tehnoloogiate, parameetrite,
eksperimentaalsete protseduuride ja nende jarjekorra ning vastuvGetavuse kriteeriumite poolest.
(Raposo & Ibelli-Bianco, 2020)

Mdned populaarsemad anallidtiliste meetodite puhul kasutatavad valideerimisjuhendid on jargmised:

IUPAC, ICH, AOAC, Eurachem, EMA, FDA ja SANCO poolt valja antud juhendmaterjalid (Kruve et al.,
2015a).
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2. Too eesmark

Uurimist66 probleem

Uheks olulisemaks viljakutseks toidutehnoloogia valdkonnas on leida loomsetele valkudele taimsed
alternatiivid, mis sdilitaksid samal ajal oma toitainelised vaartused. Peamiseks asendajaks loomsetele
valkudele on saanud sojavalk ning soja baasil toidud oma potentsiaalselt kasulike méjude ning kdrge
valgusisalduse ja valgu kvaliteedi t6ttu. (Qin et al., 2022)

Soja baasil tooted sisaldavad aga saponiine, millel on kil leitud bioaktiivseid omadusi, kuid pdhjustavad
morudat maitset (Yates et al., 2021) — see vOib osutuda tarbija jaoks ebaatraktiivseks. Seega on
sojasaponiinide sisaldus katsumuseks sojatoote arendajatele ning saponiinide sisalduse maaramine
vOiks pakkuda huvi ka toidutootjatele, toitumisspetsialistidele ja teadlastele. Samuti on véimalus sama
meetodit kasutada teiste taimsete piimaalternatiivide sojasaponiinide sisalduse uurimiseks. T6o
uudsus seisneb selles, et varasemalt ei ole sojasaponiinide maaramisel kasutatud vedelate proovi
maatriksite otse anallilsimist, vaid tavaliselt vedel proov enne luofiliseeritakse. Selline vedelate
proovide otse analiilisimine eelneva kilmkuivatamiseta, véimaldab hoida kokku nii aega kui ka
laboriressursse ning vahendab erinevate laboriseadmete kasutamise vajadust.

Kaesolev uurimistd6 on osaks juhendaja doktoritéost, mis keskendub mdrudate tGhendite uurimisele
taimsetes valgu allikates. Uurimisto0s saadud tulemuste pohjal publitseeriti ka artikkel pealkirjaga
,Development of Extraction Method for Determination of Saponins in Soybean-Based Yoghurt
Alternatives: Effect of Sample pH” (Bljahhina, Kuhtinskaja, et al., 2023).

Bakalaureuset66 eesmargiks on vidlja tootada proovi ekstraktsiooni metoodika saponiinide
maaramiseks soja baasil jogurti alternatiivides ning seejarel metoodika valideerida, et kindlustada uus
meetod edasiste rutiinanallilside labiviimiseks.
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3. Eksperimentaalne osa

3.1. Materjalid

Toos kasutati kuute erinevat soja baasil proovi: viite soja baasil jogurti alternatiivi (YA) ning thte soja
baasil jooki (SBD) (vt tabel 1), mis parinesid kohalikest Prisma kauplustest. K&ikidest kasutatud
proovidest véeti alikvoodid ja sailitati -20°C juures. Tabelis 1 on ndha ka proovide koostisosad ja nende

toitumisalane info 100g toote kohta.
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Tabel 1. Proovide info

and Maracuja

(7,9%), vesi, maracuja (0,9%), modifitseeritud
tarklis, dekstroos, kaltsiumfosfaat, paksendaja:
pektiin, tsitruselised kiudained, I6hna- ja
maitseained, happesuse regulaator: viinhape,
vitamiinid: riboflaviin (B2), B12, D2, eluskultuurid

Proovi kood | Proovi nimetus | Tootja Koostisosad Toitumisalane teave 100g kohta

YAl Alpro Plain Alpro Sojapohi (vesi, liditud sojaoad (10,7%)), suhkur, Energia: 212 kJ / 51 kcal; Rasvad: 2,3 g; millest
kaltsium (trikaltsiumtsitraat), stabilisaator kiillastunud rasvhappeid: 0,4 g;
(pektiinid), happesuse regulaatorid monokillastumata rasvhapped: 0,5 g;
(naatriumtsitraadid, sidrunhape), I6hna- ja polikillastumata rasvhapped: 1,4 g; Stsivesikud:
maitseained, meresool, antioksiidandid 2,1 g; millest suhkruid: 2,1 g; Kiudained: 1 g; Valk:
(tokoferoolirikas ekstrakt, askorbiinhappe 4 g; Sool: 0,25 g; D-vitamiin: 0,75 pg; vitamiin
rasvhappeestrid), vitamiinid (B12, D2), B12: 0,38 ug; Kaltsium: 120 mg
jogurtikultuurid (S. thermophilus, L. bulgaricus)

YA2 Rainbow Rainbow | Vesi, mahesojaoad (11,5%), mahemaisitarklis, Energiat 209 kJ / 50 kcal; Rasvad: 2,6 g; millest

Soijavalmiste sool, jogurtikultuurid killastunud rasvu: 0,4 g; Sisivesikud: 1,5 g;
millest suhkrud: 0,4 g; Valk: 4,7 g; Sool: 0,07 g
YA3 Valsoia - Peach Valsoia Sojajook 76,5% (vesi, sojaoad 8,7%), suhkur, virsik | Energia: 320 kJ, 76 kcal; Rasvad: 1,5 g; millest

kiillastunud rasvhappeid: 0,2 g;
monokillastumata rasvhapped: 0,2 g;
polikillastumata rasvhapped: 1,1 g; Stsivesikud:
12 g; millest suhkrud: 11 g; Kiudained: 0,7 g; Valk:
3,2 g; Sool: 0,01 g; B2-vitamiin: 0,21 mg; vitamiin
B12: 0,38 ug; D2-vitamiin: 1,5 pg; Kaltsium: 120
mg
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Tabel 1 jarg. Proovide info

Proovi kood | Proovi nimetus Tootja Koostisosad Toitumisalane teave 100g kohta
YA4 Alpro Peach Alpro Sojapohi (vesi, liditud sojaoad (9,7%)), virsik Energia: 292 kJ / 69 kcal; Rasvad: 2,1 g;
(10,9%), suhkur, happesuse regulaatorid millest killastunud rasvhappeid 0,4 g;
(sidrunhape, naatriumtsitraadid), stabilisaator monokillastumata rasvhapped: 0,5 g;
(pektiinid), trikaltsiumfosfaat, I6hna- ja maitseaine, | polikillastumata rasvhapped: 1,2 g;
meresool, antioksiidandid (tokoferoolirikas Sisivesikud: 8,3 g; millest suhkrud: 8,2 g;
ekstrakt, askorbiinhappe rasvhapete estrid), Kiudained: 0,9 g; Valk: 3,6 g; Sool: 0,25 g;
porgandiekstrakt, vitamiinid (B2, B12, D2), D-vitamiin: 0,75 ug; B2-vitamiin: 0,21 mg;
jogurtikultuurid (S. thermophilus, L. bulgaricus). vitamiin B12: 0,38 pg; Kaltsium: 125 mg
YAS5 Alpro Greek Style | Alpro Sojapohi (vesi, liditud sojaoad (15,7%)), suhkur, Energia: 283 kJ / 68 kcal; Rasvad: 3,3 g;
stabilisaator (pektiinid), kaltsium millest killastunud rasvhappeid: 0,6 g;
(trikaltsiumtsitraat), happesuse regulaatorid monokiillastumata rasvhapped: 0,7 g;
(naatriumtsitraadid, sidrunhape), looduslik I6hna- ja | polikillastumata rasvhapped: 2 g;
maitseaine, meresool, antiokstidandid Susivesikud: 2,6 g; millest suhkrud: 2,5 g;
(tokoferoolirikas ekstrakt, askorbiinhappe Kiudained: 1,5 g; Valk: 5,8 g; Sool: 0,36 g;
rasvhapete estrid), vitamiinid (B12, D2), D-vitamiin: 0,75 ug; E-vitamiin: 1,3 mg;
Jogurtikultuurid (S. thermophilus, L. bulgaricus) vitamiin B12: 0,38 pg; Kaltsium: 120 mg
SBD The Dream & Naturprodukte | Sojap&hi 99% (vesi, sojaoad 7,5%), Energiat 144kJ/35 kcal; Rasvad: 1,9 g,
Joya Soya Drink kaltsiumkarbonaat, stabilisaator: gellaankummi; millest killastunud rasvhappeid 0,3 g;
Barista happeregulaator: kaaliumkarbonaat; vitamiin: D2, Susivesikud: 0,8 g, millest suhkrud 0,7 g;
vitamiin B12, looduslik I6hna- ja maitseaine, sool Kiudained: 0,5 g; Valk 3,3 g; sool 0,11 g;
Kaltsium: 120 mg; vitamiin D2 0,75 ug;
vitamiin B12 0,38 g
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3.1.1. Reagendid

Sojasaponiinide eraldamiseks ja anallilisimiseks kasutati atsetonitriili (MeCN) (HPLC klass, >299.9%,
Honeywell), metanooli (MeOH) (HPLC klass, 299.9%, Honeywell), sipelghapet (FA) (MS klass, 98%,
Honeywell), dlipuhas vesi (MQ) (Millipore), etanooli (EtOH) >99.8% absoluutne (Honeywell), 2-
propanooli (IPA) (HPLC klass, >99.9%, Honeywell) ja 25%-list ammooniumilahust (LC-MS Kklass,
Honeywell).

3.1.2. Standardid

Proovides sojasaponiinide sisalduse maaramiseks standardainetena kasutatud sojasaponiin Aa (MW =
1365,46 g/mol), sojasaponiin Ba (MW = 959,12 g/mol) ja sojasaponiin Bb (MW = 943,12 g/mol) on parit
ettevottest Phytolab GmbH & Co. KG (Dutendorfer, Germany) ning sojasaponiin Ab (MW = 1437,5
g/mol) MedChemExpress-ist (NJ, USA).

Sisestandardina kasutati ihendit asperosaponiin VI (MW =929,1 g/mol), mis parines samuti ettevSttest
PhytolLab GmbH & Co. KG (Dutendorfer, Germany).

3.2. Meetodid

3.2.1. Metoodika valjato6tamine - proovi ekstraktsioon ja saponiinide
maaramine

Proovi ettevalmistus

Saponiinide ekstraheerimiseks kasutati moningate muudatustega eelnevalt publitseeritud herne- ja
kaeramaatriksile sobilikku meetodit (Bljahhina, Pismenndi, et al., 2023).

Esmalt kilmutatud proovid sulatati, homogeniseeriti ning kaaluti kolmes paralleelis 0,35-0,40 g 5 ml
mootkolbidesse. Mdotkolvid taideti jooneni Ulipuhta veega ja vortekseeriti. Metoodika valja td6tamise
kaigus leiti, et sojasaponiinide kvantifitseerimist mojutab jogurti alternatiivide esialgne pH — seet6&ttu
muudeti ettevalmistuse kaigus ka nende proovide pH-d. Selleks valati proovid modtkolbidest tle 15 ml
korgete poorete jaoks mdeldud tuubidesse ning kasutades kalibreeritud pH-meetrit viidi pH vahemikku
8 £ 0,25 (jogurti alternatiivide esialgne pH oli umbes 4,6). Reagentidena kasutati vastavalt vajadusele
5%-list ammooniumi vesilahust (v/v) ja 25%-list sipelghappe vesilahust (v/v). Seejarel inkubeeriti
proove stabiliseerimiseks 30 min toatemperatuuril tuubirotaatoril SB3 (Stuart, UK).



Seejarel proovid tsentrifuugiti (17000 x g juures, 10 min, temperatuuril 10°C). Seejarel viidi 700 pl
proovi supernatanti ja 700 ul puhast MeCN dle uude 1,5 ml Eppendorfi tuubi, vortekseeriti ning
tsentrifuugiti uuesti (14800 x g juures, 10 min, temperatuuril 10°C) sadestunud valkude eraldamiseks.
Proovid filtreeriti (1000 pl saadud supernatandist) kasutades -0,5 baarilise réhu juures
vaakumkollektor slisteemi (VacMaster 10, Biotage Sweden AB, Uppsala, Sweden) |abi ISOLUTE® PLD+
kolonni (Biotage Sweden AB, Uppsala, Sweden). See eemaldab proovist jarelejaanud valgud ja
fosfolipiidid. Viimaks viidi positive-displacement pipetiga 1:1 proovi filtraati (100 pl) ja sisestandardi
to6lahust (Asperosaponiin VI) (100 pl) UPLC viaali ning ststiti LC-MS slisteemi.

Hiidrofiilse interaktsiooni vedelikkromatograafia-massispektromeetria (HILIC-MS)

Proove analliUsiti kasutades Waters UPLC® (Waters Corporation, Milford, MA, USA) kromatograafi koos
Waters Quattro Premier XE massi-spektromeetriga, mis oli varustatud ZSpray™ Source
ionisatsiooniallikaga. Anallilisis kasutatavad mobiilsed faasid koosnesid A) 0,1% sipelghappe
vesilahusest (kasutades MQ ultrapuhast vett) ja B) 0,1% sipelghappe lahusest MeCN-is. Seadmes
kasutatav nork ndela pesulahus (ingl.k. weak needle wash) koosnes MeCN lahusest ultrapuhtas vees
(90%, v/v) ja tugev ndela pesulahus (ingl.k. strong needle wash) koosnes IPA lahusest MeCN-is (50%,
v/v). Tihendi pesulahuseks (ingl.k. seal wash) oli 50%-line MeCN vesilahus(v/v). Proove siilitati
automaatses proovivotjas temperatuuril 8°C ning slistimismahuks oli seatud 2 pl.

Saponiinide eraldamiseks kasutati BEH Amide kolonni (1,0 x 50 mm, 1,7 um), mis oli ihendatud BEH
Amide VanGuardi eelkolonniga (2,1 x 5 mm) ettevottelt Waters Corporation (Milford, MA, USA).
Voolutamise gradient oli jargmine: 0-0,17 min 10% A lahuse ja 90% B lahuse juures; 0,17-1,5 min
muutus gradient lineaarselt kasutades 10-70% A lahust ja vastavalt 90-30% B lahust; minutitel 1,5-4,17
oli gradient 70% A lahuse juures; 4,18 minutil lllitati gradient 10% A lahuse juurde ning viimastel 4,18-
6,0 minutitel pusis gradient 10% A lahuse juures. Kogu sUstimistsiikli ajaks kokku oli 6 minutit. Kdigi
katsete ajal hoiti kolonni temperatuuri 50 °C juures ning voolukiiruseks oli 200 pl/min.

Analldtide ioniseerimiseks kasutati negatiivse elektropihustusionisatsiooni (ESI) tehnikat. Massi ja
laengu suhted saadi Uhe iooni salvestuse (ingl.k. single-ion-recording) meetodit kasutades.
Deprotoneeritud molekulid valiti skanneerimise tiilipi vdlisstandardite katse pdhjal. Kapillaarpingeks
seati -2,5 kV ja koonuse pinged méaarati iga Uhendi jaoks eraldi (tabel 2).



Tabel 2. Analtititide massi/laengu suhted (m/z) ja koonuse pinged

Analiiiit m/z £ 0,5Da Koonuse pinge (V)
Asperosaponiin VI 927,5 120
Sojasaponiin Aa 1364,3 120
Sojasaponiin Ab 1435,6 120
Sojasaponiin Ba 957,3 120
Sojasaponiin Bb 941,5 100

Kalibratsioon ja kvantifitseerimine

Kalibreerimiseks vajalikud standardiihendite pohilahused (ingl.k. stocklahused) saadi jargnevalt:
sojasaponiin Aa, sojasaponiin Ab ja sojasaponiin Bb kontsentratsiooniga 1000 mg/L lahused valmistati
99,9%-lise puhtusega etanoolis ning sojasaponiin Ba 1000 mg/L pd&hilahus valmistati 1:1-le
etanool:metanool lahuses (EtOH:MeOH; 1:1, v/v). Sisestandardi (IS) asperosaponiin VI 1000 mg/L lahus
valmistati Glipuhtas MQ vees. Kdikidest lahustest tehti alikvoodid, mis sailitati -80°C juures. Enne igat
anallilsi valmistati uus IS to6lahusena kasutatav 30 mg/L asperosaponiin VI lahus (50%-lises MeCN
vesilahuses (v/v)). Kalibratsioonikdvera koostamiseks vajalikud standardlahused lahustati 50%
MeCN:36% H,0:14% EtOH (v/v) lahuses.

Kvantifitseerimiseks lisati standardlahustele enne HILIC-MS sisteemi siistimist konstantse
kontsentratsiooniga 1:1-le IS toolahust. Kdikide sojasaponiinide standardained kokku segades saadi
Uhekordne lahus, millest valmistati omakorda kaheksa jarjestikust lahjendust. Nende jarjestikuste
lahjenduste naol saadi kalibratsioonilahused (kontsentratsioonivahemikus 0,01-2,5 mg/L). Seejarel
koostati igale sojasaponiinile kalibratsioonikdver, nii et iga Uksiku sojasaponiini piigi pindala ja
sisestandardi piigi pindala vaheline suhe kanti graafiku y-teljele ning vilise standardiihendi
kontsentratsioon x-teljele. Kdikide analtttide korrelatsioonikoefitsientid leiti lineaarse regressiooni
meetodil.

3.2.2. Metoodika valideerimise katsete kirjeldus

Vilja tootatud sojasaponiinide maiaramise metoodika valideerimisel tugineti EMA valideerimise
juhendmaterjalile. Valideerimise kaigus maarati kindlaks metoodika kalibratsioonikdver ja
kalibratsiooniulatus, tuvastamispiir (LOD), kvantifitseerimispiir (LOQ), selektiivsus, spetsiifilisus/tapsus,
kordustapsus, saagis ja maatriksefekt.



Kalibratsioonikdvera ja -vahemiku hindamiseks moddeti korduvalt erineva kontsentratsiooniga
sojasaponiinide standardlahuseid, kasutades kaheksat  erinevat kalibratsioonipunkti.
Kalibratsioonipunktid saadi sojasaponiinide standardaine Ghekordsete lahuste jarjestikul lahjendamisel
kuni 128-kordse lahjenduseni. Samuti hinnati lineaarsust (kalibratsiooni parameetreid) residuaalide
sobivuse jargi: hinnati, et kalibratsioonikdvera residuaalid jadksid véimalikult vordselt llesse ja alla
poole x-telge.

LOD ja LOQ arvutati vélja kasutades varasemalt avaldatud juhendit (Kruve et al., 2015b). Vastavalt
juhendi kirjeldusele leiti vaartused standardkdvera madalaima kontsentratsioonipunkti piikide
pindalade analitsimisel saadud standardhalbe (SD) abil: LOD saamiseks korrutati SD 3-ga ja LOQ
saamiseks korrutati see 10-ga.

Tapsuse maaramise kaigus moddeti eraldi metoodika paevasisest (ingl.k. intra-day) ja pdevadevahelist
(ingl.k. inter-day) kordustapsust. Pdevasisese tdpsuse maaramiseks sistiti lineaarse ala kdrgeimat
punkti tahistavat standardlahust (mis sisaldas kdiki viite standardainet) ja sisestandardit kuus korda tihe
paeva jooksul ning pdevadevahelise tdpsuse jaoks sistiti neid kolme séltumatu pdeva jooksul. Sellega
tehti kindlaks slsteemi poolt analiilsitud retsensiooniaegade ja piikide pindalade stabiilsus.
Ekstraktsiooni metoodika tdpsuse vilja selgitamiseks uuriti ka kogu metoodika korratavust (ingl.k.
repeatability) ja keskmist tapsust. Need anallisid viidi Idbi tihe soja baasil jogurti alternatiiviga - YA2.
Metoodika keskmine pédevasisene tdpsus madrati kindlaks sama proovi YA2 kuue paralleeli
analliisimisega samades katsetingimustes. Keskmise paevadevahelise tdpsuse maaramiseks teostati
katsed kolmel erineval pdeval nelja nadala jooksul.

Analiiiitide kogusaagise (ingl.k. total recovery) hindamiseks kasutati ekstraktsioonieelset spaikimist
(ingl.k.  pre-extraction  spiking). Selleks lisati YA2  proovimaatriksile neljal erineval
kontsentratsioonitasemel teadaolev kogus sojasaponiine. Algseks kontsentratsioonitasemeks oli
spaikimata proov, esimese taseme spaikimislahusena kasutati sojasaponiinide segu
kontsentratsiooniga alumise LOQ piiri juures, teise taseme spaigilahuse kontsentratsioon oli lineaarse
ala keskel ja kolmanda taseme spaikimislahuse segu kontsentratsioon oli tlemise LOQ piiri ldhedal.
Parast spaikimist teostati kogusaagise hindamise katset edasi tapselt samamoodi nagu (lalkirjeldatud
proovi ekstraktsioonimetoodika kirjelduses vilja toodud.

Maatriksefekti (ME) kindlaks maadramiseks kasutati ekstraktsioonijargset spaikimist (ingl.k. post-
extraction spiking). Selleks lisati parast ekstraktsiooni proovile originaalse kalibratsioonikdvera
standardlahuseid ning konstrueeriti selle pdhjal saadud tulemusest uus kalibratsioonikdver. Edasi
vorreldi proovide spaikimise p&hjal saadud (ingl.k. matrix-matched) kalibratsioonikGverat originaalse
standardite pdhjal saadud (ingl.k. solvent-matched) kalibratsioonikGveraga ning arvutati kGverate
téusude pdhjal vdlja maatriksefekt. Maatriksefekti arvutust iseloomustab jargmine valem 1:

ME (%) = tOUSpatrix—matched/tOUSsolvent—matched X 100% (1). (Kruve et al., 2015b)



3.2.3. Andmeanaliiiis

HILIC-MS kaudu saadud andmeid anallisiti ja kvantifitseeriti kasutades Waters MassLynx™ V4.1
(SCN805, Waters Corporation, Milford, MA, USA) ning Microsoft Excel® (Microsoft 365 Apps for
enterprise, Microsoft Corporation, Richmond, WA) programme.

Proovi ekstraktsioonimetoodika arendamiseks vajalik andmeanaliilis teostati programmi R 4.2.2 (The R
Foundation for Statistical Computing, Viin, Austria) abil. ANOVA ja Tukey-Krameri post hoc testid viidi
labi kasutades R-i paketti “agricolae” 1.3-5. Tulemused esitati kujul aritmeetiline keskmine *
standardhiélve (SD). Kdiki teostatud analiilise korrati kolmes korduses.



4. Tulemused ja arutelu

4.1. Ekstraktsiooni metoodika valja to6tamine

Antud proovi ekstraktsiooni metoodika valja to6tamise aluseks sojasaponiinide maaramisel soja baasil
jogurti alternatiivides oli varem avaldatud ekstraktsiooni metoodika saponiinide maaramiseks kaera- ja
hernebaasil taimsetes jookides (Bljahhina, Pismenndi, et al., 2023).

Tabelis 3 on ndha proovi ekstraktsiooni metoodika arendamise kaigus kasutatud soja baasil joogi, SBD,
ja kahe jogurti alternatiivi, YA1 ja YA2, analiisi tulemused. Nimetatud maatrikseid anallilsiti eelnevalt
kirjeldatud proovi ekstraktsiooni metoodikat rakendades nii spaikimata kui ka koigi nelja
sojasaponiiniga spaigitud versioonis (spaikimine toimus kolmel erineval kontsentratsioonil). Lisaks
toimusid analitsid erineva pH taseme juures. Alguses analiilsiti proove nende natiivse pH juures. pH
mootmiste tulemusena saadi teada, et anallilisis kasutatava soja baasil joogi pH-ks on 8,8 ning soja
baasil jogurti alternatiivide pH vaartused jadvad vahemikku 4,6 - 4,7. Anallilsi kdigus selgus, et sojajoogi
ja soja baasil jogurtialternatiivide loomuliku pH juures on sojasaponiinide saagised vaga varieeruvad.
Metoodika arenduses kasutatava soja baasil joogi saagis oli vahemikus 80-109% natiivse pH juures, kuid
jogurti alternatiivide saagised natiivse pH juures ulatusid 19% kuni 63%-ni, mis ei olnud aktsepteeritav
tulemus. Koostiskomponentide osas on soja baasil jook ja jogurti alternatiivid kill vaga sarnased, kuid
saagise suur erinevus tuleneb proovide erinevast pH-tasemest (vt toitumisalase koostise infot tabelis
1).



Tabel 3. Sojasaponiinide saagise (R) soltuvus proovi pH vaartusest. Proovideks on SBD ehk soja baasil jook (inglise keeles soybean-based drink) ning
YAl ja YA2 ehk soja baasil jogurti alternatiivid (inglise keeles soybean-based yoghurt alternatives). Iga keskmine tulemus on esitatud koos *
standardhalbega (SD) (n=3). ANOVA statistilise erinevuse testi tulemused on valjendatud eri tahtedega proovide keskmiste tulemuste jarel: erineva
tahega keskmiste tulemuste vahel esineb statistiline erinevus (maatriksite siseselt) p-vaartuse <0,05 juures. Spaikimislahuste kontsentratsioonid
on valitud vastavalt iga analtitdi lineaarse ala ulatusele, jaddes lilemise LOQ piiri Iahedale.

Sojasaponiin Aa Sojasaponiin Ab Sojasaponiin Ba Sojasaponiin Bb
Proov | pH mg/100g | R (%) mg/100g R? (%) mg/100g R3 (%) mg/100g R* (%)
8,8 (natiivne) | <LOQ 85+5° <LOQ 80 £+ 5° 2,43 £0,26° 109 + 8° 12,6 £0,71° 98 + 4°
SBD 4,2+0,2 <LOQ 54 +6° <LoQ 514+5° 0,82 +0,04° 26+5° 1,2+0,14° 23 +5°P
4,7 (natiivne) | <LOQ 43 +3P 0,58 +0,06° | 41+3P 0,56 +0,02° | 25+2° 0,84 +0,03° 20+ 2°
YAl 7,0+0,2 <LOQ 104 +1° 1,82 +0,10° 115+ 1° 1,03+0,15° 109 + 3° 5,39+0,53° 77 £2°
4,6 (natiivne) | <LOQ 48 + 3¢ 3,07+0,07° | 63+4° 0,54 +0,04° | 25+1¢ 1,3 +£0,08° 27 £2°
7,0+0,2 <LOQ 91+ 7% 8,09+0,38> | 98+6? 2,36+0,03% | 83+8° 10,94 + 0,63 85+ 10°
7,5+0,2 <LOQ 86+ 4° 9,93 +1,38° 103 +1° 2,68 £ 0,06° 102 + 5% 13,63 +1,63° 89 + 4%
8,0+0,2 <L0Q 107 + 152 9,18 +0,36° | 110+ 15° 2,54+0,34° | 114 +16° 14,43 +0,61® | 100 + 14
YA2 8,5+0,2 <LOQ 74+ 7° 9,01+1,15° 91+8° 2,79+0,4° 99 + g2° 13,51 +1,97° 111 +1°

1Sojasaponiin Aa spaikimislahuse kontsentratsioon on 1,91 mg/L. 2Sojasaponiin Ab spaikimislahuse kontsentratsioon on 2,30 mg/L. 3Sojasaponiin
Ba spaikimislahuse kontsentratsioon on 1,86 mg/L. *Sojasaponiin Bb spaikimislahuse kontsentratsioon on 2,10 mg/L
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Saadud tulemuste pdhjal tekkis hiipotees, et proovi pH avaldab mdju sojasaponiinide saagisele.
Hlpoteesi testimiseks viidi labi lisakatseid erinevate pH vaartuste juures. Sojajoogi pH muudeti
happeliseks ning jogurti alternatiivide pH-d aluseliseks — nii, et proovid jaljendaksid Uksteise pH
vaartuseid. Selle katse kaigus selgus, et sojajoogi puhul jai sojasaponiinide saagis pH 4,2 juures
vahemikku 23% kuni 54% (tabel 3), mis ei ole aktsepteeritav metoodika saagis. Jogurti alternatiivide
sojasaponiinide saagised vastupidiselt aga pH 7,0 £ 0,2 juures téusid, jadades YA1 puhul 77% ja 115%
vahele ning YA2 puhul vahemikku 83-98% (tabel 3). Seega vdib tulemusena 6elda, et pH omab mdju
sojasaponiinide ekstraktsiooni saagisele. Samuti avaldas pH md&ju kvantifitseeritud proovide ehk
spaikimata proovide sojasaponiinide vaartusele — seetOttu oligi vajalik katsed labi viia
ekstraktsioonieelse spaikimise abil, et ndha, kas leidub mingeid aspekte, mis vdiks anallilidi kogusaagist
mojutada.

Saadud tulemustele tuginedes teostati katsed leidmaks parima (100% ldhedane saagis, SD + 10%)
sojasaponiinide saagiseprotsendiga pH vaartus soja baasil jogurti alternatiivide jaoks. Selleks katseks
kasutati YA2 jogurti alternatiivi, mida uuriti kolmes erinevas pH vahemikus: pH 7,5 £ 0,2; pH 8,0 £ 0,2
japH 8,5+ 0,2 juures. Katse kaigus saadud tulemused on toodud tabelis 3. ANOVA statistilise anal(ilsi
kaigus leiti enamus anallisitud pH vahemike vahel maatriksite siseselt statistiline erinevus. Kdige
aktsepteeritavamad olid saagised pH 7,5 + 0,2 juures ja vahemikus 8,0 £ 0,2. Katse tulemusena on naha,
et pH vaartustel 7-8,5 on sojasaponiinide saagisele positiivne mdju. Katse kaigus ei ilmnenud rangelt
sobivat pH vahemikku. Meetodi optimaalseks pH vaartuseks valiti saadud katsetulemuste ja varasema
kirjandusliku info pdhjal 8,0 + 0,25. Shimoyamada et al., (1993) on leidnud, et sojasaponiin Bb
lahustuvus téuseb hiippeliselt vesilahustes pH vaartuste 6,5-7,3 juures — seega voib arvata, et pH
avaldab moju sojasaponiinide lahustuvusele ning mdéjutab seeldbi ka sojasaponiinide saagist. Selgus, et
mida vaiksem on sojasaponiini lahustuvus solvendis, seda madalam on selle saagis.
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4.2. Metoodika valideerimise tulemused

Sojasaponiinide analtiisimetoodika valja tootamise jargselt teostati selle valideerimine. Valideerimise
kdigus maarati kindlaks metoodika lineaarne vahemik, LOD, LOQ, tapsus, saagis ja maatriksefekt,
tundlikkus ja spetsiifilisus.

Kasutades sojasaponiinide standardlahuseid valideeriti metoodika kalibratsiooniparameetrid. Kdikidel
neljal sojasaponiinide standardil oli kontsentratsioonivahemikus 0,01-2,52 mg/L k&rge lineaarsus,
ulatudes lle 0,99 vaartuse (R?>0,99). Samuti paigutusid residuaalid juhuslikult ning jaid jargmistesse
piiridesse — kdige madalamas punktis kuni 20%, tldiselt kuni 15%. Koiki kalibratsioonilahuseid sustiti 3
korda ning arvesse voeti koiki kordussistimisi. Kalibratsioonikéverad loodi programmi Excel® ning
QuanLynx® (MassLynx®’i osa) abil kasutades kaalutud 1/x lineaarset regressiooni. Sojasaponiinide
eeldatavad LOQ vaéartused olid £33,4 pg/L ning saadud tulemused jaid soovitud piiridesse. Sojasaponiin
Aa puhul oli LOQ £27,0 pg/L; sojasaponiin Ab puhul £25,1 ug/L; sojasaponiin Ba LOQ oli £33,4 pg/L ning
sojasaponiin Bb LOQ oli 12,6 pg/L. Kalibratsiooniparameetrid on valja toodud tabelis 4.

Tabel 4. Sojasaponiinide lineaarne ala, kalibratsioonikdver, determinatsioonikordaja/R-ruudus (R?),
tuvastamispiir (LOD) ja kvantifitseerimispiir (LOQ)

Lineaarne ala
Analiiiit (mg/L) Kalibratsioonikéver | R? LOD (ug/L) | LOQ (pg/L)
Sojasaponiin Aa | 0,02 - 2,33 y =0,3994x + 0,0021 | 0,9965 7,0 27,0
Sojasaponiin Ab | 0,01-2,48 y =0,3259x + 0,0033 | 0,9943 1,4 25,1
Sojasaponiin Ba 0,02-2,26 y =0,2949x + 0,0025 | 0,9975 8,0 33,4
Sojasaponiin Bb | 0,01 - 2,52 y =0,7699x + 0,0048 | 0,9930 0,2 12,6

Standardite pdhjal tehti kindlaks ka metoodika tdpsus ja kordustdpsus. Nende parameetrite
valideerimist teostati parast sojasaponiinide lineaarsuse sobivuse kindlustamist. Standardite alusel
maarati piikide retentsiooniaegade (RT) ja pindalade suhtelised standardhéalved (RSD) — RT puhul jai
RSD alla 2% ning pindalade puhul alla 4%. Samuti anallisiti kogu metoodika pdevasisese ja
padevadevahelise tdpsuse RSD, mis jdi aktsepeeritavuse piiridesse (kuni 15%), olles <12%. Saadud
tulemused on ndidatud tabelis 5.
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Tabel 5. Retentsiooniaegade ja pindalade kordustapsus ning kogu metoodika tapsus

RT RSD (%) Piigi pindala RSD (%) Tapsuse! RSD (%)
Pdevade- Pdevade- P3evade-
RT Pdevasisene | vaheline | Pdevasisene | vaheline | Pdevasisene | vaheline
Analiiit m/z (min) | (n=6) (n=18) (n=6) (n=3) (n=6) (n=3)
Sojasaponiin Aa | 1364,3 | 1,3 0,16 0,5 0,96 2,2 * *
Sojasaponiin Ab | 1435,6 | 1,28 | 0,37 0,6 0,19 3,5 4 12
SojasaponiinBa | 957,3 | 1,32 | 0,7 0,8 1,73 2 5 12
Sojasaponiin Bb | 941,5 | 1,28 | 0,03 0,7 1,33 1,1 6 11
Asperosaponiin
VI 9275 |1,34 |01 1,5 3,88 3 - -

'Kogu metoodika tdpsus. *Sojasaponiini Aa sisaldus oli alla LOQ v&artuse. - Asperosaponiin VI on
sisestandard ja selle tapsust ei moodetud.

Valideerimistulemused sojasaponiinide kogusaagiste kohta saadi proovide ekstraktsioonieelse
spaikimise  analttsimisel.  Kindlaks  tehti  sojasaponiinide  saagised neljal erineval
kontsentratsioonitasemel, seehulgas kolmel spaikimise tasemel. Saadud saagised jdid vahemikku 81-
101%, mis olid vastavalt kasutatavale EMA juhendmaterjalile vastuvéetavad tulemused (80-110%).

Samuti maarati uuritavate proovide anallisil metoodikat mdjutava maatriksefekti ulatus, kasutades
ekstraktsioonijargset spaikimist. Katse pdhjal saadi sojasaponiinide maatriksefekti ulatusteks jargmised
tulemused: sojasaponiin Aa — 99%, sojasaponiin Ab —94%, sojasaponiin Ba — 94% ja sojasaponiin Bb —
91%. Need tulemused jadavad maatriksefekti valideerimiseks vajalikesse piiridesse (90-110%).
Sojasaponiinide saagise anallilisi tulemused véljenduvad tabelis 6.
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Tabel 6. Sojasaponiinide saagised soja baasil jogurti alternatiivides?

Sojasaponiin Aa? | Sojasaponiin Ab® | Sojasaponiin Ba* Sojasaponiin Bb®
Spaikimise
tase mg/L | R (%) mg/L | R(%) mg/L R (%) mg/L R (%)
L1 0,02 |101+9 | 0,03 96 £3 0,02 975 0,03 95+4
L2 0,62 |81t1 0,8 902 0,68 87+3 0,77 8714
L3 1,23 810 1,61 8810 1,36 86 t2 1,54 8212

Tulemused on esitatud kujul aritmeetiline keskmine (mean) + SD (n=3). 2Spaikimata maatriksi
sojasaponiin Aa kontsentratsioon on 0,03 mg/L. 3Spaikimata maatriksi sojasaponiin Ab
kontsentratsioon on 0,72 mg/L. *Spaikimata maatriksi sojasaponiin Ba kontsentratsioon on 0,27 mg/L.
>Spaikimata maatriksi sojasaponiin Bb kontsentratsioon on 0,99 mg/L.

Nende parameetrite valideerimisega on tagatud metoodika piisav saagis, tdpsus, tundlikkus ja
spetsiifilisus, maatriksefekt, LOD, LOQ ja lineaarsus. Valideerimise tulemusena antud metoodikat ntitid
voimalik ja sobilik kasutada ka rutiinsetes anallilsides.

4.3. Sojasaponiinide sisaldus uuritavates soja baasil jogurti alternatiivides

Parast ekstraktsiooni metoodika valjatootamist ja valideerimist kvantifitseeriti sama metoodika abil
viies erinevas soja baasil jogurti alternatiivis sojasaponiinide sisaldus. Kvantifitseerimise tulemused on
naha tabelis 7. Anallilisi tulemusena selgus, et kéikidel analtitsitud jogurti alternatiivide proovidel olid
sarnased sojasaponiinide sisaldused.

Tabel 7. Sojasaponiinide sisaldused (mg/100g) analtiisitud soja baasil jogurti alternatiivides®

Sojasaponiin Aa | Sojasaponiin Ab Sojasaponiin Ba Sojasaponiin Bb
Proov (mg/100g) (mg/100g) (mg/100g) (mg/100g)
YAl * 35+0,4 2,8+0,2 145+0,4
YA2 * 7,7+0,3 29+0,2 11,9+0,8
YA3 * 8,5+0,4 4,0+0,4 12,6 £0,5
YA4 * 2,7+0,3 2,6+0,1 11,7+04
YAS * 45+0,5 4,2+0,6 13,3+1,0

llga keskmise tulemusega koos on esitatud + SD (n=3). *Sojasaponiini Aa sisaldus oli alla LOQ v&artuse.
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Tulemustest on ndha, et kdikide proovide puhul jai sojasaponiin Aa sisaldus alla meetodi
kvantifitseerimispiiri (<LOQ). Eelneva pdhjal vGib 6elda, et uuritud soja baasil jogurti alternatiivide
proovid ei sisalda Uldse sojasaponiin Aa-d. Seega juhul kui nende proovide puhul esineb mdrudaid
maitseomadusi, vdiks arvata, et pdhjuseks on sojasaponiin Ab esinemine ning probleemi lahendamist
tuleks alustada just sealt.

Teiste kvantifitseeritud sojasaponiinide kontsentratsioonid proovides olid kdrgemad ning téusid
vastavalt: sojasaponiin Ba, sojasaponiin Ab ning kdige korgemaid sisaldusi andis sojasaponiin Bb.
Sojasaponiin Ba sisaldused jaid vahemikku 2,6-4,2 mg/100g; sojasaponiin Ab kontsentratsioonid
varieerusid 2,7-8,5 mg/100g vahel ning sojasaponiin Bb tulemused proovides olid vahemikus 11,7-14,5
mg/100g (tabel 7).

Hiljuti avaldatud uuringus, kus analiiisiti 39-s proovis, sealhulgas 14-s soja baasil piimatoote proovis,
sojasaponiinide sisaldust leiti, et sojasaponiin Aa sisaldus jai sojapiima proovides alla LOQ taseme,
sojasaponiin Ab sisaldus oli vahemikus 1 kuni 44 mg/100g kuivaine kohta (KA), sojasaponiin Ba
sisaldused olid kuni 14 mg/100g KA ning sojasaponiin Bb kontsentratsioonivahemik oli 27-308 mg/100g
KA (Chitisankul et al., 2021). Arvestades eelnevalt toodud tulemuste vordlemisel ka kdesoleva uuringu
proovide kuivaine sisaldusega (milleks oli umbes 11%), voib véita, et saadud tulemused on arvestatavad
ja heas vastavuses. Lisaks on teise, Jaapani toitudes sojasaponiinide sisaldust anallilisinud uuringu
tulemusena saadud, et soja baasil piimaalternatiivi keskmine kogu sojasaponiinide kontsentratsioon on
39 umol/100g (Kamo et al., 2014). Kiesoleva analiilisi tulemusena saadi keskmiseks soja baasil jogurti
alternatiivide kogu sojasaponiinide kontsentratsiooniks 21 umol/100g. Seega vdib nende andmete
pohjal antud uuringu tulemusi realistlikeks pidada ning vaita, et saadud tulemused kinnitavad eelnevaid
uuringuid, kui votta arvesse veel ka erinevaid kasutatud meetodeid ning vdimalikke erinevaid soja
thlpe.

Vidlja to6tatud metoodika tulemusena on vdimalik maarata sojasaponiinide sisaldust soja baasil jogurti
alternatiivides, kasutades selleks HILIC-MS siisteemi. Metoodika on sobilik kasutamiseks ainult vedelate
proovide korral ning samuti on metoodika limiteeritud oma pH-st s6ltuvuse poolest. Selleks, et oleks
vBimalik sojasaponiine kvantifitseerida, on happeliste proovide korral vajalik need enne proovi
ekstraktsiooni aluselise pH juurde viia.

Seda metoodikat on edaspidi véimalik kasutada nii toote- kui ka teadusarenduses. Metoodika annab
vBimaluse teha kindlaks sojast jogurti alternatiivides saponiinide sisaldust ning aitab potentsiaalselt
kaasa moruda kdrvalmaitse elimineerimisele. Samuti véib metoodikat kasutada teist tiilipi toorainega
taimsetes piimaalternatiivides sojasaponiinide maaramisel (nt vdiksid sobida erinevad oa- ja
hernemaatriksid voi lddtsed). Teaduses saaks seda metoodikat arendada uurimaks saponiinide véimet
parssida monede vitamiinide ja mineraalainete imendumist.
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5. Jareldused

1.

T6o olulisema tulemusena leiti, et soja baasil jogurti alternatiivide natiivne pH avaldab mdju
sojasaponiinide saagisele:
1.1. Aluseline pH avaldab saagisele positiivset mdju — soja baasil joogi saagiseprotsent natiivse
pH 8,8 juures oli vahemikus 80-109%; jogurti alternatiivi pH muutmisel 4,6-4,7 juurest pH
7,0 £0,2 tasemele, tousis nende saagis YA 1 puhul 77% ja 115% vahele ning YA 2 puhul 83%
ja 98% vahele. Happeline pH avaldab saagisele mitteaktsepteeritavat méju — soja baasil
jogurti alternatiivide saagiseprotsendid natiivse pH 4,6-4,7 juures ulatusid 19%-st kuni 63%-
ni ning sojajoogi pH viimisel 8,8 juurest pH tasemele 4,2 langes selle saagis 23% ja 54%
vahele, mis ei ole aktsepteeritavad tulemused.
1.2.Tulemustest jareldati, et pH vaartustel 7-8,5 on positiivne mdju sojasaponiinide saagisele
— sellest lahtudes ning arvestades kirjandusliku allikaga leiti sojasaponiinide saagise
seisukohalt optimaalseks pH vaartuseks 8,0 + 0,25.
Vilja tootatud metoodika voimaldab niiid maarata saponiinide sisaldust vedelast proovist otse,
ilma selle eelneva lluofiliseerimiseta — nii on véimalik hoida kokku aega ja laboriressursse.
Vilja tootatud sojasaponiinide maiaramise metoodika valideerimisega tagati metoodika piisav
saagis, tdpsus, tundlikkus, spetsiifilisus, maatriksefekt, LOD, LOQ ja lineaarsus — seega on
metoodika niitid sobilik rutiinaanalliisides kasutamiseks.
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Kokkuvote

Soja ning soja baasil tooted on jatkuvalt Giheks populaarseimaks toidukultuuriks taimsete alternatiivide
maailmas. Paraku voib nendes sisalduvate saponiinide kibe maitse saada otsustavaks faktoriks tarbija
toidukaitumise kujundamisel. Sligavamad teadmised sojasaponiinide anallilsimise ja detekteerimise
kohta voimaldavad toiduteadlastel ja ka tootjatel pakkuda lahendusi olulisele probleemile. Seeldbi
aidates kaasa ka keskkonna ja rahvastiku toidulaua parandamisele.

Kaesoleva uurimisto6 eesmargiks oli laborisiseselt arendada valja ning valideerida proovi ekstraktsiooni
metoodika sojasaponiinide maaramiseks soja baasil jogurti alternatiivides, et kindlustada meetod
edasiste sojasaponiinide rutiinanalliiiside teostamiseks. Antud t66s kasutati sojasaponiinide
analldsimiseks HILIC-MS sisteemi. Vilja tootatud metoodikaga analliilisiti proovide sojasaponiin Aa,
sojasaponiin Ab, sojasaponiin Ba ja sojasaponiin Bb sisaldust.

Too tulemused néitasid, et sojasaponiinide sisaldust mdjutab oluliselt jogurti alternatiivi natiivne pH
tase. Lisaks selgus, et uuritavates proovides esines peamiselt sojasaponiin Bb ning selle sisaldused
varieerusid vahemikus 11,7 + 0,4 mg/100 g kuni 14,5 + 0,4 mg/100 g. Katsed naitasid, et sojasaponiini
Aa soja baasil jogurti alternatiivides ei leidu — selle tase oli alla LOQ vaartuse.

TOO eesmark taitus — tootati valja efektiivne proovi ekstraktsiooni metoodika soja baasil jogurtites
sojasaponiinide maaramiseks. Uurimistdood on vdimalik tulevikus praktikasse rakendada nii
toidutootjate kui ka teadlaste vaatepunktist — sojasaponiinide madramine on vajalik tootearenduses,
aga ka uute sarnaste uurimuste teostamiseks. Vilja arendatud metoodikat saaks tulevikus rakendada
ka teistes vedelates saponiini sisaldavates maatriksites sojasaponiinide maaramiseks.
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Abstract

Soy and soy-based products continue to be one of the most popular food crops in the world of plant-
based alternatives. Unfortunately, the bitter taste of the saponins contained in them can become a
decisive factor in shaping the consumer's eating behavior. Deeper knowledge about the analysis and
detection of soyasaponins allows food scientists and also manufacturers to offer solutions to an
important problem. Thereby contributing to the improvement of the environment and the food supply
of the population.

The aim of this research was to develop and validate a sample extraction method for the determination
of soyasaponins in soy-based yoghurt alternatives in the laboratory, in order to secure a method for
further routine analysis of soyasaponins. In this work, the HILIC-MS system was used to analyze
soyasaponins. The developed method was used to analyze the content of soyasaponin Aa, soyasaponin
Ab, soyasaponin Ba and soyasaponin Bb in the samples.

The results of the work showed that the content of soyasaponins is significantly influenced by the native
pH level of the yoghurt alternative. In addition, it was revealed that soyasaponin Bb was mainly present
in the studied samples, and its contents varied from 11.7 + 0.4 mg/100 g to 14.5 + 0.4 mg/100 g. Tests
showed that soyasaponin Aa was not found in soy-based yoghurt alternatives - its level was below the
LOQ value.

The goal of the work was fulfilled - an effective sample extraction method was developed for the
determination of soyasaponins in soy-based yogurts. Research work can be put into practice in the
future from the point of view of both food producers and researchers - the determination of
soyasaponins is necessary for product development, but also for conducting new similar research. The
developed method could also be applied in the future to determine soyasaponins in other saponin-
containing liquid matrices.
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Tanuavaldused

Soovin tdanada oma juhendajat Anastassia Bljahhinat [6put66 teema valja pakkumise ning igal ajal nou
ja jouga aitamise eest. Samuti tdnan kogu TFTAK-i analiiitika osakonda mind enda sekka vastuvétmast
ja alati kiisimuste korral abistamast.

Uurimistoo finantsilist poolt toetasid Euroopa Regionaalarengu Fond (ERF) ja Eesti Teadusagentuur
(ETAG) projekti ResTA16 kaudu.
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Lisad

Lisa 1. Vdlisstandardite ja YA1 proovi (SIR; ESI-) LC-MS
kromatogrammid: (A) sojasaponiin Bb, (B) sojasaponiin Ba, (C)
sojasaponiin Aa, (D) sojasaponiin Ab ja (E) sisestandard
asperosaponiin VI LC-MS kromatogrammid
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Lisa 1 jarg. Valisstandardite ja YAl proovi (SIR; ESI-) LC-MS
kromatogrammid: (A) sojasaponiin Bb, (B) sojasaponiin Ba, (C)
sojasaponiin Aa, (D) sojasaponiin Ab ja (E) sisestandard
asperosaponiin VI LC-MS kromatogrammid
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