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JOHDANTO

Tyon tarkoituksena on tutustua flavonoidien kemiallisiin ominaisuuksiin ja
rakenteeseen, niiden esiintymiseen punaviinissd, punaviinin valmistusprosessin eri

vaiheisiin ja kaytetyimpiin flavonoidien tunnistusmenetelmiin.

Kappaleessa 1 Kkasitelladn flavonoideja yleisesti kemiallisten yhdisteiden
nédkokulmasta  keskittyméalla  erilaisten  flavonoidien  jaotteluun  ja
jaotteluperiaatteisiin niiden rakenteen ja ominaisuuksien mukaan. Tarkoituksena
on myos loytaa erilaisille flavonoideille parhaimpia ja ihmisille helposti saatavilla
olevia ravintolahteitd. Kappaleessa tutkitaan myds flavonoidien pitoisuuksia ja
niiden mahdollisia terveysvaikutuksia sekd niiden muita merkityksid ihmisen

hyvinvoinnille.

Kappaleessa 2 tutustutaan erilaisiin flavonoideille soveltuviin ja yleisesti
kaytettyihin tunnistusmenetelmiin, kaasukromatografiaan, korkean erotuskyvyn
nestekromatografiaan  ja  kapillaarielektroforeesiin ~ sekd  kaytetyimpiin
spektrometrisiin - menetelmiin, massaspektrometriaan ja ydinmagneettiseen
resonanssispektroskopiaan. Kappaleessa 3 tutustaan tydssa tutkittavaan néytteen,
punaviinin, valmistusprosessiin  ja  kasitelladn tarkemmin punaviinista
aikaisemmin |0ydettyja flavonoideja ja niiden pitoisuuksia punaviinissa.
Kappaleessa 4 selvitetddn kuinka punaviinin flavonoidien tunnistaminen
kaytdnndssa tapahtuu kun tunnistettavista flavonoidiyhdisteitd on tehty
perusteltava hypoteesi tai kun tunnistettavat flavonoidiyhdisteet ovat ennestdéan

tuntemattomia.



1 FLAVONOIDIT

Flavonoidit ovat kasvien kevytrakenteisia aineenvaihduntatuotteita, jotka
muodostuvat kasvisolujen flavonoidisynteesissd. Ne voidaan jakaa kuuteen
erilaiseen alaryhméan rakenteensa perusteella. Niilld on my6s monia ihmisen

terveydelle ja hyvinvoinnille tarkeitd ominaisuuksia.

1.1 Ominaisuudet

Flavonoidit ovat kasvien kevytrakenteisia aineenvaihduntatuotteita, joita kasvit
tuottavat suojellakseen itsed&n mm. sienitauteja, viruksia ja bakteereja vastaan.
Flavonoidit ovat fenolisia yhdisteit, jotka muodostavat yhdessa muiden
fenoliyhdisteiden kanssa fytokemikaalien ryhmén, johon kuuluvat flavonoidien
lisaksi fenolihapot, fenoliset polymeerit, lignaanit ja stilbeenit. Flavonoideja
esiintyy yleisesti kaikkialla kasvikunnassa, jossa antavat kukille, hedelmille ja
marjoille niille omaisen vérin maun ja rakenteen. Ne my0s suojaavat kasveja

auringon liialliselta UV-sateilyltg, elaimilta ja tuhohyonteisilta. /1/

Flavonoidit muodostuvat kasvisoluissa yleisen fenyylipropanoidien synteesin ja
spesifisten jatkobiosynteesien myo6ta fenyylialaniisista para-kumariinihapoksi ja
tdman kautta flavonoideiksi entsyymien avustuksella. Muita fenyylipropanoidien
synteesin jatkotuotteita ovat mm. lignaanit ja ligniinit. Synteesin valontarpeen
takia suurimmat flavonoidipitoisuudet sijaitsevat kasvien lehdistd ja muista
maanpaéllisista kasvin osista. Poikkeuksena edelld mainittuun muodostaa sipuli,
jossa flavonoideja on runsaasti myods maanalaisessa sipuliosassa. Flavonoidit

voivat sijaita myos kasvin rasvaliukoisessa osassa sytoplasmassa. /1, 2, 3, 4/

Eldinkunnassa flavonoideja ei esiinny, silla eldinsolut ovat kykenemattomia
syntetisoimaan niitd itse. Luonnosta on loydetty yli 8000 erilaista
flavonoidiyhdistettd, joiden lukumaaraa kasvattaa flavonoidien esiintyminen
glykosideina eli sokerijohdannaisina. Talléin  yhdisteen flavonoidiosaan on
liittyneend sokeriyhdiste, tavallisimmin glukoosi, galaktoosi, arabinoosi, ramnoosi
tai rutinoosi. Flavonoideja esiintyy pienia méaria myos vapaina aglykoneina, eli

sokeriosattomina flavonoideina sekd metyylijohdannaisina. /2, 3, 5/



Kaikkein flavonoidiryhmien yhdistavé tekijdnd on niiden perusrakenne C6-C3-
C6-kolmoisrengas, difenyylipropaani, joka on esitettynd Kuvassa 1. Kaikki
flavonoidit  rakentuvat perusrakenteen  mukaisesti  koostuen  kahdesta
bentseenirenkaasta A ja B, joita yhdistdad happea siséltavé heterosyklinen rengas C
ja alaryhmastd ja flavonoidiyhdisteesta riippuva, vaihteleva mé&éra
hydroksyyliryhmid. Eroavaisuudet eri flavonoidialaryhmien valilla 16ytyvét
erilaisesta heterosyklisestd renkaasta ja alaryhmien sisélla hydroksyyliryhmien
maarésta. Heterosykliselld renkaalla ja sen mahdollisella sokeriosalla on myos
suuri vaikutus flavonoidien ominaisuuksiin, silld glykosidinen ryhma aiheuttaa

suurimmassa osassa flavonoidialaryhmid niiden vesiliukoisuuden. /2/

Kuva 1. Flavoinoidiyhdisteiden perusrakenne C6-C3-C6- kolmoisrengas. /2/

Pitkélle hapettuneet flavonoidit, kuten flavanonit, flavonit, flavonolit ja suurin osa
antosyaniineista, kestavat suhteellisen hyvin lamp6d, kuivuutta, happea ja
happamuutta, joka mahdollistaa kyseisid yhdisteita siséltavien elintarvikkeiden
prosessoinnin ja kayton ruuanlaitossa flavonoideja tuhoamatta. Flavonoidit
tuhoutuvat kuitenkin suhteellisen nopeasti valon vaikutuksesta, mika on
huomioitava  flavonoideja  siséltdvien raaka-aineiden  kuljetuksessa ja

varastoinnissa sek& varsinkin niiden analysoinnissa punaviinisté. /2/

1.2 Jaottelu

Flavonoidit voidaan jaotella eridvien rakenteittensa perusteella erilaisiin
alaryhmiin, joiden ma&éra vaihtelee riippuen jaotteluperusteesta. Tavallisesti
alaryhmien maaré vaihtelee 5-12 valilla. Jatkossa jaotellaan flavonoidit kuuteen
(6) erilaiseen alaryhmaéan: flavonolit, antosyaanit katekiinit, flavonit ja flavanonit
sekd "muut flavonoidit”, jotka eivat rakenteensa puolesta kuulu viiteen edelld

mainittuun alaryhmaéan. Jaottelu on esiteltynd Kuvassa 2.



Flavonolit Muut Flavonoidit

Flavanonit

Antosyaant

Katekiinit

Kuva 2. Flavonoidien jaottelu kuuteen alaryhmé&an rakenteensa perusteella

Jaottelu perustuu tarkoitukselle luoda selked kuva juuri punaviinistad 1oytyville
flavonoideille ja esitelld pintapuolisesti my6ds muita luonnosta 10ytyvia
flavonoideja. Yhdistava tekija kaikille viidelle ensimmaiselle ryhmaélle on OH-
ryhmén rooli yhdisteen C-renkaassa (Kuva 1). Jatkossa esitellddn kuuden
flavonoidiryhmén perusrakennetta, ryhmdaan kuuluvia flavonoideja, ryhman
ominaisuuksia ja pyritddn l6ytamé&an jokaiselle ryhmalle parhaimmat
flavonoidil&hteet. /1/

1.2.1 Flavonolit

Flavonolit ovat vaaleankeltaisia huonoliukoisia yhdisteitd, joiden C-renkaan
C3:ssa on ei-fenolinen OH-ryhmd sek& kaksoissidos C2:n ja C3:n valissa.
Flavonolit esiintyvat mono-, di- tai triglykosideina. Flavonolien ryhméan kuuluvat
mm. kversetiini, kemferoli ja myriseteiini. Kuvassa 3 on esiteltyna flavonolien
perusrakenne, jossa R1 ja R2 nimikkeet kuvaavat erilaisia funktionaalisia ryhmia
12,6, 7/

Kuva 3. Flavonolien perusrakenne /2, 8/



Eri flavonolit eroavat funktionaalisilta ryhmiltéén, joka on esiteltynd Taulukossa I.
Rakenteeltaan eroavat funktionaaliset ryhmat sijaitsevat kuitenkin samoissa
kohdissa kaikissa eri antosyaaneissa. Flavonoleissa toistuvat funktionaaliset
ryhmét ovat antosyaanien tapaan — H, -OH ja — OCHj; ryhmat. Funktionaaliset
ryhmaét sijaitsevat myos samoissa kohdissa flavonoidien perusrakennetta, mutta
erona antosyaaneihin flavonolien heterosyklisen renkaan happiatomi ei ole

positiivisesti varautunut, kuten antosyaaneilla. /2, 8/

Taulukko I. Erilaisten flavonolien rakenne-eroavaisuudet /2, 8/

R R»
Kemferoli H H
Kverseteeni OH H
Myriseteiini OH OH
Isoramnetiini OCHjs H

Flavonolit ovat yleisid kasvien lehdissd, kukissa, hedelmissd ja marjoissa.
Erityisesti niissa kasveissa, joissa on vadhan flavoneja, flavonolien mé&aréd on
huomattava. Flavonolien esiintymistd suurina pitoisuuksina on pidetty merkkiné
kasvin fylogeneettisesta primitiivisyydestd, koska niité esiintyy tasaisesti kasvin
eri osissa ja koska niilla ei ole erikoistuneita tehtdvida kuten flavoneilla.
Tarkeimmét lahteet flavonoleille ovat sipuli, juolukka, tyrni, karpalo, tee ja
punaviini. /2, 6, 7/

1.2.2 Antosyaniinit

Antosyaniineihin kuuluu useita eri flavonoideja, kuten syanidiini, delfinidiini,
pelargonidiini, peonidiini, petunidiini ja malvidiini. Kuvassa 4 on esiteltyna
antosyaanien perusrakenne, jossa R1 ja R2 nimikkeet kuvaavat erilaisia

funktionaalisia ryhmia /7, 8/

Kuva 4. Antosyaanien perusrakenne /8/



Eri antosyaanit eroavat funktionaalisilta ryhmiltaén, joka on esiteltynd Taulukossa
Il. Rakenteeltaan eroavat funktionaaliset ryhmat sijaitsevat kuitenkin samoissa
kohdissa kaikissa eri antosyaaneissa. Antosyaniineissa toistuvat funktionaaliset
ryhmaét ovat — H, -OH ja — OCHj3 ryhmat. /7/

Taulukko 1. Erilaisten antosyaniinien rakenne-eroavaisuudet /7/

Ry R,
Pelargonidiini H H
Syanidiini OH H
Delfinidiini OH OH
Petunidiini OCHs OH
Malvidiini OCH3 OCHj;

Antosyaniinien helpoiten havaittavin ominaisuus on niiden vesiliukoisina
variaineina toimiminen marjoissa. Tama nakyy tumman sinisend, punaisena tai
mustana vérityksend marjojen pinnoilla ja sisdosissa. Variaineet myos
houkuttelevat hyonteisia ja muita eldimid mahdollistaen pélyttymisen ja kasvien
siementen levityksen. Varitykseltd&dn antosyaanit ovat ainutlaatuisia, silla muiden
flavonoidien véritys on lahempand keltaista kuin antosyaniinien tummempia

savyja. 12, 5, 6/

Antosyaanien ihmiselimistolle tarkein ominaisuus on niiden antioksidanttina
toimiminen. Kaéytdnndssd antosyaanit estdvat ihmisen soluissa tapahtuvaa
hapettumista. Antosyaniinien tutkimuksen yhteydessa on my0s huomattu niiden
positiivinen vaikutus sydpasolujen kasvun estamisessd. Kasveista on |6ydetty
tdhan mennessa yli 200 erilaista antosyaania, joista noin 70 erilaisista hedelmista.
/1, 6/

1.2.3 Katekiinit

Katekiinit, toiselta nimeltdan flavan-3-olit, ovat varittdmia ja vesiliukoisia, hapelle
herkkid yhdisteitd. Ne ovat maéaréllisesti suurin flavonoidiryhmé vihreisséa
kasveissa. Esimerkiksi kuivatuista teelehdistd jopa kolmannes (30 %) on
monomeeristd katekiinia. Muita térkeitd lahteitd ovat suklaa ja punaviini.
Katekiinit eivét esiinny kasveissa glykosyloituneina tai metyloituneina, mutta
voivat esterditya gallihapon kanssa. Kasveista on tunnistettu yli kymmenen (10)

erilaista  katekiinia. Katekiinien alaryhmaan kuuluvat mm. Kkatekiini,



gallokatekiini, epikatekiini, epikatekiinigallaatti ja epigallokatekiinigallaatti.
Kuvassa 5 on esiteltynda katekiinien kaksi perusrakennetta, joissa R1 ja R2

nimikkeet kuvaavat erilaisia funktionaalisia ryhmia /2, 7/

O oH
A OH B OH
o o I~ Rz
ORI ™ oRt
OH OH
Kuva 5. Katekiinien perusrakenne /8/

Katekiinit voidaan jakaa kahteen ryhmé&én, jotka ovat esiteltyind kuvassa T osina
A ja B. Kahden ryhmén vélinen ero on niiden toisen funktionaalisen ryhman sidos
perusflavonoidirakenteeseen. Eri katekiinit eroavat funktionaalisilta ryhmiltdan
muiden ryhmien tapaan. Katekiinien vélisia eroavaisuuksia on esiteltynd
Taulukossa Il1. /8/

Taulukko I11. Erilaisten katekiinien rakenne-eroavaisuudet /8/

R1 R2

Ryhmé A Katekiini H H
Gallokatekiini H OH

Ryhmé& B Epikatekiini H H
Epigallokatekiini H OH

Epikatekiinigallaatti Gallihappo H
Epigallokatekiinigallaatti Gallihappo OH

Rakenteeltaan eroavat funktionaaliset ryhmét sijaitsevat samoissa kohdissa
kaikissa eri katekiineissa. Katekiineissa toistuvat funktionaaliset ryhmat ovat H-
ja OH- ryhmét sekd gallihappo. Verrattaessa katekiinien rakennetta esimerkiksi
antosyaaneihin, havaitaan funktionaalisten ryhmien sijainnissa samankaltaisuutta
(R2 funktionaalinen ryhmd), mutta myods selkedd eroavaisuutta (R1
funktionaalinen ryhm@). Heterosyklisen renkaan happiatomi ei ole positiivisesti
varautunut, kuten antosyaaneilla vaan varaukseton kuten flavonoleilla. /2, 8/



1.24 Flavonit

Flavonit ovat vaaleankeltaisia yhdisteitd, joita on kukkien terdlehdissd, lehdissa,
siemenissd ja hedelmissd. Niissd on kaksoissidos C-renkaassa C2:n ja C3:n
valissd, mutta ei OH-ryhmad C3:ssa. Flavonit esiintyvat tavallisesti 7-
Oglykosideina. Flavonien alaryhmdan kuuluvat mm apigeniini ja luteoliini.
Kuvassa 6 on esiteltynd flavonien perusrakenne, jossa R1 ja R2 nimikkeet

kuvaavat erilaisia funktionaalisia ryhmia /2, 7/

Kuva 6. Flavonien perusrakenne

Eri flavonit eroavat funktionaaliselta ryhmaéltadén, joka on esiteltynd Taulukossa
IV. Eroavaisuutena muihin edelld mainittuihin flavonoidialaryhmiin, flavoneilla
on vain yksi vaihtuva funktionaalinen ryhmé. Kyseinen ryhma sijaitsee samassa
kohdassa flavonoidirakennetta, kuin antosyaanien, flavonolien ja katekiinien
vaihtuva ryhmé, mutta erotuksena kyseisiin ryhmiin, flavoneilla on vain yksi
funktionaalinen ryhma. Flavonolien ja katekiinien tapaan flavonien heterosyklisen
renkaan happiatomi on varaukseton. Toistuvat funktionaaliset ryhmat flavoneissa
ovat — H ja -OH ryhmat. /8/

Taulukko 1V. Erilaisten flavonien rakenne-eroavaisuudet /8/

R1
Apigeniini H
Luteoliini OH

Tarkeitd lahteitd ovat lehtiselleri, paprika, persilja, timjami. Hedelmissa niité on
vahan; poikkeuksen muodostavat sitrushedelmat, joissa on metoksyloituja
flavoneja. Flavonit edustavat korkeamman asteista flavonoidituotantoa kuin
primitiivisemmét flavonolit. Lehtivihanneksissa voivat siséltaa yllattdvan korkeita

flavonipitoisuuksia, jopa 7 % kuivapainosta. /2, 7/



1.25 Flavanonit

Flavanonit ovat vaaleankeltaisia tai varittomia veteen liukenemattomia yhdisteita.
Flavoneista ne eroavat siten, etta niissé on tyydyttynyt sidos C2:n ja C3:n valilla.
Ruoassa niitd on pédasiassa sitrushedelmissa. Flavanonit esiintyvét tavallisesti
diglykosideina, joissa C7:8n OH-ryhmdan on liittynyt rutinoosi tai
neohesperidoosi. Flavanonien alaryhm&an kuuluvat mm. naringeniini ja
hesperetiini. Kuvassa 7 on esiteltynd flavanonien perusrakenne, jossa R1 ja R2
nimikkeet kuvaavat erilaisia funktionaalisia ryhmia /7/

Ry

HO Q
OH (0]
Kuva 7. Flavanonien perusrakenne. /8/

Eri flavanonit eroavat funktionaalisilta ryhmiltddn muiden ryhmien tapaan.
Eroavaisuuksia flavanonien valilla on esiteltynd Taulukossa V. Rakenteeltaan
eroavat funktionaaliset ryhmat sijaitsevat samoissa kohdissa kaikissa eri

flavanoneissa. /8/

Taulukko V. Erilaisten flavanonien rakenne-eroavaisuudet /8/

| Ri | Ro
Naringeniini H OH
Eriodiktyoli OH OH
Hesperetiini OH OCHjs

Toistuvat funktionaaliset ryhmat flavanoneissa ovat antosyaanien tapaan — H, -OH
ja OCHj3 ryhmat. Verrattaessa flavanonien rakennetta esimerkiksi flavoleihin,
flavoneihin ja antosyaaneihin, havaitaan funktionaalisten ryhmien sijainnissa
samankaltaisuutta (R1 funktionaalinen ryhmad), mutta myos selke&é eroavaisuutta
(R2 funktionaalinen ryhmd&). R2 funktionaalisen ryhmé&n sijainti on lisaksi
ainutlaatuinen verrattuna muihin flavonoideihin. Heterosyklisen renkaan
happiatomi ei ole positiivisesti varautunut, vaan varaukseton kuten kaikilla muilla

edelld mainituilla flavonoideilla pois lukien antosyaaneilla. /8/
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1.2.6 Muut flavonoidit

Edelld mainittuihin viiteen (5) flavonoidiryhmaan rakenteensa perusteella
kuulumattomat flavonoidit voidaan eritelld omaksi ryhmakseen, muiksi
flavonoideiksi. Muihin flavonoideihin kuuluvat mm. isoflavonoidit, flavaanit,
kalkonit, dihydrokalkonit, dihydroflavonolit ja auronit. Isoflavonoideja on
tunnistettu yli 800 erilaista, joten Kuvassa 8 on esiteltynd muiden flavonoidien

esimerkkirakenteena isoflavonoidin perusrakenne. /1, 5/

Kuva 8. Isoflavonoidin (muut flavonoidit) perusrakenne /8/

Isoflavonoidi eroaa, muiden flavonoidien tapaan, viidesta edelld mainitusta
ryhmésta rakenteensa perusteella kuten Kuvasta 8 voidaan todeta.
Isoflavonoidissa B-rengas on liittyneend C-renkaan eri hiileen kuin muissa
aikaisemmissa flavonoideissa. Useimmat kasvit eivét pysty syntetisoimaan niité ja
tdman vuoksi niiden esiintyvyys erilaisessa kasveissa on lukumaaraltaan

vahéisempi /1/

Huolimatta isoflavonoidin kaytostd esimerkkirakenteena, muiden flavonoidien
rakenteet ovat hyvin erilaisia eikd niille kaikille voida osoittaa suuria
yhtéldisyyksia ryhman sisélld&. Muiden flavonoidien flavonoidiryhmé& on
muodostettu puhtaasti huomioimaan se tosiasia, ettd flavonoideja on selkeésti

enemman kuin viidessa aikaisemmassa mainitussa ryhmassa mainitut. /1, 5/

1.3 Merkitys ihmiselle

Flavonoidit ovat olleet viime vuosina suosittuja tutkimuskohteita. Huolimatta
1970-luvun terveyttd uhkaavista tuloksista, on nykyaan saatu myods nayttoa
flavonoidien terveysvaikutteista ja niiden tarkeydesta ihmisen elimiston

toiminnalle. Huolimatta terveysvaikutuksistaan, flavonoidien riittdvd saanti ei
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kuitenkaan ole turvattu keskiméaaraisessa ihmisravinnossa vaan se vaatii

oikeanlaisen ruokavalion tayttyakseen.

Flavonoidit osallistuvat elimistoon kaytettavéksi paastessdan moniin ihmisellekin
tarkeisiin  biologisiin  reaktioihin, kuten mm. solujen antioksidantteina.
Antioksidantteina ne sieppaavat vapaita radikaaleja ja estavat vapaiden
radikaalien muodostumista sitomalla metalleja, kuten kuparia, sinkkia ja rautaa.
Ne ovat myds kemiallisesti reaktiivisia ja pystyvdt siten sitoutumaan
makromolekyyleihin, kuten entsyymeihin, muihin proteiineihin ja DNA:han. Ne
vaikuttavat solukalvojen l&pdisevyyteen ja aineiden aktiiviseen kuljetukseen
kalvojen 1api ja my6s inhiboivat lukuisten entsyymien toimintaa ja vaikuttavat
siten ihmisen aineenvaihduntaan. Monien terveyteen positiivisesti vaikuttavien
ominaisuuksiensa takia flavonoideja kutsutaan mygds P-vitamiineiksi korostamaan

niin merkitysta ihmisen hyvinvoinnille. /1, 2, 3/

Elintarvikkeista saatavien fenoliyhdisteiden tutkimuksesta on tullut entistakin
tarkedmpad aiempien tutkimuksien antaessa viittauksia ihmiselle positiivisista
terveysvaikutuksista. ~ Taménkaltaisia  vaikutuksia ~ovat mm.  veren
antioksidanttisuuden suurentaminen, LDL-kolesterolin hapettumisen
vahentdminen, solujen DNA:n hapetusvaurioiden vahentdminen, verihiutaleiden
sakkautumistaipumuksen vahentdminen, verisuonten endoteelin toiminnan
parantuminen, verenpaineen alentuminen, energia-aineenvaihdunnan
tehostuminen, erityisesti rasvojen palamisen tehostuminen. Flavonoidien on myods
raportoitu vaikuttavan mm. immuunijérjestelmaan. Niiden on myds arveltu
estdvan syopaa, allergioita, tulehduksia, virusinfektioita ja veritulppien

muodostumista. /1, 2, 7/

Huolimatta raportoiduista terveysvaikutteista flavonoideilla saattaa olla myos
terveydelle haitallisia vaikutuksia liian suurina méérind nautittuna. 1970-luvulla
flavonoideilla raportointiin olevan karsinogeenisia ja mutageenisid ominaisuuksia.
N&ma tulokset kuitenkin ohitettiin flavonoidien terveydelle hyvéksi olevien
ominaisuuksien tultua ilmi. Tietyissd olosuhteissa on kuitenkin huomattu
flavonoidien toimiminen my6s pro-oksidanttina. Lopullisten terveysvaikutusten

todellinen rooli ihmisen terveydelle on siis vield avoin. /1/
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2 FLAVONOIDIEN
TUNNISTUSMENETELMIA

Flavonoidien tunnistamiseen on kéaytetty useita erilaisia menetelmid vuosien
saatossa.  Kappaleessa  tutustutaan  viiteen  yleisimpaan  flavonoidien
tunnistamisessa kaytettyyn menetelmaén; kolmeen kromatografiseen ja kahteen
spektrometriseen menetelmdin. Kromatografisista menetelmista tutustutaan
kaasukromatografiaan, = korkean  erotuskyvyn  nestekromatografiaan ja
kapillaarielektroforeesiin. Spektrometrisista menetelmista tutustutaan

massaspektrometriaan ja ydinmagneettiseen resonanssispektrometriaan.

2.1 Tunnistukseen vaikuttavat ominaisuudet

Lahdettdessa tunnistamaan flavonoideja punaviinistd on muistettava flavonoidien
samankaltaisuus yhdisteiden kesken. Menetelmén on siis oltava riittdvan tarkka
tunnistamisen onnistumiseksi. On myGds hyva todeta ettei punaviinissa esiinny
kaikkia l0ydettyja flavonoidiyhdisteitd vaan rajaamalla tunnistamistyd tiettyihin
flavonoidiryhmiin saadaan parempia ja tarkempia tuloksia. Liséksi on myos
huomioitava flavonoidien luonne kemiallisena yhdisteend menetelman valinnan ja
kayton yhteydessd. Kaytdnnossa tdma tarkoittaa, ettd glykosidisen sokeriosan
siséltavien flavonoidien vesiliukoisuuden ansiosta niiden uuttamiseen voidaan
kayttadd laimeita happoliuoksia, metanolia ja etanolia. Mikali flavonoidit halutaan
méaérittdd aglykoneina eli ilman sokeriosaa, glykosidinen ryhméa tulee poistaa
hydrolysoimalla kuumennuksen ja konsentroidun happoliuoksen avulla. Néin
naytteeseen saadaan erotetuksi sokeriosaksi ja vapaaksi flavonoidiksi. Varsinkin
kaasukromatografia kédytettdessa flavonoidien tunnistamiseen ndytteesta on usein

my0s poistettava mééarityksia hairitseva nayteaineen rasva. /1, 5/

Flavonolien ja flavononien esiintyvyys punaviinissd on aikaisemmin tehtyjen
tutkimusten pohjalta selkedsti muita flavonoidiryhmida todennakdisempaa.
Tutkittavan yhdistejoukon rajaamiseksi keskitytddn aikaisemmin Idydettyjen
flavonoidien  tunnistamismenetelmiin  tunnistamistyon  konkretisoimiseksi.
Kuvassa 9 on esiteltyind aikaisemmin |0ydettyjen punaviinissa esiintyvien

flavonoidiyhdisteiden rakenne.
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Kuva 9. Punaviinissa esiintyvien yleisimpien flavonolien ja flavononien rakenteet

Kuvasta 9 nahdéaén tutkittavien yhdisteiden erottavat tekijat, joita ovat B- ja C-
renkaisiin liittyneet H-, OH ja OCH3; — ryhmét. Yhdistdvana tekijana toimii A-
renkaan samanlainen rakenne. Eroavaisuudet flavonoidiyhdisteiden valilla
saattavat olla niinkin pienid kuin yhden vetyatomin verran, jolloin se asettaa

erityisvaatimuksia tunnistusmenetelmén valinnalle.

2.2 Tunnistusmenetelmat

Nykyaikaisia kvalitatiivisia kemiallisten yhdisteiden tunnistusmenetelmid ovat
paéasiassa erilaiset spektrometriset ja kromatografiset menetelmét, joilla
tunnistetaan alkuaineita, yhdisteitd tai yhdisteryhmid. Naistd menetelmistd
kromatografisien tunnistusmenetelmien tuloksena saadaan kromatogrammi eli
kuvaaja, joka néyttdd graafisesti detektorin vasteen eluutioajan funktiona.
Kromatografiassa pyritddn yleensd madritettdvien komponenttien téydelliseen
erottamiseen  mahdollisimman  lyhyessd ajassa.  Erottamisen  jalkeen
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komponenttien tunnistaminen on mahdollista. Kuten kaikissa kemiallisissa
analyyseissa, tulosten tulee olla toistettavia sek& kvalitatiivisessa ettéd

kvantitatiivisessa mielessé. /9/

Spektrometristen menetelmien tuloksena saadaan spektri eli kuvaaja joka ndyttaa
tuotetun sateilyn hajonnan yhdisteessé. Spektri luodaan hajottamalla sateily eri
aallonpituus- tai taajuuskomponentteihinsa spektroskoopilla. Yhdisteiden
tunnistaminen tapahtuu vertaamalla saatua spektrid spektrikirjastojen arvoihin ja
etsimélld samankaltaisuuksia tai kayttdméalld sitd pohjana uuden yhdisteen
tunnistamiseen yhdisteen fraktioitumisen perusteella ja selvittamilla yhdisteen
komponentit fraktio kerrallaan. Téll4 tavoin voidaan maarittdd mm. tutkittavan
naytteen alkuainekoostumus tai ndytteessa olevan yhdisteen muita kvalitatiivisia
ominaisuuksia. Erityisesti massa- ja ydinmagneettinen resonanssispektroskopiaa
kaytetdan laajasti orgaanisen kemian tutkimuksissa ja niitd on kaytetty runsaasti
flavonoidien tunnistamistydssa. Spektrometristen menetelmien suuri erottelukyky
perustuu siihen, ettd absorptio ja emissio usein liittyvat materiaalin rakenteessa
tapahtuviin resonanssi-ilmi6ihin, jotka voivat olla taajuuden suhteen hyvin
selektiivisi& ja eri aineille luonteenomaisia. /10, 11/

Spektrometrilaitteistot on usein liitetty yhteen kromatografialaitteiston kanssa,
jolloin nédytteen eri komponentit saadaan eroteltua ja analysoitua erikseen. Talldin
kromatografialaitteisto toimii yhdisteen erotuksessa ja spektrometrinen laitteisto
yhdisteen tunnistamisessa eli kromatografisen menetelman detektorina. Nain

saadaan parannettua tulosten tarkkuutta ja luotettavuutta. /10, 12/

2.2.1 Kaasukromatografia

Kaasukromatografia on erittdin tehokas kaasukomponenttien mittaus- ja
tunnistusmenetelmé.  Kaasukromatografialla (GC) tarkoitetaan fysikaalista
erotusmenetelmdd, jolla néytekaasun komponentit saadaan erilleen toisistaan
niiden jakautuessa paikallaan olevan ja liikkuvan faasin  kesken.
Kaasukromatografiassa liikkuva faasi on kaasu ja stationdérisfaasina on kantaja-
aineeseen tai lasipintaan sidottu nestefaasi. Neste on tavallisesti ohuena kalvona
hienojakoisen kiintedn kantaja-aineen pinnalla tai hyvin kapean lasi- tai
metalliputken  sisépinnalla.  Jos  néytteessa  olevien  komponenttien
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jakautumiskertoimet nesteen ja kaasun valilla ovat erilaiset, komponentit erottuvat
toisistaan kolonnissa. Kaasukromatografiaa kaytetddn helposti hoyrystyvien
aineiden  kvalitatiiviseen ja  kvantitatiiviseen analyysiin.  Flavonoidien
analysoinnissa sitd kaytetddn yleensa vain isoflavononoidien tunnistamisessa.
Erityispiirteend kaasukromatografian kaytossé flavonoidien tunnistamisessa on
flavonoidien saattaminen silyylijohdannaiseksi ennen kuin sen analysointi

laitteistolla on mahdollista. /1, 9/

Kaasukromatografin toimintaperiaate on seuraavanlainen: Kaasusailiosta tulevan
kantokaasun paine ja virtausnopeus séddetddn sopivaksi. Kaasuna kaytetdan
inerttejd kaasuja, kuten argonia, vetyd, typped ja heliumia. Eri detektorityypit
toimivat parhaiten ero kantajakaasujen yhteydessd. Nayte syotetddn ruiskulla
ohuen septumin Il&pi injektoriin, jonka ldmp6tila on saddettavissd. Nayte
hoyrystyy ja alkaa kulkea kaasuvirran mukana kolonnissa, joka on
lammitettdvassa  kolonniuunissa,  jonka  lampdtilaa  voidaan  sdataa
lampotilaohjelman mukaan. Kolonni on useimmiten kapillaarikolonni tai pakattu
kolonni. Kolonnissa tapahtuvan kromatografisen erottumisen jalkeen komponentit
poistuvat yksi kerrallaan kolonnista detektorille. Detektori havaitsee kolonnista
tulevat yhdisteet ja tietokone tallentaa tiedot, tai vanhemmissa laitteissa piirturi
vain piirtdd kromatogrammin, jossa on detektorin antama signaali ajan funktiona.
Kaasukromatografin rakenne ja toimintaperiaate ovat esiteltynd Kuvassa 10. /13,
14/

Kaasun
ulostulo

’:I Detektod

Piirturi

Kuva 10.  Kaasukromatografin rakenne ja toimintaperiaate /14/
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Detektorina eli ilmaisimena voi toimia monen tyyppisiad erilaisia detektoreita.
Tavallisimmat  yleisdetektorit ovat liekki-ionisaatioilmaisin ~ (FID) ja
lammaonjohtokykyilmaisin. Detektorin antama signaali on verrannollinen aineen

konsentraatioon tai massavirtaan. /13/

2.2.2 Korkean erotuskyvyn nestekromatografia

Nestekromatografia on tarke&d menetelméryhmé, koska useimmat yhdisteet eivét
ole riittdvdn haihtuvia kaasukromatografiaa varten. Nykyaikainen korkean
erotuskyvyn nestekromatografia (HPLC) kayttdd korkeata painetta pakottaakseen
eluentin kulkemaan hyvin hienojakoisilla jauheilla pakattujen kolonnien lapi. Se
on laajalti k&ytetty sek&d epdorgaanisten, ettd orgaanisten yhdisteiden
analyysitekniikka. Se on myds yleisin flavonoidien tunnistamiseen kéaytetty

menetelma. /9, 14/

Yksinkertaisimmassa muodossaan korkean erotuskyvyn
nestekromatografialaitteisto koostuu eluenttisailitstd, korkean paineen tuottavasta
liuospumpusta, injektorista, kolonnista ja valitusta detektorilaitteistosta.
Useimmissa laitteistoissa on lisdksi mahdollisuus kontrolloida kolonnin ja
eluentin lampotilaa. N&ytekomponenttien  erilaiset ~ vuorovaikutukset
stationdarifaasin ja eluentin Valilld aiheuttavat erottumisen, ja erottuneet
komponentit voidaan havaita detektorin avulla. Detektorilaite on yleensa liitetty
yhteen tietokoneen kanssa tulosten kerédamiseksi, kasittelemiseksi ja
tallentamiseksi. HPLC:n yksinkertaistettu rakenne on esiteltynd Kuvassa 11.
Modernisoidessa ja monimutkaistaessa HPLC:n rakennetta siihen voidaan
tarvittaessa lisatd mm. liuosten kaasunpoistoyksikkd, seospumppu, automaattinen

naytteensyottdja ja kolonniuuni. /9/

17



Injektori

~—— Pumppu

Nayteruisku Piirturl

Jatesailldp

Ajoliuotinsallio
Kuva1l. HPLC:nrakenne. /14/
HPLC:n periaate perustuu ndytteessa olevien yhdisteiden erottumiseen kolonnissa.
Toimintaperiaatteena on pakottaa liuotettu ndyte kulkemaan, tiivisti
hienojakoisella station&arifaasilla pakatun kolonnin lavitse. Lahes poikkeuksetta
flavonoidien tunnistuksessa yhdisteet erotetaan k&éanteisfaasikolonneilla. Kolonnin
jalkeen on detektori (esim. massaspektrometri), joka havaitsee kolonnista tulevat
komponentit. Menetelméaa kaytetddn yha enenevéssa méaérin orgaanisille huonosti

hoyrystyville yhdisteille esim. ladkeaineille /9, 15/

Nestekromatografiassa kéytetddn myos useita erilaisia detektoreita. Detektointi
perustuu joko yhdisteiden spektrometrisiin, sahkokemiallisiin tai muihin
fysikaalisiin ominaisuuksiin. Ideaalinen detektori on herkka kaikille analyyteille ja
antaa lineaarisen vasteen laajalla konsentraatioalueella. Nestekromatografin
yhteydessé kaytetédan yleensd UV-, taitekerroin- tai séhkokemiallisia detektoreita.
Kaikkein yleisin nestekromatografiassa kéytetty detektori on UV-detektori, sill&
hyvin useat yhdisteet absorboivat UV-valoa. UV-detektori on suhteellisen herkka,
sen lineaarinen vastealue on laaja ja lampdtilan tai eluentin koostumuksen

vaihtelut eivat juuri hairitse detektointia

Sahkokemiallisten detektorien toiminta perustuu kapasitanssin
(dielektrisyysvakiodetektorit), resistanssin (johtokykydetektorit), potentiaalin
(potentiometriset  detektorit) tai virran (kulometriset, polarografiset ja

amperometriset detektorit) mittaukseen. Liséksi johtokykydetektoria kéytetddn
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paljon erityisesti ionikromatografiassa. Muita detektoreja kéytetddn lahinna
erikoistapauksissa. /9/

Usein nestekromatografiassa kaytetty detektori, diodirividetektori, on erilaisista
spektrometrisista detektoreista monipuolisin. Sitd voidaan ké&yttdd kuten
tavanomaista UV -detektoria, eli mittaamaan eluaatin absorbanssia yhdella
aallonpituudella. Enemman informaatiota on mahdollista saada, kun mittaus
suoritetaan samanaikaisesti kahdella tai useammalla eri aallonpituudella, jolloin
tuloksena saadaan useita kromatogrammeja. Detektori voidaan ohjelmoida myds
mittaamaan tiettyd aallonpituusvélia, jolloin saadaan piikeille niille ominaiset
spektrit.  Talléin on mahdollista saada summa-absorbanssi  kaikista
absorbanssiarvoista tai yhdisteiden tunnistamisen kannalta tarked spektri tietysta
kromatogrammissa esiintyvastd piikistd. Myo6s absorbanssisuhde on tarked
yhdisteiden tunnistamisessa. /9/

Muiden kromatografisten menetelmien tavoin HPLC mahdollistaa monen aineen
samanaikaisen analysoinnin. Nestekromatografialla voidaan yleensd analysoida
sellaisia haihtumattomia yhdisteitd, joiden kaasukromatografinen analysointi olisi
mahdotonta. HPLC:ll& voidaan analysoida mm. proteiineja, aminohappoja,
lipidejd, ympdriston haitta-aineita, suuria biologisia molekyyleja, seka
ld&keaineita. HPLC:n soveltamisen ainoa edellytys periaatteessa on, etté tutkittava
aine saadaan liukenemaan johonkin liuottimeen. Flavonoidien analysointiin HPLC
soveltuu néin hyvin flavonoidien vesiliukoisuuden takia. Kéytdnndssé voi ilmeté
muitakin rajoituksia, kuten naytteen ja liuottimen valinen reaktio kuten
saostuminen. Kaasukromatografiaan verrattuna HPLC:n etuna on, ettd nayte ei

muutu detektoinnissa, vaan se voidaan keratd talteen jatkoanalysointia varten. /9/

2.2.3 Kapillaarielektroforeesi

Kapillaarielektroforeesi (CE) on erotusmenetelmd, joka perustuu varattujen
yhdisteiden erilaisiin liikkuvuuksiin sédhkokentédssa. Silld voidaan tutkia aina
pienid molekyyleja kuten epdorgaanisia ioneja, orgaanisia happoja, aminohappoja,
peptideja ja hiilihydraatteja sek& suuria molekyylejd kuten proteiineja ja jopa
elavid soluja. Kapillaarielektroforeesi on suhteellisen uusi analyysimenetelm4,

jonka etuina ovat nopeus, yhdisteiden tehokas erottuminen ja vahéinen liuottimien
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tarve. Se soveltuu HPLC:n tavoin haihtumattomien ja huonosti hoyrystyvien
yhdisteiden madritykseen ja on osittain syrjayttaméassd HPLC:t4 erilaisissa
analyyseissa. Flavonoidien analysoinnissa kapillaarielektroforeesia on kéaytetty
vield suhteellisen vahén, mutta sen k&yttd on todistettu mahdolliseksi t&han
tarkoitukseen. /13, 14/

CE-tekniikka perustuu eri kemiallisiin vuorovaikutuksiin erotuksen aikana kuin
kromatografia, néin ollen CE-tekniikka antaa lisatietoa yhdisteista
kromatografiaan verrattuna. Elektroforeettiseen liikkuvuuteen vaikuttavat seka
erotettavan molekyylin ettd valiaineen ominaisuudet. Elektrolyyttiliuos pysyy
muuttumattomana koko erottumisen ajan eika sen johtokyvyssé tai sahkdkentan

voimakkuudessa tapahdu merkittdvia muutoksia erotuksen aikana. /13, 14/

Laitteistoon kuuluu l&mpdtilakontrolloitu kapillaari, virtaldhde, automaattinen
naytteensyottomenetelmé ja detektori. Nestemdinen néyte injektoidaan sopivalla
tavalla kapillaariin, jonka kumpikin padd on upotettu puskuriliuokseen.

Kapillaarielektroforeesin rakenne on esiteltynd Kuvassa 12. /13, 14, 16/

kapillaari L, - [| detektori
AL 58

elektrolyyttiastia

0

elektrodi N/ T elektrodi

niyteastia jannitelihde

Kuva 12.  Kapillaarielektroforeesin rakenne ja toimintaperiaate /16/

Kun systeemiin kytketddn virta, ndytteessé olevat aineet kulkeutuvat erilaisilla
nopeuksilla, kapeina vyOhykkeind kohti detektoria. Naytevy6hykkeet ovat
erityisen kapeita, koska kapillaarin sisélle muodostuu elektro-osmoottinen virtaus.
Analyysi tapahtuu useimmiten polyimidilla paallystetyissa silikakapillaareissa,

jotka kunnostetaan ennen analyysia eméaksisella liuoksella. /13, 14/
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2.2.4 Massaspektrometria

Massaspektrometria (MS), on spektrometrinen menetelma, jolla voidaan selvittaa
atomien ja molekyylien moolimassaa ja maarittdd yhdisteen rakennetta yhdisteen
fragmentoitumisen perusteella. Ka&ytdnnossd tdma tapahtuu ionisoimalla
analyyttind toimivaa naytettd ja havainnoimalla tyhjiossa ionisoidun molekyylin
lilkeradan reagointia erilaisiin sdhko- ja magneettikenttien yhdistelmiin.
Massaspektrometrimittauksia voidaan tehda kaikissa ndytteen olomuodoissa
kaiken kokoisille niin poolisille kuin poolittomille yhdisteille hyvinkin pienista
naytemaaristd, jopa alle 1 um néyte voi olla riittdva. Riittdvdn néyteméaaran
suuruuteen vaikuttaa tunnistamisessa kéytettava laitteisto ja kaytetyn laitteiston
herkkyys. /10, 11, 12/

Massaspektrometrilaitteisto koostuu néytteensyottosysteemista,
ionisaatiolahteestd, massa-analysaattorista ja detektorista. Analysaattorissa
muodostuneet ionit erotellaan ja detektori kertoo niiden massa/varaus-suhteen
(m/z). Yleensa massaspektrometrilaitteistoa ohjataan tietokoneella, jonka avulla
my0s tulosten tallennus ja kaésittely tapahtuvat. Massaspektrometrilaitteiston

rakenne on esiteltynd Kuvassa 13. /10, 12/
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Kuva 13.  Massaspektrometrilaitteiston rakenne /12/

Hiukkassateilya lajitellaan massaspektrometrian avulla erimassaisiin ryhmiin,
jolloin  tuloksena saadusta massaspektristda voidaan selvittdd yhdisteen

molekyylipaino. Tdma on samalla massaspektrometrian ensisijainen kayttokohde
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yhdisteiden tutkimuksissa. Massaspektrin avulla saadaan myos tietoa molekyylin
rakenteesta yhdisteen fragmentoitumisen perusteella. Massaspektrissé esiintyvét
spektripiikit ~ kertovat ~ varautuneiden  hiukkasten  painon  eli  ns.
massa/varaussuhteen ja piikkien korkeus niiden suhteellisen yleisyyden.
Molekyylin tai ionin fragmentoituminen riippuu molekyylin hiilirungosta ja siina
olevista funktionaalisista ryhmistd. Massaspektrometrian avulla voidaan todeta
esimerkiksi reaktionseurannassa halutun tuotteen saanti toteamalla toivotun

tuotteen massapiikin olemassaolon spektrissa. /10, 12/

2.2.5 Ydinmagneettinen resonanssispektrometria

Ydinmagneettinen resonanssispektrometria (NMR) perustuu siihen, ettd
magneettisten  atomiydinten  energiatilat ja  ydinten  kayttdytyminen
magneettikentéssa riippuvat ydinten fysikaalis-kemiallisesta ymparistostd. Nama
riippuvuudet nakyvat ydinmagneettisen resonanssisignaalin spektrissd. Se on
my0s ainoa menetelmd, jolla nesteeseen liuotetusta molekyylista voidaan ratkaista
sekd rakenne ettd sen kolmiulotteinen avaruusrakenne. Menetelmélld soveltuu

myos kiinteiden ja kaasumaisten naytteiden analysointiin.

NMR-spektrometrilaitteisto koostuu lahettimestd, néyte- ja tunnistinkelasta, RF-
kelasta, magneetista, magneettisen kentdn pyyhkdisimestd, piirturista ja
vastaanottimesta ja sen rakenne on esiteltynd kuvassa 14. NMR-menetelmdssa
mitattavasta yhdisteesta saadaan tulokseksi NMR-spektri, josta néhdaan yhdisteen
atomien kemialliset siirtymét, signaalien intensiteetit sek& niiden jakautumat.
Yleensa yhdisteitd tutkittaessa naytteista ajetaan ‘H ja *C NMR-spektrit, silla

naiden alkuaineiden atomien molemmat isotoopit ovat vakaita. /10, 11/
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Kuva 14. NMR-laitteiston rakenne /10/

NMR-menetelman toimintaperiaatteena on, ettd atomit asetetaan aluksi
voimakkaaseen magneettikenttddn. Taman jalkeen niille annetaan erilaisia
pulsseja, jolloin atomit emittoivat radiotaajuista sateilyd. Voimakkaalla sahko- tai
kestomagneetilla muodostetussa ulkoisessa magneettikentdssd  protonien
magneettinen momentti asettuu siten kentén suuntaiseksi tai sille vastakkaiseksi.
Kukin atomi emittoi sateilyd sen omalla taajuudellaan, johon vaikuttaa mm.
kyseisen atomin kemiallinen ympadristd. Vertaamalla annettuja pulsseja eri
atomien emittoimiin pulsseihin voidaan niista pé&atella atomien keskindiset

sijainnit ja analysoida tutkittavan naytteen yhdisteiden rakennetta. /10, 17/

2.3 Tunnistusmenetelmien vertailu

Tyon lopullisena tarkoituksena on madarittdd aiempien kappaleiden perusteella
juuri punaviinin flavonoideille sopivin tunnistusmenetelma. Tunnistusmenetelman
valintaan vaikuttavat niin punaviinin kuin flavonoidien ominaisuudet kuin myos
menetelmien tunnettavuus ja kehityskelpoisuus. Menetelmien hyvid ja huonoja

puolia flavonoidien tunnistamisen suhteen on esiteltyna Taulukossa V1.

23



Taulukko VI. Erilaisten tunnistusmenetelmien kéyttd yleisesti kemiallisten
yhdisteiden ndkokulmasta /10, 11, 12, 13, 14, 15, 16/
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Erittain tehokas | Nayte muuttaa  muotoaan
kaasukomponenttien detektoinnin myota
mittaus- ja

tunnistusmenetelméa

Korkean erotuskyvyn
neste-kromatografia

Ainoa  ehto kaytolle
yhdisteen liukeneminen
johonkin liuottimeen

Monen aineen
samanaikaisen

analysoinnin mahdollisuus

Né&ytteen ja liuottimen valinen
reaktio, kuten saostuminen,
mahdollinen

Néayte ei muutu
detektoinnissa, vaan se
voidaan kerdtd talteen

jatkoanalysointia varten

Soveltuu haihtumattomien
ja huonosti  hoyrystyvien
yhdisteiden maéaritykseen

Flavonolit ovat huonoliukoisia

Kapillaari-
elektroforeesi

Uusi menetelma

Nopeus

Lyhyt kayttohistoria

Yhdisteiden tehokas

erottuminen

Soveltuu haihtumattomien
ja huonosti hoyrystyvien
yhdisteiden maaritykseen

Véhéinen liuottimien tarve

Elektroforeettiseen
lilkkuvuuteen vaikuttavat seka
erotettavan  molekyylin  ettd
véliaineen ominaisuudet
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Mass_aspektrO- Yhdisteen rakenne voidaan
metri ratkaista kaikista naytteen
olomuodoista

Massamittauksissa
tarvittavat naytemadarat
ovat pienid (< 1 pum)
Soveltuu kaiken kokoisille
poolisille ja poolittomille
yhdisteille

Kéytetyin spektrometrinen
menetelm&  flavonoidien
tunnistamisessa

Ydin- Yhdisteen rakenne voidaan Suhteellisen pienet Signaalit
magneettinen ratkaista kaikista naytteen
resonanssi- olomuodoista

spektrometria - -
Monet tutkittavat aineet

pysyvét entisell&dén

Ainoa menetelmd, jolla
pystytaan selvittdmaan
yhdisteen kolmiulotteinen
rakenne

tai niiden osien liiketiloista | kustannukset

Selvitettdessd parhaimman tunnistusmenetelmén valintaa, on myds huomioitava
paitsi tunnistettavan yhdisteen vaatimukset, myos kéytettavissé olevat resurssit ja
yhdistettd sisaltdvan raaka-aineen ominaisuudet ja saatavuus. Taloudellisesta ja
ajankaytollisestd ndkdkulmasta punaviinien flavonoidien tunnistamismenetelmien
valintaan vaikuttavat erityisesti kéyttotarkoitukseen sopivuus, ajankaytto,
liuottimien tarve, mahdolliset esikasittelyjen kustannukset, tunnistamistehokkuus,

virheldhteiden syntymisen riskit ja tunnistamistarkkuus.

Kaasukromatografilla  tunnistettaessa  yhdisteitd, on huomioitava ettd
kaasukromatografiaa kaytetddn flavonoidien tunnistamisessa yleensd vain
isoflavononoidien tunnistamisessa. Isoflavonoidien esiintyvyys punaviinissa ei ole
kuitenkaan selkeé&sti eniten esiintyvien flavonolien ja flavononien Kkaltaista.
Lisévaikeutensa punaviinin flavonoidien tunnistamistyéhon tuo
kaasukromatografian vaatima flavonoidien saattaminen silyylijohdannaiseksi,
ennen kuin analysointi laitteistolla on mahdollista. Voidaan ndin sulkea
kaasukromatografia pois suositeltavista menetelmistd punaviinin flavonoidien

tunnistamiseen huonoiten tarkoitukseensa soveltuvana.
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Jattamalla kaasukromatografia menetelmé&nd pois flavonoidien tunnistamiseen
huonoiten soveltuvana, jéljelld ja&vat korkean erotuskyvyn nestekromatografia ja
kapillaarielektroforeesi. Molemmat menetelméat soveltuvat haihtumattomien ja
huonosti hdyrystyvien yhdisteiden tunnistamiseen. Molemmilla menetelmill& on
monia hyvid ominaisuuksia, suurin eroavaisuus loytyy menetelmien

tunnettavuudesta.

Spektrometrisista menetelmistd tunnetuin ja selkedsti ké&ytetyin menetelmé on
massaspektrometria, jonka avulla voidaan méaérittd4 kaiken kokoisia niin poolisia
kuin poolittomiakin yhdisteitd hyvin pienistd ndytemaéristd. Verrattuna
ydinmagneettiseen resonanssispektrometriaan, sen instrumentaalisen kustannukset
ovat selkeésti pienemméat kuin jalkeen mainitulla. Massaspektrometri on
kustannustehokkain valinta néista kahdesta ja  ydinmagneettisen
resonanssispektrometrin  kayttoon kannattaa turvautua vain erityistapauksissa,
jotka kannattaa teettdd muualla vélttden instrumentaaliset kustannukset. Jos
laitteisto on saatavilla, kannattaa ydinmagneettiseen resonanssispektrometriaan

turvautua flavonoidien rakenteiden tunnistamisessa.

Parhaimpiin ja luotettavimpiin tuloksiin péaéstdan yhdistamalla kromatografinen
menetelmd spektrometrisen menetelman kanssa, jolloin spektrometrilaitteisto
toimii kromatografisen laitteen detektorina ja kromatografi naytteen yhdisteiden
molekyylien erottajana. Parhaimmat yhdistelmét flavonoidien tunnistamiseksi
punaviinindytteestda ovat HPLC-MS ja CE-MS. Erityistapauksissa, Kkuten
flavonoidien eroavaisuuksien l10ytyessa vain avaruudellisesta rakenteesta, voidaan
naiden menetelmien lisdksi  turvautua instrumentaalisesti  kalliimpaan

spektrometriseen menetelméén, ydinmagneettiseen resonanssispektrometriaan.
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3 PUNAVIININ FLAVONOIDIT

Kappaleessa tutustutaan itse tutkittavaan ndytteeseen, punaviinin, ja sen
valmistusprosessiin. Huomioidaan my0s punaviinin raaka-aineiden vaikutus
punaviinin  flavonoidipitoisuuksiin  ja tutustutaan aikaisemmin tehtyjen
tutkimusten tuloksiin flavonoidien pitoisuuksista punaviinissa ja punaviinissa

kaytetyissa rypéaleissa.

3.1 Punaviini

Punaviinin koostumus rakentuu 75-90 prosenttisesti biologisesti puhtaasta
vedestd, joka tulee suoraan viinikdynnoksen kasvumaaperdstd, 8,5-15
prosenttisesti sokerin kdydessa syntyneesta alkoholista, jadnndssokerista, jota on
viinityypista (kuiva, puolikuiva, puolimakea ja makea) riippuen 0,5-50 g,
vdriaineista, orgaanisista hapoista, kuten viini-, omena- ja maitohapoista,
aminohapoista, mineraaleista ja erilaisista vitamiineista, kuten A-, B1-, B2-, B6-,
B12- ja C-vitamiineista. Punaviini siséltdd myos tanniineja, jota on noin 0,1-2,5 g,
Tanniinit ovat fenolisia yhdisteitd, mutta eroavat niistd suuren molekyylimassansa
takia. Ne ovat erittdin hydroksyloituneita yhdisteitd ja ne voivat muodostaa
liukenemattomia komplekseja hiilihydraattien ja proteiinien kanssa. Kaikkiaan

punaviinin on arvioitu sisaltavan yli 900 erilaista komponenttia. /1, 18/

Punaviinid valmistetaan viinikdynnoksen rypaleistd, sokerista ja hiivoista.
Viinikdynnosta voidaan viljella 1&hes kaikkialla maailmassa lukuun ottamatta
napa-alueita. Laadukkaan viinin valmistukseen tarvittava mehu saadaan vain
sellaisista rypéleistd, jotka ovat kasvaneet ja kypsyneet tietyissd ilmastollisissa
olosuhteissa.  Viininviljelykselle suotuisat olosuhteet ovat péivéantasaajan
molemmin puolin 30-50 leveysasteiden vélissa. Viinitarhat sijaitsevat yleensa n.
200-500 metria merenpinnan ylapuolella ja usein jokien varsilla. Mietojen viinien
valmistus, kuten punaviinin, alkaa rypaleitten kypsyttyd. Kypsymisen ajoitus
vaikuttaa tulevan viinin laatuun. Rypéleen sisaltdmien veden, sokerin, uutteiden ja
happojen tasapaino saattaa vaihdella jopa paivittdin. Rypaleet poimitaan

useimmiten koneellisesti, rypéleiden oikea-aikaisen korjuun varmistamiseksi. /18/
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Punaviinin valmistaminen perustuu rypdlemehun kaymiseen, joka on kemiallinen
prosessi mehun sokerien ja hiivabakteerien soluissa olevien entsyymien Vvélilla.
Kéymisessd mehuun kehittyy etyylialkoholia, hiilidioksidia, glyseriinia,
meripihkahappoa, estereitd, aldehydejd, erilaisia suoloja, maitohappoja,
parkkihappoja, tanniineja ja erilaisia alkoholeja. Kéymiseen vaikuttavia tekijoita
ovat lampdtila, paine, sokerit, kemikaalit ja erilaiset hiivat. /18/

Tumman
rypileen —|MUF9K3U$|—{ Esikﬁyminen}—| Puristin
kerdys

Suodatus Jélkikdyminen Viinin kypsyminen

| {Pulotus |——{Pullshypsyve]

Kuva 15.  Punaviinin valmistusprosessin lohkokaavio /18/

Punaviini valmistetaan tummista rypéleistd. Sadon korjuun jélkeen rypéleet
viedddn murskaamoon, jossa ruotiaines poistetaan joko kokonaan tai osittain.
Poistettavan ruotiaineksen maard vaihtelee viinialueittain ja rypaleiden
kerdysvuosittain. Jattamalla ruotiainesta helpotetaan puristamista, alennetaan
happoisuutta ja edesautetaan kdymisprosessia. Prosessissa raaka-aineena kaytetyt
rypéleet kerdtddn yhteen ja puhdistetaan, seka poistetaan rypaleiden pensaspuun
osat. Rypéleet murskataan siemen, mehu ja rypéleenkuoriseokseksi, johon lisataan

viinilaadusta riippuen oikean kaltainen ja oikea maara hiivaa. /18/

Ruotiaineksen poistamisen jélkeen rypalekuoriseos ja hiiva johdetaan
esikdymisastiaan fermentoitumaan. Fermentoinnissa on halutusta viinilaadusta
riippuen erilaisia vaihtoehtoja fermentoinnin suorittamiseksi. Valittavia muuttujia
prosessissa ovat mm. lamp6tila, hiiva, uuttomenetelmd ja kéytettdvan rypaleen
lajike. Esikdymisaika vaihtelee sen mukaan, mink& tyyppistd viinid halutaan

valmistaa. Esikdymisvaiheessa rypéleen kuoret ovat mukana kaymismehussa.
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Kéymistankkeina kdytetddn suurehkoja puuastioita tai isoja lasitettuja betoni-,
terds- tai lasikuitutankkeja. Noin vuorokauden esikdymisen jalkeen kuoret

nousevat pinnalle. /18/

Esikaymisen loputtua tai sen loppuvaiheessa kdynyt mehu ja kuoret puristetaan,
jonka jalkeen mehu siirretddn yleensa pienempiin astioihin jalkikaymaan.
Jalkikadymisastioina toimivat vesilukolliset astiat. Paremman
flavonoidipitoisuuden saamiseksi rypéleistd on my6s kannattavaa suosia
kylmdpuristusta. ~ Alkoholikdymisen jalkeen alkaa biologinen k&yminen,
manolaktinen kdyminen, jonka aikana bakteerit muuttavat viinissd olevan
omenahapon maitohapoksi ja hiilidioksidiksi. Nykyaikaisessa
viininvalmistuksessa mehuun lisdtddn entsyymeja ja bakteereja, jotta

manolaktinen kdyminen tapahtuisi normaalin kdymisen yhteydessa. /1/

Kéymisen yhteydessd syntyy runsaasti sakkaa, joka on padasiallisesti kuolleita
hiivasoluja. Sakan erottamiseksi viiniin lisdtddn usein saostusainetta, kuten
gelatiinia, betoniittia tai liivatetta, jolloin saostunut sakka valuu astian pohjalle.
Taman jélkeen viini juoksutetaan toiseen astiaan, jolloin sakka jaa edellisen astian
pohjalle. Viini juoksuttamista tapahtuu koko kdymisprosessin ajan. Viini voidaan
lisdksi pastdroida kuumentamalla sitd puolen tunnin ajan 60-85 °C:ssa, jolloin
haitalliset bakteerit ja hiivat kuolevat. Tdma toimenpide suoritetaan kuitenkin
yleensd vain huokeissa viineissé. Pastorointi my0ds tuhoaa joitakin punaviinin
flavonoideja, joten flavonoidipitoisuuden vahenemisen estamiseksi pastorointia

kannattaa valttaa. /1, 18/

Suurin osa viineistd kypsytetdan isohkoissa astioissa tai tankeissa. Kypsytysaika
vaihtelee viinityypin ja viinivuoden mukaan. Ennen pullotusta viini kirkastetaan
lisadmalla saostusainetta ja sen jalkeen suodattamalla viini, johon kéytetaan
yleensd piimaa- tai levysuodattimia. Yhtend keinona saostuvien aineiden
poistamiseksi viinistad on kylmékaésittely, jossa viini jaahdytetadn 0 °C tienoille ja
suodatetaan. /18/

Nykyédan pullottaminen tapahtuu l&hes yksinomaan koneellisesti. Viinien

pilaantumisen estamiseksi voidaan kéyttdd sdilontdaineina pienid maarid
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rikkidioksidia, askorbiinihappoa ja sorbiinihappoa, jotka estavdt homeiden ja
villihiivojen haitallisen vaikutuksen. Askorbiinihappo estdd hapettumisen

pullotusvaiheessa. Viini vaatii sdilyakseen ilmatiiviin, suljetun tilan. /18/

3.2 Flavonoidipitoisuudet

Flavonoidipitoisuudet kasveissa, téssa tapauksessa punaviinin rypaleissa, ovat
tiukasti sidoksissa flavonoideja sisaltdvadn kasvilajiin ja -lajikkeeseen seka
olosuhteisiin joissa kasvi on kasvanut ja kasvin kehitysvaiheeseen. Rypéleiden ja
muiden kasvien flavonoidipitoisuuksiin vaikuttavia ymparistotekijoitd ovat mm.
maantieteellinen sijainti, lampdtila, maaperén ravinteet ja suolaisuus, kasvupaikan
valoisuus ja valon voimakkuus, valoisa aika, ilmansaasteet, ulkoinen
kemikaalikasittely ja sademaard. Yleisesti tiedetdan, ettd polyfenolisia yhdisteitd
on kaikissa viineissa ja ne ovat peréisin rypéleiden kuorista, siemenistd ja
kannoista /2, 18/

Ymparistoolosuhteisiin voidaan vaikuttaa viljelyteknisesti, lajikevalinnalla ja
mahdollisesti hyédyntdmalla kasvua luonnostaan hidastavia stressitekijoita.
Erilaiset prosessoinnit, kuivaaminen ja sailyttdminen vaikuttavat flavonoidien
pitoisuuksiin. Kaytetyn rypélelajin valinnalla on my0ds suuri vaikutus punaviinin
flavonoidipitoisuuksiin. ~ Riitta  Torrénen on  esitellyt vuoden 1997
elintarvikeviraston julkaisussaan Elintarvikkeiden flavonoidit eri punaviineissa
kaytettyjen rypéleiden flavonoidipitoisuuksia, joiden arvot ovat esiteltyind
Taulukossa VII. /1, 2/

Taulukko VII. Flavonoidipitoisuuksia (mg/L) punaviineissa kaytettdvissa eri
rypélelajikkeista /2/

Punaviinin rypalelajike
Flavonoidi Cabernet Merlot Malbec
Sauvignon
Katekiini 7.6 11.1 16.3
Epikatekiini 11.6 11.3 6.3
Proantosyanidiini A2 | 1.5 11.2 1.8
Proantosyanidiini B2 | 9.2 6.1 24
Proantosyanidiini B3 | 38.5 2.9 1.6
Proantosyanidiini B4 | 15.7 19.1 5.4
Myriseteiini 2.6 6.1 3.2
Kversetiini 10.4 14.8 7.8
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Taulukon lukemista ndhd&éan punaviinin valmistuksessa kaytetyn rypélelajikkeen
selked vaikutus flavonoidipitoisuuksiin. Parhaimmat flavonoidipitoisuudet on
saavutettu edelld mainitussa kokeessa Cabernet Sauvignon rypaleilla kun etsitdan
korkeimpia pitoisuuksia ja Merlot kun etsitaan flavonoidipitoisuuksiltaan suurinta
rypélelajiketta. Kokeen tulokset eivat kuitenkaan anna kuvaa punaviinien
valmistusvaiheiden tai rypéaleiden poimintavuoden vaikutuksesta punaviinien
flavonoidipitoisuuksiin.  Flavonoidipitoisuuksien  kannalta — merkityksellista,
milloin ja missé kehitysvaiheessa sato korjataan. Eroavaisuuksia ilmenee jo
paivakohtaisesti ja ymparistotekijoiden vertailussa on myods huomioitava

vuosivaihteluiden merkitys.

Eri punaviinien valistd flavonoidipitoisuuserosta saadaan selkeampi kuva
tutkimalla flavonoidipitoisuuksia erilaisissa valmiissa punaviineissda huomioiden
samalla my0s punaviinin ika ja rypéleiden poimintavuosi. Kaytetddn vertailun
pohjana vuoden 2005 Fang Fang et al. tehtyd tutkimusta punaviinien
flavonoidipitoisuuksista korkean erotuskyvyn nestekromatografilla tutkittuna.
Tehdyn tutkimuksen tulokset ovat esitettynd Taulukossa VI1II. Kokeen naytteista
on madritetty néytteille korkean erotuskyvyn nestekromatografin avulla kolme

flavonoidipitoisuutta, joiden arvoista on otettu keskiarvo. /19/
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Taulukko VIII. Flavonolien ja flavonien flavonoidipitoisuudet seitseméssa (7)

erilaisessa punaviinindytteessa. /19/

Flavonoidi Hua-xia | Hua- Hua- Hua-xia | Hua-xia | Dragon- | Dragon
(Flavonoidi- | 1999 xia xia 1992 Zone A | seal -seal
alaryhma) (mg/L) | 1995 1994 (mg/L) | (mg/L) | 2002 2001
(mg/L) | (mg/L) (mg/L) | (mg/L)
Myriseteiini | 3.96 3.13 284 | 4.45 2.77 2.77 1.57
(Flavonoli) + + + + + + +
0.39 0.18 0.31 0.39 0.24 0.12 0.14
Luteoliini 0.28 0.25 0.24 0.20 0.18 0.96 0.43
(Flavoni) + + + + + + +
0.02 0.02 0.01 0.02 0.01 0.04 0.04
Kverseteeni | 0.72 0.22 0.17 4.87 1.37 2.65 1.75
(Flavonoli) + + + + + + +
0.08 0.07 0.01 0.41 0.13 0.20 0.20
Kemferoli 0.20 0.16 - 0.15 0.20 0.08 0.06
(Flavonoli) + + + + + +
0.01 0.01 0.02 0.02 0.00 0.02
Isoramne- 0.13 0.03 0.03 0.54 0.19 0.46 0.30
tiini + + + + + + +
(Flavonoli) 0.01 0.00 0.00 0.06 0.01 0.02 0.06
Galangiini 0.0130 | 0.0130 | 0.016 |0.014 0.0410 |- 0.02
(Flavonoli) + + + + + +
0.0058 | 0.0014 | 0.0014 | 0.0029 | 0.0058 0.0010
Pitoisuus 5.30 3.80 3.29 10.22 4.75 6.93 4.13
yhteensa + + + + + + +
0.46 0.27 0.32 0.41 0.35 0.32 0.14
Taulukosta VI nahdaan selkeasti eri punaviinindytteiden

flavonoidipitoisuuserojen lisaksi myds saman viinin rypdleiden kasvatusvuoden
vaikutus punaviinin flavonoidien kokonaispitoisuuteen. Tamén voidaan olettaa
johtuvan rypaleiden erilaisista kasvatusolosuhteista ja muuttuneista punaviinin
valmistusprosessin muuttujista, kuten esim. sademaéristd, punaviinin séilytystilan

valoisuudesta seka lampdtilaeroista rypaleiden poimintavuosien vélill&.

Eniten punaviinindytteissd esiintyva flavonoidi on tuloksien perusteella
myriseteiini, jota jokainen viinindyte selkedasti sisalsi. Toinen pitoisuuksiltaan
huomattava flavonoli on kverseteeni. Muita huomioitavia flavonoideja ovat
luteoliini, kemferoli ja isoramnetiini. Galangiinin pitoisuudet punaviinissa ovat

suuruusluokaltaan selkedsti muita pienempid ollen vain sadasosan muiden
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flavonoidien pitoisuuksista. Voidaan myds todeta flavonolien ja flavononien
olevan punaviinissd esiintyvistd flavonoideista tarkeimpid ja pitoisuuksiltaan

merkittdvimpia

Verrattaessa punaviinin ja valkoviinin flavonoidipitoisuuksia voidaan todeta
punaviinin olevan ylivertainen valkoviiniin ndhden. Esimerkiksi katekiinin
pitoisuus punaviinissa on ldhes viisinkertainen valkoviinin  verrattuna.
Punaviinissa esiintyy myos flavonoideja, joita valkoviinissa ei ole lainkaan. Taméa
voidaan péatella puhtaasti muistamalla punaviinin ja valkoviinin valmistuksien
eroavaisuus, jossa punaviinin valmistuksessa kaytettavat rypéleiden kuoret
poistetaan valkoviinin valmistuksessa aikaisessa Vvaiheessa valmistusprosessia
pois ja ndin rypaleiden flavonoidipitoisuudet eivét siirry valkoviiniin yhta

tehokkaasti kuin punaviiniin. /2, 18/

3.3 Flavonoidien saanti punaviinista

Ihmisen flavonoidien kokonaissaanniksi on arvioitu noin 50-150 mg/vrk riippuen
tutkittavan henkilon ruokavaliosta. Maa- ja elintarviketalouden
tutkimuskeskuksen (MTT) vuonna 1999 tekemén tutkimuksen mukaan ihmisen
keskiméaéardinen flavonoidien kokonaissaanti voidaan arvioida olevan noin 55
mg/vrk. Huolimatta suhteellisen suuresta flavonoidien saannista, vain murto-osa
imeytyy ihmisen elimistéon ja on jopa vain 1 prosenttiyksikon luokkaa.
Kéytdnnossd paivan maaran kokonaissaanti esimerkiksi punaviinistd on hyvin
epatodennakaistd, silla esimerkiksi kverseteenin saanti punaviinistd on noin 10
mg/l, joka tarkoittaisi paivittdisen flavonoidimé&ran saamiseksi yli 5,5 litran

punaviinin nauttimista. /1/

4 PUNAVIININ FLAVONOIDIEN
TUNNISTAMINEN

Punaviinin ~ flavonoideja tunnistettaessa on huomioitava tunnistettavien
flavonoidien tunnettavuus. Etsittdessd jo tunnettuja flavonoideja erilaisista
punaviinindytteistd, tunnistamisen apuna voidaan kayttdd flavonoidien
retentioaikojen  standardiarvoja ja pyrkid l0ytdmadn yhtenevaisyyksia

retentioaikojen valilla. Etsittdessd uusia flavonoideja, ei standardiarvoja voida
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kayttdd vaan on mietittdvda mm. spektrometristen menetelmien kayttoa

flavonoidiyhdisteen tarkan rakenteen méaarittamiseksi.

4.1 Tunnettujen flavonoidien tunnistaminen

Kemiallisia yhdisteitd tunnistettaessa kaytetddn yleensa vertailuainetta tai
erilaisista Kirjastoista 16ytyvia ainearvoja yhdisteiden Ioytdmiseksi. Tutustutaan
seuraavaksi  punaviinin  flavonoidien tunnistamista kaytdnndssa kéyttden
kirjallisuuden avulla saatuja ainearvoja ja tutkimuksissa saatuja tuloksia osoittaen
samalla yhdisteiden tunnistamisen perusperiaatteita kaytdnndssa. On hyvéa
kuitenkin todeta, ettd kaikkien flavonoidien tdydellistd tunnistamista vertaamalla
saatuja tuloksia kirjallisuuden ja spektrikirjastojen arvoihin tai ns.
esimerkkindytteeseen haittaa se tosiasia, ettei kaikkia flavonoidikonjugaatteja ole

kaupallisesti saatavilla. /1, 19, 20/

Flavonoidien tunnistamiseksi kéytanndssé on oleellista esitelld tunnistamista
esimerkkitapauksen kautta. Esimerkkitapauksessa (Kuvat 16 ja 17) on kéaytetty
korkean erotuskyvyn nestekromatografia flavonoidien tunnistamisen tyokaluna.
Tunnistettaessa tiettyja flavonoidiyhdisteitd tunnistuksessa verrataan naytteesta
saadun kromatogrammin arvoja vertailuaineiden kromatogrammeissa esiintyviin
diagnostisiin ioneihin. Yhdisteiden tunnistaminen perustuu retentioaikoihin, jotka
ovat kullekin  yhdisteelle niille  ominaisia.  Tunnistaminen  perustuu
standardiarvojen ja saatujen tuloksien vertailuun ja yhtenevaisten tekijoiden
Ioytdmiseen. Tyon helpottamiseksi on hyva tehdd hypoteesi mahdollisista
néytteestd 16ytyvistd yhdisteistd ja selvittdd niiden standardiarvot. Tunnistaminen
voidaan aloittaa my6s suoraan naytteen tuloksista ja aloittaa tunnistaminen
madrittdmalla saatujen tuloksien mukaisten retentioaikojen mukaisia tuloksia

vastaava standardiyhdiste. /20/
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Kuva 16. Punaviinin flavonoidien standardindytteen arvot kromatogrammina ja

taulukoituna /19/

Flavonoidi Retentioaika Detektioaika
(min) x 10"-2
(mg/L)
Rutiniini (1) 9.833 2.34
Kversetriini (2) 19.85 3.60
Fiseteeni (3) 26.767 1.46
Myriseteiini (4) 27.783 2.53
Moriini (5) 32.467 2.30
Luteoliini (6) 35.783 1.74
Kversetiini (7) 36.458 1.62
Apigeniini (8) 43.163 2.78
Kemferoli (9) 45.467 211
Isoramnetiini (10) 46.135 2.88
Ranneteiini (11) 52.158 1.00
Galangiini (12) 56.178 1.30
7
l - 910 12
J N Y

Kuva 17.

kromatogrammina ja taulukoituna /19/

10 20 £ 40 a0
Erddn  punaviinindytteen  flavonoidien
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Retentioaika (min)  Retentioaika CV Piikin ala CV

(%) (%)
Myriseteiini (4) 27.783 0.724 2.5
Luteoliini (6) 35.783 0.855 2.6
Kverseteeni (7) 36.458 0.801 1.4
Kemferoli (9) 45.467 1.07 1.9
Isoramnetiini (10)  52.158 0.371 1.3
Galangiini (12) 56.781 0.801 3.6

Tarkasteltaessa flavonoidien teoreettisia standardiarvoja Kuvassa 16 ja tehdyn
tutkimuksen saatuja arvoja Kuvassa 17, huomataan selked yhtenevaisyys
retentioajoissa tiettyjen yhdisteiden valilla. Havaitun yhtenevaisyyden perusteella
voidaan vahvasti olettaa tutkitun ndytteen sisaltavan flavonoidiyhdisteista
myriseteiinid, luteoliinia, kverseteenid, kemferolia, isoramnetiinia ja galangiinia.
Flavonoidien yhdisteiden pitoisuudet naytteessd ovat suoraan verrannollisia
kromatogrammin  piikin  korkeuteen, josta yhdisteen pitoisuus voidaan
laskennallisesti maarittad Lambert-Beerin lain mukaisesti yhtaldiden 1 ja 2 avulla.
Laskennallinen yhdisteiden pitoisuuksien madrittdminen soveltuu kaikkien
flavonoidien pitoisuuksien maarittdmiseen, kun tutkittavan yhdisteen absorbanssi

tai intensiteetti on madritelty. /21/
A =-log (I/1p) 1)
Jossa A on absorbanssi

I on ndytteen lapéiseva intensiteetti

lo on néytteen alkuperéinen intensiteetti

A=g*b*c (@)

jossa A on absorbanssi, -
£ on molaarinen absortiviteettikerroin, dm®/mol“cm
b on valon kulkema matka kyvetissg, cm

c on liuoksen konsentraatio, mol/dm?
Flavonoideja voidaan siis tunnistaa vertaamalla niiden saamia retentioaikoja ns.

standardiarvoihin ja niiden pitoisuuksia méarittdd Lambert-Beerin lain yhtaléiden

avulla. Muita tunnistamistapoja jo tunnettujen flavonoidien tunnistamiselle ovat
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mm. saatujen spektrien vertailu ns. kirjastospektreihin, jolloin voidaan todistaa
tietyn flavonoidiyhdisteen esiintyvyys tai puuttuminen punaviinindytteestd tai
tietyn flavonoidiyhdisteen pitoisuuden muutos saman punaviinin eri naytteissa

vertaamalla kromatogrammin piikkien korkeuksia.

4.2 Tuntemattomien flavonoidien tunnistaminen

Tunnistettaessa yhdisteitd ilman aikaisemmin tehtyd hypoteesia ndytteen
sisaltamistd yhdisteistd on hyva aloittaa tunnistaminen tulkitsemalla saatua
kromatogrammia. Kromatogrammin analysoinnin jalkeen todennédkdisesti on
turvauduttava myods spektrometrin antamaan informaation ennen kuin
kokonaisvaltainen flavonoidien tunnistaminen on mahdollista. Kuvassa 18 on
esiteltynd satunnaisen naytteen ajosta saatu kromatogrammi, josta huomataan sen

sisdltdvan kaksi kromatogrammipiikkié.
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Kuva 18. Eréan satunnaisen néaytteen kromatogrammi. /22/

Kromatogrammien piikkien yhdisteitd vastaavat retentioajat ovat 2.0 minuuttia ja
2.8 minuuttia. Mahdollisuutena tassa vaiheessa tunnistusta on l0ytaa
retentioaikoja vastaavat flavonoidiyhdisteet vertailemalla niit4 kirjallisuudesta
Ioytyviin retentioaikoihin kaytetylld aallonpituudella tai hajottamalla yhdiste
molekyyleiksi ja tunnistamalla yhdiste fraktio kerrallaan esimerkiksi massa-
varaussuhteen avulla. Kuvassa 19 on esiteltynd Kuvan 18 néytteen

kromatogrammipiikkien massaspektrometrit.
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Kuva 19. Erééan naytteen massaspektrometrit kuvan 18 retentioaikoja vastaaville
yhdisteille. /22/

Yhdistamalld  saadut  fraktiot  toimivaksi  kokonaisuudeksi,  todetaan
massaspektreista saatujen fraktioiden kokonaisuuksien vastaavan flavonoideja
kverseteeni ja fiseteeni. Varmistetaan saatu tulos vertaamalla saatuja
retentioaikoja myos Kirjallisuuden arvoihin tdssa vaiheessa ja todetaan tunnistus
onnistuneeksi. Taysin uusien flavonoidien tapauksessa kirjallisuuden arvoihin ei
voida tukeutua niiden puuttumisen vuoksi, joten tdmaén kaltaisissa tapauksissa
kannattaa turvautua myos ydinmagneettisen resonanssispektrometrin kayttoon

yhdisteen kolmiulotteisen rakenteen maarittamiseksi.
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Flavonoidit ovat kevytrakenteisia kasvin sekundaérisia aineenvaihduntatuotteita,
joilla on monia vaikutuksia ihmisen hyvinvointiin ja terveyteen. Niiden
perusrakenne koostuu C3-C6-C3 hiilirenkaista ja ne voidaan jaotella useampaan
eri alaryhmaan riippuen perusrakenteeseen liittyvien molekyylien laadusta ja
madaréstd. Tassd tyossd flavonoidit ovat jaoteltuina kuuteen (6) eri ryhmaéan:
flavonoleihin, antosyaaneihin, katekiineihin, flavanoneihin, flavoneihin ja muihin
flavonoideihin. Muut flavonoidit -flavonoidiryhmé siséltdd kaikki viiteen

ensimmaiseen ryhmaén tassa tapauksessa kuulumattomat flavonoidit.

Punaviinin flavonoidien madradn vaikuttavat useat eri ominaisuudet, kuten itse
viinin valmistus. Punaviinin valmistusprosessi koostuu rypaleiden kerayksestd,
murskauksesta, esikdymisestd ja puristuksesta, jota seuraa viinin kypsyminen ja
punaviinin jalkikdyminen. Jalkikdymisen jélkeen punaviini suodatetaan ja
johdetaan pullokypsytykseen, josta punaviini jatkaa matkaansa pullotukseen.
Valitsemalla flavonoideille optimaalisimmat olosuhteet viinin valmistamisen
aikana, voidaan flavonoidien mé&ar& punaviinissd maksimoida. Tdéma tarkoittaa
kaytdnndssa niiden prosessimuuttujien valttamistd, jotka tuhoavat punaviinin

flavonoideja, kuten valo.

Punaviinin flavonoidien maaréan eniten vaikuttava ominaisuus on juuri siind
kaytettyjen rypéleiden flavonoidipitoisuus. Téhdn vaikuttavia ymparistotekijoita
ovat mm. maantieteellinen sijainti, lampétila, maaperén ravinteet ja suolaisuus,
kasvupaikan valoisuus ja valon voimakkuus, valoisa aika, ilmansaasteet, ulkoinen
kemikaalikasittely ja sademé&&rd. Naihin tekijoihin voidaan vaikuttaa niin
viljelyteknisesti, lajikevalinnalla ja mahdollisesti hyédyntdmalla kasvua

luonnostaan hidastavia stressitekijoita.

Flavonoidien tunnistamiseen on kéytetty useita menetelmid, néista kaytetyimpina
kromatografiset ja spektrometriset menetelméat. Niiden kayttdminen punaviinin
flavonoidien tunnistamisessa antaa mahdollisuuden sekd jo tunnettujen
flavonoidien tunnistamiseen ettd uusien flavonoidiyhdisteiden [6ytamiseen.

menetelmdn  yhdistdminen. Punaviinindytteen flavonoidien suositeltaviksi
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tunnistamismenetelmiksi valittiin  korkean erotuskyvyn nestekromatografia
yhdistettynd  massaspektrometriin  (HPLC-MS) ja kapillaarielektroforeesi
yhdistettynd massaspektrometriin  (CE-MS). Tunnistusmenetelméan valinnan
yhteydessé tunnustetaan kuitenkin myos ydinmagneettisen
resonanssispektrometrian ~ merkitys  flavonoidiyhdisteiden  tunnistamisessa
epéselvisséd tunnistamistapauksissa. Punaviinindytteen flavonoidiyhdisteiden
tunnistamisessa tukeudutaan edelld mainittujen menetelmien ajotuloksiin,
kromatogrammeihin ja spektreihin, joiden perusteella voidaan suorittaa

flavonoidiyhdisteiden kokonaisvaltainen tunnistaminen.

40



LAHDELUETTELO

10.

11.

12.

13.

14.

Hyvérinen H.: Kasviperaiset biomolekyylit — fenoliset yhdisteet ja
terpeenit, Kkirjallisuuskatsaus, 2001, s. 3, 14-30, 45-50, 61-62, 66—
68 (98)

Torronen, R., Elintarvikkeiden flavonoidit. Helsinki 1997.
Elintarvikeviraston julkaisuja 5/1997

Hannula M., Marjojen flavonoidien uuttaminen, Lappeenrannan
teknillinen korkeakoulu, kemiantekniikan osasto, diplomityd 2001

Pimentol F. A., Nitzke J. A, Klipel C. B., de Jong E. V.: Chocolate
and red wine — A comparison between flavonoids content, Food
Chemistry 120 (2010) s. 109-112

Mattila P., Piironen V., Ollilainen V.: Elintarvikekemia ja -
analytiikka, Helsinki University Press, 2001

Torronen R., Riihinen K.: Marjat arvokkaita polyfenolien léahteitd,
Kehittyva elintarvike 04/04, s. 12 — 13, 2004

Torronen R.:  Tutkimustietoa marjojen terveellisyydestd ja
terveysvaikutuksista, Elintarvikkeiden terveysvaikutusten
tutkimuskeskus (ETTK), Joulukuu 2006

Oregon State University, Linus Pauling Institute, Micronutrient
InformationCenter:Flavonoids, http://Ipi.oregonstate.edu/infocenter/
[Viitattu 26.08.2010]

Harris D.C.: Quantitative Chemical Analysis, 6. painos, W. H.
Freeman and Company, 1999

Siréen H.: Orgaanisen kemian syventavat tiedot, luentomateriaali,
LUT Kemia, Lappeenrannan teknillinen yliopisto, 2009
Higson S. P. J.: Analytical chemistry, Oxford University press, 2006

Laine A.: Polaaristen yhdisteiden analytiikkaan soveltuvat
nestekromatografia-massaspektrometria-menetelmét, Pro gradu -
tutkielma, Jyvaskylan yliopisto, Kemian laitos, Laakeainekemian
maisteriohjelma, 2009

Harkonen S., Lahteenmaki 1., Vélimaa T.: Teollisuuden
mittaustekniikka — analyysimittaukset, 1997, s. 144-148 (162)

Aksela M., Laitelainen T., Makelda M-L., Virkkala T.:
Mikrokemiallinen laboratorio, Opetushallitus, 1996, s. 35,37 (152)

41


http://lpi.oregonstate.edu/infocenter/�

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

Franzén R., Kromatografia ja Massaspektrometria, Tampereen
teknillinen yliopisto, 2005

Riekkola M-L., Hyotyldinen T., Kolonnikromatografia ja elektro-
migraatiotekniikat. Helsinki: Yliopistopaino. 2. uud. painos. 2002
(2000).

Havsteen B. H.: The biochemistry and medical significance of the
flavonoids, Pharmacology & Therapeutics, Volume 96, Issues 2-3,
November-December 2002, Pages 67-202, 2002

Kaukinen M., Nylund M., Siikala P.: Alkoholijuominen kasikirja 1,
miedot alkoholijuomat, 1988, s. 11, 22-26, 36, 42 (267)

Fang F., Li J.-M., Pan Q.-H., Huang W.-D.: Determination of red
wine flavonoids by HPLC and effect of aging, Centre for Viticulture
and Enology, College of Food Science and Nutritional Engineering,
China Agricultural University, 2005

MIKES: Metrologia: Kuvalitatiivisen kemian metrologian opas
orgaanisten  yhdisteiden  tunnistamiseen, julkaisu J5/2006,

Mittatekniikan keskus, 2006

Ocean optics, Technical Resources: Beer-Lambert
Law, http://www.oceanoptics.com/technical/beerslaw.asp [viitattu
6.12.2010]

Wang L., Morris M. E.: Liquid chromatography-tandem mass
spectroscopy assay for quercetin and conjugated quercetin
metabolitesin human plasma and urine, Journal of Chromatography
B Volume 821, Issue 2, 25 July 2005, Pages 194-201, 2005

42


https://portti.lut.fi/f5-w-687474703a2f2f7777772e736369656e63656469726563742e636f6d$$/science/journal/01637258�
https://portti.lut.fi/f5-w-687474703a2f2f7777772e736369656e63656469726563742e636f6d$$/science?_ob=PublicationURL&_tockey=%23TOC%235142%232002%23999039997%23365635%23FLA%23&_cdi=5142&_pubType=J&view=c&_auth=y&_acct=C000049133&_version=1&_urlVersion=0&_userid=949867&md5=413c1561c25cc210e5286c499f13be3a�
http://www.oceanoptics.com/technical/beerslaw.asp�

	JOHDANTO
	1 FLAVONOIDIT
	1.1  Ominaisuudet
	1.2  Jaottelu
	1.2.1 Flavonolit
	1.2.2 Antosyaniinit
	1.2.3 Katekiinit
	1.2.4 Flavonit
	1.2.5 Flavanonit
	1.2.6 Muut flavonoidit

	1.3 Merkitys ihmiselle

	2 FLAVONOIDIEN TUNNISTUSMENETELMIÄ
	2.1  Tunnistukseen vaikuttavat ominaisuudet
	2.2 Tunnistusmenetelmät
	2.2.1  Kaasukromatografia
	2.2.2 Korkean erotuskyvyn nestekromatografia
	2.2.3 Kapillaarielektroforeesi
	2.2.4 Massaspektrometria
	2.2.5 Ydinmagneettinen resonanssispektrometria

	2.3  Tunnistusmenetelmien vertailu

	3 PUNAVIININ FLAVONOIDIT
	3.1 Punaviini
	3.2 Flavonoidipitoisuudet
	3.3 Flavonoidien saanti punaviinistä

	4 PUNAVIININ FLAVONOIDIEN TUNNISTAMINEN
	4.1 Tunnettujen flavonoidien tunnistaminen
	4.2 Tuntemattomien flavonoidien tunnistaminen

	YHTEENVETO
	LÄHDELUETTELO

