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Tiivistelma
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Tissd sarjassa on aiemmin julkaistu kasvien
glukosinolaatteja kisittelevd kirjallisuus-
katsaus. Tamai kirjallisuuskatsaus kisitelee
fenolisia yhdisteitd ja terpeenejd.

Fenoliset yhdisteet ja terpeenit ovat kas-
vien sekundéirisid aineenvaihduntatuottei-
ta. Niiden esiintymiseen voidaan vaikuttaa
viljelyteknisesti, lajikevalinnalla ja mahdol-
lisesti hy6dyntimailld kasvua luonnostaan
hidastavia stressitekijoitd. Suomessa kasvua
rajoittavat mm. ravinteiden niukkuus, vii-
leyden ja valon yhteisvaikutus sekd kuivuus.
Ratkaisevaa on myos korjata sato oikeassa
kehitysvaiheessa ja valita runsaasti sekun-
dédriaineita sisdltdvid kasvinosia. On oleel-
lista tuntea eri tekijoiden merkitys, kun py-
ritddn sekundéddriaineiden avulla erilaista-
maan sadon kidytt6d tai tuottamaan sdily-
vimpid, maukkaampia ja terveellisempid
kasvituotteita.

Kasvien fytokemikaalien tuotantoa voi-
daan tehostaa ruiskuttamalla kasvustoon
elisitoreja, jotka aktivoivat kasvin puolus-
tusta. Lisddntynyt kasvien suoja-aineiden

tuotanto parantaa kasvien terveyttd.
Samalla voi muodostua lisid my6s thmisen
terveyttd edistdvid bioaktiivisia yhdisteitd.

Useimmat terpeeneihin kuuluvat yhdis-
teet karkottavat kasveissa kasvissydjid tai
ehkdisevit syontid. Viljelyyn voidaan valita
tuholaisia kestévid lajikkeita ja vastaavasti
houkutekaistoille tuholaisia houkuttelevia
lajikkeita. Nailtd kaistoilta tuhohyonteiset
voidaan torjua.

Fenoliset yhdisteet voivat vaikuttaa ter-
veyteen monella tavalla. Ne saattavat mm.
estdd syopdd ja vihentdd syddn- ja ve-
risuonitautien riskid. Lisiksi joidenkin feno-
listen yhdisteiden on todettu estdvin aller-
gioita (anti-allergeenit) sekd virusten, bak-
teerien ja sienten lisddntymista.

Erilaiset prosessoinnit, kuivaaminen ja
sdilyttdiminen vaikuttavat fenolisten yhdis-
teiden ja terpeenien pitoisuuksiin elintar-
vikkeissa. Fenolisten yhdisteiden mairitti-
misessd kiytetddn neste- ja kaasukromato-
grafiaa ja terpeenien madrittamisessd pado-
sin kaasukromatografiaa.
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Kuvien 3, 4 ja b lyhenteiden selitykset

AS:
CAD:

CCOMT:
CCR:
C3H:
C4H:
CHI:
CHS:
4CL:

COMT:

antosyanidiini syntetaasi
kanelihappo alkoholin
dehydrogenaasi

kahvihappo koentsyymi
3-0- metyylitransferaasi
kanelihappo koentsyymi
reduktaasi
4-kumaraatti 3-hydroksylaasi
kanelihappo 4-hydroksylaasi
kalkoni isomeraasi
kalkoni syntetaasi
4-kumaryyli koentsyymi-A
likaasi

kahvihappo O-metyltransferaasi

DAHP syntase: 3-deoksi-D-arabino-

DFR:
F3H:
F3’H:
F3’5’H:
F5H:
FLS:
FS:
IFR:
IFS:
PAL:
TAL:
UFGT:

heptulosonaatti-7-fosfaatti
syntetaasi

dihydroflavonoli 4-reduktaasi
flavanoni 3-hydroksylaasi
flavonoli 3 hydroksylaasi
flavonoli 3’5 hydroksylaasi
ferulaatti 5-hydroksylaasi
flavonoli syntetaasi

flavoni syntetaasi

isoflavoni reduktaasi
isoflavoni syntetaasi
fenyylialaniiniammoniumlyaasi
tyrosiini ammonium lyaasi
UDP - glukoosi flavonoidi
3-0-glykosyyli transferaasi
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1 Yleista fenolisista yhdisteista

Marjo Keskitalo”, Helena Hyvirinen” & Juha-Matti Pihlava®

Y MTT, Kasvintuotannon tutkimus, Kasvinviljely ja biotekniikka, 31600 Jokioinen,
marjo.keskitalo@mit.fi
? MTT, Elintarvikkeiden tutkimus, Elintarvikekemia ja -tekniikka, 31600 Jokioinen,
helena.hyvarinen@mit.fi
9 MTT, Elintarvikkeiden tutkimus, Kemian laboratorio, 31600 Jokioinen,
Juha-matti.piblava@mit.fi

Fenoliset yhdisteet kisittavit laajan ryh-
min sekundairisid yhdisteitd. Niiden ra-
kenteen tunnusomainen piirre on aromaat-
tinen rengas, johon on liittynyt hydroksi-
ryhmid (-OH). Vaikka fenoleita esiintyy
eldimilld ja mikro-organismeilla, suurin osa
tilld hetkelld tunnetuista yhdisteistd muo-
dostuu ainoastaan kasveissa (Harborne
1980, Luckner 1990). Rakenteellisesti feno-
liset yhdisteet voidaan jakaa useaan ryh-
miin (Taulukko 1), joista fenolisia happoja,
fenyylipropanoideja, flavonoideja ja lig-
naaneja kisitellddn tarkemmin tissi kirjal-
lisuuskatsauksessa.

Fenolit esiintyvit kasveissa mono- tai di-
meereind tai fenolisina polymeereind kuten
ligniinit ja tanniinit. Vapaana esiintymisen
lisaksi fenolit voivat olla liittyneind lukui-
siin muihin aineenvaihdunnan tuotteisiin
kuten aminohappoihin, terpeeneihin ja pro-
teiineihin. Koska fenolit osallistuvat vedyn
sitomiseen, esiintyy fenoleita peptideissd ja
entsyymeissd. Kemiallisesti fenolit ovat
reaktiivisia, usein happamia ja vesiliukoisia.
Toinen merkittdvd ominaisuus on fenolien
kyky sitoa metalleja, milld on vaikutusta
yhdisteen biologiseen ominaisuuteen kas-
vissa. Kolmanneksi, kasveissa olevien nk.
fenolaasientsyymien avulla mm. mono-
fenolit hapetetaan helposti difenoleiksi, di-
fenolit kinoneiksi ja edelleen polymeereiksi.

Yksinkertaisista fenoleista suurimman
ryhmidn muodostavat hydrokinonit, joita

esiintyy mm. ruusun sukuisissa (Rosaceae) ja
kanervakasveissa (Ericaceae). Hydroksibent-
sochapon johdannaiset, kuten p-hydroksi-
bentsoe-, vanilliini-, protokateku- ja syrin-
gahappo esiintyvit padasiassa glykosideina.
Gallushappo esiintyy poikkeuksellisesti es-
terdityneend kiniinihappoon, katekiineihin
tai kondensoituneisiin tanniineihin (Herr-
mann 1989). Yleisimmit hydroksikaneli-
hapon johdannaiset, kuten p-kumariini-,
kahvi-, sinapiini- ja ferulihappo, eivit esiin-
ny suurissa pitoisuuksissa vapaina vaan ovat
useimmiten esterdityneend kiniinihappoon
tai glukoosiin. Esimerkiksi klorogeenihap-
po on kiniinihapon ja kahvihapon esteri.
Hydroksikanelihapot voivat esterdityd
my06s mm. omena-, viini-, sikkimi- ja gluka-
riinihapon kanssa. Fenoliset hapot, joihin
kuuluvat hydroksibentsoe- ja hydroksi-
kanelihapot, voivat esiintyd kasveissa kon-
jugoituneina my6s moniin muihin yhdistei-
siin, kuten alkoholeihin, hydroksirasvahap-
poihin, terpeenialkoholeihin, steroleihin,
triterpenoideihin, ligniiniin sekd fenolien ja
sykloheksanolien glykosideihin. Luonnossa
yleisesti esiintyvien O-asyloitujen flavon- oi-
diglykosidien asyyliryhmi on pédasiassa
p-kumariini- tai kahvihappo (Herrmann
1989).

Fenyylipropanoideilla aromaattinen fe-
nolirengas on liittynyt hiiliketjuun (C,).
Fenyylipropanoidien (C,—C, yhdisteiden)
lahtbaineena on p-kumariinihappo, jonka
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Taulukko 1. Fenolisten yhdisteiden jaottelu (Kilhnau 1976, Harborne 1980, von Schantz & Hil-

tunen 1990, Okuda et al. 2000).

Ryhméi Perusrakenne Esimerkkeja
Ei-tanniiniset fenolit
Yksinkertaiset fenolit C6 Dimetoksibentsokinoni, hydroksikinoni,
Bentsikinonit katekoli, resorsinoli
Hydroksibentsoehappo johdokset C6-Cl Bentsoe-, gallus-, salisyyli-, syringa- ja
vaniliinihappo,
Fenyylietikkahapot C6-C2 p- Hydroksifenyyliasetaatti
Hydroksikanelihappo johdokset C6-C3 Ferula-, kaneli- ja klorogeenihappo
Fenyylipropeenit Eugenoli, myristisiini
Kumariinit Dafhnetiini, kumariini, skopoletiini
Isokumariinit Bergeniini
Kromonit Eugeniini
Naftakinonit C6-C4 Jugloni
Ksantonit C6-C1-C6 Mangiferiini
Stilbeenit C6-C2-C6 Lunurarihappo, resveratroli
Antrakinonit Emodiini
Flavonoidit
Kalkonit C6-C3-C6
Dihydrokalkonit Aspalatiini, floritsiini
Auronit
Flavonit Apigeniini, luteoliini, tangeriini
Flavonolit Kemferoli, kversetiini, myrisetiini, rutiini
Flavanonolit
Flavanonit Eriodiktyoli, hesperitiini, naringeniini
Flavanolit Epigallokatekiini, epikatekiini, katekiini
Antosyanidiinit Delfinidiini, malvidiini, pelargonidiini
Isoflavonoidit Biokaniini, daidtseiini, genisteiini
Biflavonoidit (C6-C3-C6)2 Agathisflavoni
Leukoantosyanidiinit Prosyanidiini B1, prosyanidiini B2
Lignaanit (C6-C3)2
Dibentsylbutaanilignaanit Sekoisolarisiresinoli
Laktonilignaanit Hydroksimatairesinoli, matairesinoli
Monoepoksilignaanit Burseraani, larisiresinoli
Bisepoksilignaanit Pinoresinoli, sesamiini, syringaresinoli
Syklolignaanit Isolarisiresinoli, lyoniresinoli
Neolignaanit
Oligomeeriset lignaanit
Norlignaanit
Lignoidit 1. hybridilignaanit
Ligniinit (C6-C3)n
Tanniiniset fenolit

Kondensoituneet tanniinit 1.
proantosyanidiinit

Hydrolysoituvat tanniinit XXXX
Gallotanniinit
Ellagitanniinit
Dehydroellagitanniinit
Muuntuneet dehydroellagitanniinit

(C6-C3-C6)3-n

Prosyanidiinit; prosyanidiini C1
Prodelfinidiinit




Kuval. Flavonoidien yleinenrakennekaava.

hydroksylaatio ja syklisaatio johtaa hydrok-
sikumariinin muodostumiseen. Kumariinit
ovat hydroksikanelihapoista periisin olevia
laktoneja, jotka esiintyvit tuoreessa kasvis-
sa. Solukon hajottua vapautuu kumariinille
tyypillinen heindmiinen haju.
Flavonoideja on tunnistettu yli 4000.
Flavonoidit voidaan jakaa ainakin kahteen-
toista luokkaan molekyylin sisiltimin py-
ranirenkaan hapettumisasteen mukaan
(Cook & Samman 1996). Rakenteeltaan ne
muodostuvat kahdesta aromaattisesta ren-
kaasta (A ja B), joita yhdistdd kolmihiiliato-
minen yksikké (C). Flavonoidien yleinen ra-
kennekaava on esitetty kuvassa 1, ja niiden
biosynteesistd kerrotaan luvussa 2. Mikali
C-renkaassa ei ole OH-ryhmiid, yhdisteet
ovat 3-deoksiflavonoideja (flavanonit ja fla-
vonit). Jos C-renkaassa on OH-ryhmi, yh-
disteet ovat 3-hydroksiflavonoideja (fla-
vonolit, antosyanidiinit ja flavanolit).
Isoflavonoidit poikkeavat muista fla-
vonoideista siten, ettd B-rengas on liittynyt

C-renkaan C3-hiileen eikd C2-hiileen. Eri-
laisia isoflavonoideja on tunnistettu yli 800.
Useimmat kasvit eivdt pysty syntetisoi-
maan niitd, ja siksi niitd esiintyy vain tietyis-
sd kasveissa. Isoflavonoidifytoestrogeenit
ovat heterosyklisii fenoleita, joiden rakenne
muistuttaa estrogeenid. Ne ovat myo0s lig-
naanien tavoin difenolisia. Kuvassa 2 on esi-
tetty isoflavonoideista genisteiinin ja daidt-
seiinin rakennekaavat.

Flavonoidien biologiset ominaisuudet
vaihtelevat vahvoista pigmenteistd (antosy-
anidiinit) vérittomiin yhdisteisiin (fla-
vanonit). Useimmat flavonoidit esiintyvit
luonnossa vesiliukoisina glykosideind, jol-
loin yhteen tai useampaan aglykoniosan
hydroksyyliryhmddn on liittynyt sokeri,
joka voi olla monosakkaridista tetrasakkari-
diin. Yleisimmin sokerit ovat kiinnittyneet
flavonoidiaglykonin 3, 5 tai 7 hiilen hyd-
roksyyliryhmddn. Tyypillisimmit sokerit
ovat glukoosi, galaktoosi, ramnoosi ja ksy-
loosi (Bravo 1998). Sokereihin O-gly-
kosidisidoksella liittyneitd flavonoideja tun-
netaan satoja. Erddt flavonit ovat sitoutu-
neet sokereihin my6s C-glykosidisidoksella,
kuten viteksiini ja orientiini. Sokerin hyd-
roksyyliryhmien asyloituminen alifaattisilla
(esim. etikka-, omena-, ja sukkinihappo) tai
aromaattisilla (esim. kumariini- ja kahvi-
happo) hapoilla lisdi entisestéddn flavonoidi-
ryhmin monimuotoisuutta.

Flavonoidit antavat kasveille virida ja
makua (ks. luku 6) ja toimivat antioksidant-
teina (ks. luku 2 ja 4). Ne suodattavat valoa
ja suojaavat kasvia lijalliselta UV-siteilyltd
(ks. luku 2). Karvaan makunsa vuoksi ne
suojelevat kasvia eldimiltd ja tuhohyontei-
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Kuva 2. Genisteiinin ja daitseiinin rakennekaavat.
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siltd. Antibioottisten ominaisuuksiensa
vuoksi ne suojelevat kasveja viruksilta, bak-
teereilta ja sieniltd (ks. luku 3) (Hertog &
Hollman 1996).

Kalkonit ja auronit esiintyvit usein kel-
taista vdrid antavina pigmentteind. Niitd ta-
vataan mm. puiden syddnpuuosassa ja pal-
kokasvien siemenissd. Ksantonien esiinty-
minen on kasvikunnassa rajoittunut pdi-
asiassa puuvartisiin kasveihin. Stilbeenit
ovat ryhmi fenoleja, jotka vaikuttavat kas-
veissa usein kasvihormonien tavoin. Erdi-
den stilbeenien arvellaan siddtelevin mm.
abskisiinihapon (ABA) toimintaa. Useat
luonnossa esiintyvit kinonit sisdltavit myos
fenoliryhmin, minki takia ne luokitellaan
kasvifenoleiksi. Erddt kinoneista kuten
bentsokinonit ovat niin myrkyllisid, ettei
yhdisteitd esiinny lainkaan eldvissd solu-
koissa. Toisen ryhmin muodostavat nafta-
kinonit, joita esiintyy mm. puun syddnpuu-
osassa. Kasvisolukossa naftakinonit ovat
varittdmid ja virjaytyvit vasta joutuessaan
kosketuksiin happojen kanssa. Suurimman
kinoniryhmidn muodostavat trisykliset ant-
rakinonit, joista erditd on kdytetty mm.
tekstiilien virjayksessi.

Lignaanit muodostuvat kahdesta fenyy-
lipropanoidiyksikosté (ks. luku 2) sivuket-
jujen keskimmdisten hiilien muodostamien
hiili-hiilisidosten avulla. Lignaaneja esiintyy
useissa kasveissa ja siemenissd sekd erityises-
ti havupuissa. Kiinnostusta lignaaneihin
ovat lisinneet niiden fysiologiset vaikutuk-
set, joista enemmain luvussa 5. Ligniini on
kasvin soluseinien pdikomponentti, joka
koostuu kasvista riippuen koniferyyli-, sina-
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pyyli- tai p-kumaryylialkoholista. Ligniini
esiintyy kolmiulotteisena heterogeeniseni
makromolekyylind kiinnittyneend sellu-
loosaan ja hemiselluloosaan kovalenttisin ja
ei-kovalenttisin sidoksin.

Tanniinit poikkeavat edelld esitetyistd
fenoleista suuren molekyylimassansa an-
siosta. Tanniinit ovat erittdin hydroksyloi-
tuneita yhdisteitd ja ne voivat muodostaa
liukenemattomia komplekseja hiilihydraat-
tien ja proteiinien kanssa. Kasvitanniinit
voidaan jakaa hydrolysoituviin ja konden-
soituneisiin tanniineihin. Hydrolysoituvat
tanniinit koostuvat gallushaposta ja sen di-
meerisesta kondensaatiotuotteesta, heksa-
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Kondensoituneet tanniinit eli proan-
tosyanidiinit ovat ryhmé polyfenolisia yh-
disteitd, jotka kemiallisesti ovat katekiinien
oligomeerejd. Yleisimmit proantosyani-
diinit ovat prosyanidiinit, jotka koostuvat
katekiinin, epikatekiinin ja niiden gal-
lushappojen estereistd muodostamista ket-
juista. Toinen yleinen ryhmé ovat prodel-
finidiinit, jotka koostuvat vastaavasti gallo-
katekiinista, epigallokatekiinista ja niiden
johdannaisista (Bravo 1998, Lazarus et al.
1999).

Monet muihin aineenvaihduntaryhmiin
kuuluvat molekyylit sisdltavdt bentseeni-
renkaan, minka takia ne voidaan mieltda
myds fenoleiksi. Fenoleille tyypillisid raken-
teita sisaltavit esimerkiksi alkaloidit, iso-
preenit ja aromaattiset aminohapot (Har-
borne 1980, Luckner 1990).
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Fenoliset yhdisteet kisittdvit laajan ryh-
min pidasiassa kasveissa esiintyvid sekun-
dédriaineita. Fenoleihin kuuluvia yhdisteitd
esiintyy kaikissa kasveissa, vaikka pitoisuu-
det ja koostumukset vaihtelevatkin jopa
kasvilajikkeiden valilla.

Fenolien merkitys kasvissa on moninai-
nen. Niiden ansiosta kasvissa on puumainen
tukiranka, jonka avulla solut pysyvit muo-
dossaan ja kasvit pysyvit pystyssi. Kasvien
pintasolukoissa fenolit suojaavat kasvia ul-
koisilta uhkatekijéiltd, joita ovat mm. UV-
sateily, kasvissy6jdt, hyOnteiset ja pato-
geenit. Fenolien avulla kasvi on my6s vuo-
rovaikutuksessa ympirdivddn ekosystee-
miin. Vuorovaikutus voi olla puolustusta,
symbioosin aikaansaamista tai houkuttelua.
Lisaksi fenolit toimivat kasvissa kasvihor-
monien tapaan ja ovat mukana kasvin
muissa sisdisissd viestitapahtumissa.

Fenolien biosynteesi alkaa fenyylialanii-
ni-aminohaposta, josta se jatkuu monimut-
kaisina ja -haaraisina reitteind spesifisiin jat-
kobiosynteeseihin. Tuloksena on fenolisten
happojen, flavonoidien ja lignaanien lisiksi
tuhansia muita vihemmain tunnettuja yh-
disteitd. Reitit kisittdvdt avainentsyymin
PAL:n lisiksi jo kymmenid tunnistettuja
entsyymejd. Vaikka fenoleja tutkittu vilk-
kaasti jo useiden vuosien ajan, tiedetddn esi-

merkiksi lignaanien biosynteesistd vield
varsin vihin.

Fenolien kuten muidenkin aineenvaih-
duntatuotteiden muodostukseen ja esiinty-
miseen vaikuttavat niin geneettiset kuin
ympiristotekijatkin. Tdssd kirjoituksessa
kisitellddn ympdiristotekijoistd valoa, lim-
potilaa, ilmansaasteita, maaperdn ominai-
suuksia, ravinteita, ulkoista kemikaalikisit-
telyd, kasvupaikkaa ja vuosivaihteluita.
Valo ja sen eri osatekijdt seki ravinteet ovat
keskeisimpid fenoleihin vaikuttavista ym-
paristotekijoistd. Geneettiset erot voivat
olla suuria, vaikka toisaalta samoja yhdistei-
td 10ydetddn kaukaisistakin lajeista. Kasvin
kehitysvaihe sekd hyodynnettivd kasvinosa
ovat kenties lajien ja lajikkeiden eroakin
merkittdvimpid tekijoitd.

Voimakkaat ympiristotekijat voivat
hiiritd kasvin kasvua ja kehitystd niin, ettd
kasvi stressaantuu. Indusoituviksi fenoleiksi
kutsutaankin niitd yhdisteitd, joita alkaa
muodostua vasta stressistd karsivissd kas-
vissa. Ympiristotekijoiden, viljelymenetel-
mien, lajikeominaisuuksien sekd myos
stressin merkityksen tunteminen fenolien
muodostumisessa onkin tarkedd, kun halu-
taan tuottaa entistd sdilyvimpid, mauk-
kaampia ja terveellisempid kasvikunnan
tuotteita.

Avainsanat: fenolit, yhdisteet, biosynteesi,
kasvinviljely, ympiiristitekijiit
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2.1 Fenolisten yhdisteiden merkitys

2.1.1 Kasvin kasvu ja kehitys

Kasvin sekundiirisid aineenvaihduntatuot-
teita on pitkddn pidetty kasvin kasvun ja ke-
hityksen kannalta merkityksettomind. Vii-
meaikaiset tutkimukset kuitenkin osoitta-
vat, ettd sekundiiriaineet ovat mukana
useissa tarkeissi kasvifysiologisissa ja bioke-
miallisissa toiminnoissa. Yhdisteiden mer-
kitystd tutkittaessa kaytetddn usein mu-
tantteja yksilditd, jolloin voidaan verrata
epanormaalisti ja normaalisti tuotettujen
aineiden merkitystd kasvin kasvuun (Ata-
nassova et al. 1997, Reuber et al. 1997,
Tanaka et al. 1997).

Fenoliset yhdisteet kuten salisyylihappo
toimivat signaaleina erilaisissa fysiologisissa
ja kemiallisissa tapahtumissa (Lee et al.
1995). Eriilli flavonoideilla on kasvunsii-
de-tyyppistd vaikutusta, silld esimerkiksi
kversetiini, apigeniini ja kemferoli estivit
indolyylietikkahappo-auksiinin kulkeutu-
mista ja heikensivit siten solujen pituuskas-
vua (Jacobs & Rubery 1988). Fenoliset yh-
distet ovat yleensikin tirkeitd kasvien kuk-
kimisen yhteydessd. Kukintaan indusoitu-
minen (Quattrocchio et al. 1999) ja siitepo-
lyn eldvyys tarvitsevat fenoleita (Burbulis et
al. 1996, Ylstra et al. 1996, Napoli et al.
1999). Soijapavulla valoreseptorien toimin-
nan havaittiin vaikuttavan sekd lehtien fla-
vonoidien ettd ilmarakojen muodostuk-
seen. Koska lehtien flavonoidipitoisuus ja il-
marakojen lukumiidrd olivat kddnteisesti
riippuvaisia toisistaan, tekijit saattavat olla
jollakin tavalla riippuvaisia toisistaan (But-
tery et al. 1992, Liu-Gitz et al. 2000).

2.1.2 Fenoliset yhdisteet ja kasvin stressi

Fenolisia yhdisteitd muodostuu kasvin ta-
vanomaisen kasvun ja kehittymisen yh-
teydessi. Silloin pitoisuudet ja koostumuk-
set muuttuvat vihitellen. Yhtakkisid muu-
toksia kasvin sekundéiriaineenvaihduntaan
aiheuttavat erilaiset drsykkeet, joihin kasvi
reagoi yleensd lisddmilld tuotteiden muo-
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dostusta (Lewis et al. 1995, Sainz et al.
1997). Tavanomaisen kasvun ja kehityksen
yhteydessda muodostuvien sekunddiriyhdis-
teiden synteesi on riippuvainen yhteyttimi-
sestd ja yhteyttdmistuotteiden saatavuudes-
ta. Erditd sekundéddriaineita muodostuu
vasta arsykkeen seurauksena. Yleensid til-
ldinen drsyke on seurausta jostakin stressiti-
lasta, jota voivat aiheuttaa monet abiootti-
set ja bioottiset tekijit (Kurup et al. 1994,
Haldimann 1998). Abioottisia tekijoitd
ovat mm. valo, ilmansaasteet, limpdatila,
kuivuus, suolaisuus, ravinteet ja mekaani-
nen vioitus. Bioottisia tekijoitd ovat sen si-
jaan patogeenit, hyonteiset ja kasvisyojit.
Kasvin kasvuun ja kehitykseen liittyvid te-
kijoitd kutsutaan tissd yhteydessd myos bi-
oottisiksi tekijoiksi. Yhdisteitd, joita muo-
dostuu drsykkeiden seurauksena, kutsutaan
indusoituviksi (Dixon & Paiva 1995). Niis-
td molekyyleistd osa kuuluu fenyylipro-
panoidireitin metaboliatuotteisiin. Indusoi-
tuvat fenoliset yhdisteet ovat mukana kas-
vien antioksidanttiseksi puolustukseksi
kutsutussa suojautumismekanismissa (Sai-
ram et al. 1998, Shalata & Tal 1998). Tami
tarkoittaa, ettd stressitilanteessa kasvissa
muodostuu vapaita happiradikaaleja kuten
superoksideja, hydroksiradikaaleja, vetype-
roksideja ja happimolekyylejd. Radikaalit
voivat vioittaa solukalvoihin kiinnittyneitd
lipidejd, proteiineja ja solussa olevaa
DNA:ta. Puolustukseksi kasvit alkavat
tuottaa antioksidantteja eli radikaalien ha-
petusvoimaa ehkdisevid yhdisteitd (Shalata
& Tal 1998). Jo nyt tunnetaan useita an-
tioksidanttisia fenoleita, vaikka kaikkien se-
kundédriyhdisteiden merkitystd ei vield tie-
detikddn (Jagtap & Bhargava 1995). Esi-
merkiksi antosyaniinin arvellaan estdvin
omenan kuorisolujen hapettumista ja siten
estdvin omenan rupisuutta (Ju et al. 1996).
Ero indusoituvan ja tavanomaisen kasvun
yhteydessi muodostuvien sekundéiriainei-
den vililld ei kuitenkaan ole vield selva.



2.1.3 Kasvit ja ymparoiva ekosysteemi

Sekunddiriaineet toimivat vilittdjdaineina
kasvien ja niitd ympidrdivin ekosysteemin
vililld. Fenolisten yhdisteiden merkitykses-
td erityisesti tautien mutta myos tuholais-
ten torjuntaan kerrotaan luvussa 3. Varsi-
naisen torjuntatarkoituksen lisaksi fenolit
ovat mukana monissa viesti- ja vuorovaiku-
tustehtdvissd. Fenolit edesauttavat mm.
kukkien polytystd houkuttelemalla hyon-
teisid. Sen lisdksi ainakin erdiden kasvien
kohdalla fenolit mahdollistavat emikukin-
non hedelmaityksen. Palkokasvit tuottavat
juuristaan flavonoideja, jotka aktivoivat
maaperissi elivien typpibakteerien kasvua
ja niiden infektoitumista kasvin juuriin
(Pueppke et al. 1998). Fenoliset yhdisteet
houkuttelevat symbioosibakteereja ja in-
dusoivat nystyroiden muodostumista sddte-
levia geenejd (Coronado et al. 1995, Bandy-
opadhyay et al. 1996). Erdit isoflavonoidit,
kuten soijapavun juurissa esiintyvd genistii-
ni, ovat UV-siteilya fluoresoivia (Grady et
al. 1995). Niyttdakin siltd, ettd fenoleiden
merkitys tulee esille kaikkialla sielld, missd
kasvi kohtaa ympirdivin ekosysteemin
joko ilmasta, maan pinnalta tai maan kaut-
ta.

2.1.4 Fenoliset yhdisteet ihmisten
ja eldinten ravinnossa

Monet fenoliset yhdisteet ovat aiemmasta
kisityksestd poiketen terveydelle edullisia.
Kyky suojata soluja vahingoittavilta happi-
radikaaleilta on liitetty moniin fenoleihin,
silld osa solujen antioksidanteista kuuluu
juuri niihin (Shalata & Tal 1998). Erityisesti
flavonoidit ja kasvilignaanit suojaavat kas-
visolujen lisiksi my0s nisikéssoluja hapet-
tumiselta (Prasad 1997). Kasvilignaanit
kuten sekoisolarisiresinolit ovat nisakaslig-
naanien esiasteita, joita syntyy ruuansula-
tuskanavan mikrobien avulla (Axelson et al.
1982). Muihin aineryhmiin kuuluvia an-
tioksidantteja ovat mm. askorbiinihappo ja
glutationi sekd ot-tokoferolit ja karotenoidit
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(Shalata & Tal 1998). Laikekasvista (Rhina-
canthus nasutus) periisin olevan lignaani es-
tdd influenssavirus A:n kasvua (Kernan et
al. 1997). Tattarin fagopyriinit ovat poten-
tiaalisia solujen jakaantumista estdvid yh-
disteitd (Samel et al. 1996). Fenolisten yh-
disteiden vaikutuksesta ihmisen terveyteen
kerrotaan tarkemmin luvuissa 4 ja 5.
Thmisen lisiksi kasvien sekundéiriaineet
saattavat vaikuttaa eldinten hyvinvointiin.
Esimerkiksi siemenien sisdltdmit lignaanit
aktivoivat eldimilld E-vitamiinia ja nostivat
veren O-tokoferolipitoisuutta. Vaikutus oli
erityisen selvd, mikili eldinten rehussa oli
vahin o-tokoferolia (Yamashita et al.
1995). Ravintokuidun kaytt6 kananrehussa
on muuttanut kananmunien koostumusta.
Munan keltuainen sisilsi enemmdn moni-
tyydyttymidttomid rasvahappoja ja O-lino-
leenihappoja, kun rehu sisélsi jauhettua pel-
lavansiementd (Botsoglou et al. 1998).

2.2 Fenolisten yhdisteiden

sijainti ja biosynteesi

Fenolisten yhdisteiden biosynteesi on miti
ilmeisimmin eniten tutkittu sekundéiri-
ainereitti kasveissa. Varhaisimmat tutki-
mukset kisittelivit kukkien viriin liittyvi-
en antosyaniinipigmenttien muodostusta.
Hyvin tutkitun reitin lisiksi myos entsyy-
mien toimintaa ja sddtelygeenejd tunnetaan
jo pitkille synteesireittien alajuoksuille.
Perinteisen jalostuksen lisdksi geeninsiirto-
menetelmdd on jo vuosia kdytetty tutki-
muksissa, joissa on pyritty fenolisten yhdis-
teiden muokkaamiseen.

2.2.1 Sijainti kasvissa

Fenolisten yhdisteiden sijainti riippuu yh-
disteen tehtdvistd ja sen kemiallisesta luon-
teesta. Esimerkiksi metyyliryhmin liittymi-
nen flavonoideihin muuttaa sen ominai-
suutta vesiliukoisesta rasvaliukoiseksi. Mo-
lekyylit, joihin on liittynyt yksi metyyliryh-
mi ovat vesiliukoisia ja esiintyvit mm. so-



lun vakuoleissa. Esimerkiksi antosyaniinien
tiedetddn kerdytyvin juuri solun vakuolei-
hin (Alfenito et al. 1998). Jos flavonoideihin
on liittynyt kaksi metyyliryhmii, esiintyvit
molekyylit solun rasvaliukoisessa osassa so-
lun sytoplasmassa tai lehden pinnalla ole-
vassa vahakerroksessa (Harborne 1980).

Toinen tyypillinen fenolisten yhdistei-
den sijaintipaikka on kasvien pinta ja sen la-
heisyydessi olevat solukot (epidermis)
(Hirota et al. 1998). Hedelmipuissa sekun-
déddriaineet sijoittuvat nopeasti kasvaviin
verson osiin, vaikka sijainti versossa voi
vaihdella. Kirsikkapuussa fenoleita esiintyy
sekd kaarnassa ettd johtosolukossa (Feucht
1994). Pintasolukoista kisin fenolit voivat
suojata kasvia ulkoisilta uhkatekijoiltd.
Kolmas tyypillinen sijaintikohta fenolisille
yhdisteille on soluseinit, joissa ne lihinnd
muodostavat fysikaalisen tukirangan kas-
ville (Davin & Lewis 2000). Soluseinissi fe-
nolisia yhdisteitd esiintyy tavallisesti sitou-
tuneena polysakkarideihin (Parr et al.
1997).

Koska fenolisten yhdisteiden biosyntee-
si tapahtuu solun solulimassa tai solulima-
kalvostossa, sijaitsevat keskeisimmit ent-
syymit samoissa kohdissa. Kasvista riip-
puen esimerkiksi fenyylialaniini am-
moniumlyaasi-entsyymejd (PAL) on tunnis-
tettu juuri solulimasta tai mikrosomeista.
Sytokromi P450-tyyppiset entsyymit sijait-
sevat ilmeisesti solulimakalvostossa (Ras-
mussen & Dixon 1999).

2.2.2 Sikimaatti- ja
fenyylipropanoidisynteesit

Arviolta 20 % kasvien yhteyttdmaistd hiili-
hydraatista kiytetddn sikimaattisynteesiin
mikd on edellytys fenolisten yhdisteiden
muodostumiselle. Sikimaattisynteesin tu-
loksena fosfoenolpyryvaatista muodostuu
eri vaiheiden kautta korismaattia, jota tar-
vitaan fenolisten yhdisteiden ldhtGaineena
kiytettdvin L-fenyylialaniinin ja aromaat-
tisten aminohappojen muodostamiseen
(Herrmann 1995). Koska korismaattia kiy-
tetddn edelleen sekd primidriaineiden lah-
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toaineina toimivien aminohappojen syntee-
siin ettd sekunddiriaineiden muodostami-
seen, sijaitsee se kahden suuren aineenvaih-
duntaryhmin haarakohdassa (Kuva 3).

Fenyylialaniinista lihtevi synteesi p-ku-
mariinihappoon (hydroksikanelihappo)
saakka kuuluu nk. yleiseen fenyylipro-
panoidisynteesiin. Synteesissi muodostet-
tuja tuotteita kiytetddn edelleen ldhtoai-
neena jatkobiosynteeseissd. L-fenyyli-
alaniinista muodostuu PAL-entsyymin (fe-
nyylialaniini ammoniumlyaasi) tuloksena
trans-kanelihappoa. PAL on tdrked sditely-
entsyymi, joka ohjaa aminohapoista johdet-
tujen ldhtbaineiden saatavuutta ja vaikuttaa
siis kaikkien fenolisten yhdisteiden muo-
dostumiseen. Trans-kanelihaposta hydrok-
syloidaan p-kumariinihappoa sytokromi
P450-tyyppisen entsyymin C4H (kaneli-
happo 4-hydroksylaasi) avulla (Rasmussen
& Dixon 1999). Ilmeisesti PAL ja C4H ent-
syymit toimivat koordinoidusti siten, ettd
vilituotteiden synteesi ja kanavointi halut-
tuihin jatkobiosynteesireitteihin on teho-
kasta. Se varmistaa toivottujen lopputuot-
teiden muodostumisen (McMullen et al.
1998, Rasmusen & Dixon 1999) (Kuvat 3 ja
4).

p-Kumariinihaposta muodostetaan
4CL:n (4-hydroksikanelihappo: koentsyy-
mi-A -ligaasi) vilitykselld korkeaenerginen
kumaryyli-koentsyymi-A. Kumariinihappo
on ldhtoaine soluseiniin sitoutuneille feno-
leille, ligniinille, fenolisille estereille ja bent-
soehapoille (Harborne 1980), vidhintddn
4000 flavonoidille, joista noin 300 on an-
tosyaniineja (Phippen & Simon 1998), 1000
lignaanille (Obst 1998) sekid tuhansille
muille fenolisille yhdisteille. Fenolisten yh-
disteiden biosynteesid on tutkittu viime
vuosina erittdin paljon ja aiheesta on kirjoi-
tettu lukuisia julkaisuja (esim. Cramer et al.
1989, Hahlbrock & Scheel 1989, Bate et al.
1994, Wanner et al. 1995, Fukasawa-Aka-
da et al. 1996, Weisshaar & Jenkins 1998,
Rasmussen & Dixon 1999) (Kuva 4).
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Kuva 3. Fenolisten yhdisteiden muodostumiseen liittyvat biosynteesit (Luckner
1990, Charrier et al. 1995, Dixon & Paiva 1995, Burbulis et al. 1996, Douglas
1996, Moyano etal. 1996, Parr & Bolwell 2000). Lyhenteiden selityksetkts. s. 4.

2.2.3 Flavonoidien biosynteesit

Flavonoidien ja niistd johdettujen antosy-
anidiinien ja antosyaniinien muodostukses-
sa tirkeit entsyymit C4H:n jilkeen ovat
CHS (kalkoni syntetaasi) (Hrazdina et al.
1986) ja CHI (kalkoni isomeraasi), joiden
tuloksena kumaryyli-koentsyymi-A:sta ja
malonyylikoent- syymi-A:sta muodoste-
taan esiasteet lukuisille C ,-tyyppisille fe-
nyylipropanoideille (Claudot et al. 1997).
PAL:n ja C4H:n lisiksi CHS saattaa kuulua
organisoituun ja tehokkaaseen vilituottei-
den kanavointiin. On todennakoistd, etta
monet flavonoidiyhdisteet syntyvit organi-
soidun multientsyymikompleksin tulokse-
na (Hrazdina et al. 1986).

Seuraavat merkittdvit entsyymit an-
tosyaniinibiosynteesissdé ovat F3H (fla-
vanoni 3’hydroksylaasi) ja DFR (dihydrofla-
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vonoli 4-reduktaasi). Nami ovat mukana
tuottamassa lukuisia flavonoideihin kuulu-
via yhdisteitd (Charrier et al. 1995), joita
ovat mm. auronit, flavanonit, flavonit, fla-
vanonolit, flavonolit, flavan-3,4-diolit eli
leukoantosyanidiinit, flavan-3-olit eli kate-
kiinit ja antosyanidiinit (Obst 1998). Isofla-
vonit muodostuvat flavanoneista IFS:n (iso-
flavoni syntetaasi) vilitykselld (Carrier et al.

1995) (Kuva 4).

2.2.4 Llignaanien biosynteesi

Pellavan ja rukiin lisiksi lignaaneja esiintyy
lukuisissa muissa ruoho- ja puuvartisissa
kasveissa kuten marjakuusessa (Das et al.
1995, Shen et al. 1997), douglas-kuusessa
(Dellus et al. 1997), nokkosessa (Schottner
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Kuva 4. Flavonoidi- ja antosyaniinisynteesien vali- ja lopputuotteet seka synteesien avainent-
syymit (Charrier et al. 1995, Dixon & Paiva 1995, Holton & Cornish 1995, Douglas 1996, Moyano
etal. 1996, Tamagnone etal. 1998, Parr & Bolwell 2000). Entsyymien lyhenteet, kts. s. 4.

et al. 1997) ja rohtovirmajuuressa
(Bodesheim & Holzl 1997). Lignaanien
yleisyys osoittaa, ettd niilld on ollut tirked
rooli kasvien puolustuksessa mm. antioksi-
danttisten ominaisuuksien ansiosta (Dinko-
va-Kostova et al. 1996). Lignaanien biosyn-
teesid ei ole vield téysin selvitetty, mutta se
liittyy ldheisesti kasvien puumaisen tuki-
rangan eli ligniinien synteesiin (Kuva 5).
Lignaanien ja ligniinien ldht6aineina toimi-
vat nk. monolignolit eli p-kumaryyli, koni-
feryyli tai sinapyyli alkoholi, mutta ndiden
jakautuminen ligniinien ja lignaanien syn-
teeseihin on erilainen. Lignaanit esiintyvit
tavallisesti monolignolien dimeereind kun
taas ligniinit ovat polymeerejd. Lignaanit
esiintyvit usein sokereihin liittyneend, esi-
merkkind pellavan sekoisolarisiresinolidi-
glukosidi (Axelson et al. 1982).
Lignaanin biosynteesi erkanee lignii-
neistd vaiheessa, jossa p-kumariinihapon
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(hydroksikanelihappo) alkoholimuotoja
esiintyy. Lignaanit muodostetaan ilmeisesti
pelkistddn koniferyylialkoholista, kun taas
ligniineihin kdytetddn myos muita kuma-
riinihappojen alkoholimuotoja. Kuva 6 ha-
vainnollistaa lignaanien ja lignaanien ala-
ryhmien muodostumista. On kuitenkin
mahdollista, ettd kasveissa esiintyvien lig-
naanien biosynteeseissd on eroja (Umezawa
et al. 1997, Dawin & Lewis 2000), ja niitd
muodostuu ilmeisesti my6s muuta kuin fe-
nyylipropanoidireitin kautta (Miyauchi &
Ozawa 1998).

Lignaanisynteesin entsymaattinen toi-
minta on vield huonosti tunnettu. Yksi har-
voista tdhdn mennessd tunnistetuista ent-
syymeisti liittdd ldhtGaineena toimivat kak-
si koniferyylialkoholia [-B-sidoksella toi-
siinsa (Davin et al. 1992), jolloin muodos-
tuu (+)-pinoresinoli (Davin et al. 1992,
Umezawa & Shimada 1996, Ghisalberti
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1997, Kato et al. 1998). Kaksi lignaanisyn-
teesiin kuuluvaa isoformista entsyymid,
(+)-pinoresinoli/(+)-larisiresinoli reduk-
taasi, muuttavat pinoresinolin larisiresino-
liksi. Entsyymi sijaitsee siten lignaanisyn-
teesin tirkedssd haarakohdassa mahdollis-
taen vilituotteiden muodostumisen pino-
resinolista eteenpiin (Dinkova-Kostova et

al. 1996).

2.3 Ymparistotekijoiden vaikutus
fenolisten yhdisteiden
esiintymiseen

2.3.1 Valo

Valo on edellytys normaalille kasvin kasvul-
le. Ensiksikin se antaa energiaa yhteyttdmi-
seen ja toiseksi valo tuo kasvua siitelevid
signaaleja ympiristostd. Ndiden seuraukse-
na kasvissa voi tapahtua fysiologisia tai ke-
miallisia muutoksia. Valo kisitteend on
useiden tekijoiden summa, joista ainakin
valon voimakkuus (intensiteetti), jaksoi-
suus (pdivanpituus) ja laatu vaikuttavat fe-
nolisten yhdisteiden muodostumiseen.
Maan pinnalle saapuva auringonsiteily
koostuu siteilystd, josta vain osa on nakyvaa
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valpa. Nikyvin eli kasveille kiyttokelpoi-
sen|valon aallonpituusalue on 400—700 nm.
Téamin yhteyttimiskelpoisen siteilyn (PAR
photosynthetic active radiation) lisdksi au-
ringonsiteily sisdltdd nidkymidtontd ultra-
violettisiteilyd (UV-A ja UV-B), jonka aal-
lonpituusalue on 280-400 nm. Kasvi rea-
goi|valoon nk. valoreseptorien kautta, joita
tunnetaan useita: punaista (600—700 nm) ja
kaykopunaista (700-900 nm), sinistd
(390-500 nm) seki ultravioletti-A:ta
(UY-A, 320-400 nm) ja ultravioletti-B:td
(UY-B, 280-320 nm) absorboivat resepto-
rit (Thompson & White 1991, Chory et al.
1996). Valoreseptorit vilittdvit valosta saa-
mapsa drsykkeen edelleen geeneille, joista
jo Jukuisien tiedetddn reagoivan valoon
(Thompson & White 1991, Adamska 1997,
Klgppstech 1997).

Valo vaikuttaa kasvin biokemiallisiin ja
fysjologisiin prosesseihin tavallisesti yhdes-
si muiden tekijoiden kanssa. Nditd ovat
mnp. kuivuus (Bartels et al. 1992), ravintei-
deny saatavuus (Tan 1980, Deckmyn &
Impens 1997), laimpétila (Haldimann et al.
1995, Janda et al. 1996, Kloppstech 1997,
Haldimann 1998, Krél et al. 1999) ja pato-
geenit (Logemann et al. 1995, Ju et al.
1996, Weiergang et al. 1996).
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Kuva 6. Lignaanien ja lignaanien alaryhmien mahdolliset biosynteesireitit koniferyylialkoholista
l&htien. Kuvaus perustuu onnenpensaan (Forsythia) sukuisten kasvien lignaanien muodostumi-
seen (Dinkova-Kostova et al. 1996, Ghisalberti 1997, Katayama et al. 1997, Umezawa et al.

1997).

2.3.2 Valon voimakkuus

Korkea valon voimakkuus saattaa aiheuttaa
valostressia, jolloin valoa on enemmin kuin
mitd fotosynteesi pystyy hyoddyntiméin.
Valostressi voi olla merkittivin voimakas,
mikili sithen yhdistyy hyvin matala tai kor-
kea limpotila (Kloppstech 1997, Krdl et al.
1999). Valostressissi fotosynteesitehok-
kuus laskee ja seuraa fotoinhibitio, jolloin
muodostuu stressille tyypillisid happiradi-
kaaleja (Demmig-Adams & Adams 1992).
Tapahtuma voisi olla varsin tuhoisa ilman
kasvin omia suojamekanismeja (Adamska
1997), joista yksi on fenolisten antioksi-
danttien muodostuminen. Antosyaniinit
olivat ensimmiisid sekunddiriaineita, joi-
den muodostumisessa valon havaittiin ole-
van oleellinen tekija (Mancinelli 1985,
Rabino & Mancinelli 1986). Valo vaikuttaa
my6s muiden fenolisten yhdisteiden muo-
dostumiseen  erityisten valoreseptorien
kautta (Mancinelli 1985), joiden toiminta
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on yhteydessd fenyylipropanoidireitin gee-
nin toimintaan (Thompson & White 1991).
Kasvit, jotka kasvavat mm. merenrannoilla
ja vuoristossa, altistuvat voimakkaaseen va-
loon. Valon voimakkuus vaikutti antosy-
aniinipigmenttien (Ben-Tal & King 1997)
seki liukoisten fenolien (Pfeffer et al. 1998)
synteesiin. Antosyaniinien madra lisddntyi,
kun kasvatusvalon voimakkuutta lisdttiin
aina 550 Wmol m”s" saakka (Ben-Tal &
King 1997). Liukoisia fenoleita muodostui
yli kaksi kertaa enemmin voimakkaassa va-
lossa kuin himmeimmaissid (Pfeffer et al.
1998). Mikili valostressi jatkuu pitkddn,
heikkenee priméiristen yhteyttimistuot-
teiden muodostus. Se voi epdsuorasti vai-
kuttaa myos sekundéddriaineisiin.

Kasvin valon saanti ylipddtddn vaikuttaa
antosyaniinien muodostukseen. Sinapilla
antosyaniinipitoisuudet olivat korkeimmil-
laan jo muutaman tunnin kuluttua kun taas
perunalla pitoisuudet olivat huipussaan vas-
ta muutamien vuorokausien kuluttua valo-



kidsittelyn alkamisesta. Antosyaniinien
muodostumisen edellytys on PAL. Sen ak-
tiivisuus oli korkeimmillaan jo vajaan vuo-
rokauden kuluttua valokisittelyn alkami-
sesta (Beggs etal. 1987, Lewis et al. 1998a).
Sen sijaan muiden fenolisynteesiin liittyvien
ja koordinoidusti toimivien ensyymien
(CHS:n, CHIL:n ja DHR:n) (Tunen et al.
1988, Lewis et al. 1998a) aktivoitumiseen
kului yhdestd kahteen viikkoa (Lewis et al.
1998a). Lopputuotteiden muodostumisen
ja biosynteesin avainentsyymien aktiivi-
suuksilla onkin yleensd havaittu olevan yh-
teyttd (Beggs et al. 1987, Lewis et al.
1998a). Aikaisemmasta kisityksestd poike-
ten valo ei aina ole oleellinen kaikkien feno-
listen yhdisteiden muodostumiselle, silld
osa synteesiin kuuluvien geeniperheiden ja-
senistd toimii valosta riippumattomina
(Weiergang et al. 1996, Kubasek et al.
1998).

Varjostus vahentdd yhteyttimiskelpoi-
sen valon saatavuutta ja hidastaa yhteytti-
mistd. Se vaikuttaa myds suoraan fenyyli-
propanoidisynteesiin. Esimerkiksi soijapa-
pulinjat reagoivat eri tavalla varjostukseen
tuottamalla eri méiria flavonoideja (kemfe-
roli triglukosidi). Yleensd varjostus vihen-
tdd flavonoidipitoisuuksia (Buttery et al.

1992).

2.3.3 Péivéanpituus

Kasvit reagoivat eri tavoin péaivianpituuteen
(Kloppstech 1997). Péivinpituuden merki-
tystd fenolisten yhdisteiden muodostumi-
seen on selvitetty varsin vihdn. Tattarilla
tehdyissd kasvatuskaappikokeissa pdivinpi-
tuus (12 tuntiaja 19 tuntia) ja lampotila (18
°C piivd/ 12 °Cy6 ja 24,5 °C piivi/ 18 °C
y0) vaikuttivat tuoremassan ja rutiinin
muodostumiseen. Rutiinipitoisuus ja ru-
tiinisato muodostuivat pitkdssd pdivissd
jopa kaksinkertaiseksi lyhyeen pdivdin ver-
rattuna molemmissa limpotilajaksoissa.
Rutiinipitoisuus ja rutiinisato olivat kuiten-
kin aina suuremmat limpimissi oloissa kas-
vaneilla kasveilla verrattuna viiledssd kasva-
tettuihin  molemmissa piivanpituuksissa
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(Schneider et al. 1996). Myds japanilaisessa
tutkimuksessa pitkd piivd tuotti tattarin
siemeniin kaksinkertaisen rutiinipitoisuu-
den lyhyeen piivddn verrattuna. Lyhyessd
péivissd kasvatettuna tattarilajikkeiden
erot rutiinipitoisuuksissa olivat pienimmit.
Rutiinipitoisuus, kukintakauden pituus
sekd aikaisten lajikkeiden sadon maird oli-
vat positiivisesti riippuvaisia toisistaan

(Ohsawa & Tsutsumi 1995).

2.3.4 Fotosynteettisesti aktiivinen sateily

Fotosynteettisesti aktiivinen siteily (PAR)
on nikyviid valoa (400—700 nm), jota kasvit
kédyttdvit yhteyttdmiseen tarvittavan ener-
gian ldhteend. Nikyvd valo muodostuu
mm. valkoisesta, sinisestd ja punaisesta va-
losta, joille on kasveissa omat valoresepto-
rit. Valon virit vaikuttavat eri tavalla feno-
listen yhdisteiden synteesiin (Feinbaum et
al. 1991). Esimerkiksi punaista valoa absor-
boiva fytokromireseptori indusoi CHS-gee-
nin toimintaa kun taas sinistd valoa absor-
boivan reseptorin toiminta esti CHS-geenin
aktivoitumisen (Schifer et al. 1997). Tulok-
sena muodostuu erilaisia yhdisteitd valon
laadusta riippuen, vaikka yhdisteiden syn-
teesid sddtelevit samat geenit ja entsyymit
(Shichijo et al. 1993).

Valkoinen valo lisési diferulahappoa, fe-
rulahappoa ja kumariinihappoa nuoressa
maississa. Se johtui ilmeisesti PAL-entsyy-
min aktivoitumisesta. Sen sijaan tyrosiini-
ammoniumlyaasi eli TAL aktivoitui vain
vihdn samoissa oloissa eikd aktivoituminen
lisinnyt fenyylipropanoidien muodostu-
mista (Parvez et al. 1997). Valkoinen valo
lisdsi antosyaniinin muodostumista erityi-
sesti maissin siemenen kuoressa (Procissi et
al. 1997).

Sininen valo lisidsi synteesin lopputuot-
teiden kuten antosyaniinien mairda maissin
taimilla (Feinbaum et al. 1991). Maissilla
tuotteita muodostavat entsyymit (PAL,
CHS, CHI ja DFR) aktivoituivat sinisessi
valossa jo muutaman tunnin kasvatuksen
jalkeen, kun taimia oli aluksi kasvatettu pi-
meissd kolme vuorokautta. Poikkeuksena



oli PAL, joka aktivoitui taimissa heti sini-
seen valoon siirtdmisen jilkeen (Kubasek et
al. 1998). Lituruoholla CHS-entsyymin ak-
tiivisuus lahti laskuun vasta 16 tunnin ku-
luttua valoimpulssikdsittelystd (Feinbaum
et al. 1991). Soijapavulla vihiinen sinisen
valon lisdys nosti flavonoidien kerddntymis-
td, kun kokonais-PAR-siteily pysyi vakio-
na. Mielenkiintoisena yksityiskohtana ha-
vaittiin, ettd soijapavun ilmarakojen muo-
dostuminen estyi sinisessd valossa vain, jos
linja sisilsi flavonoideja. Ilmarakojen muu-
toksia ei havaittu, jos linja ei tuottanut fla-
vonoideja (Liu-Gitz et al. 2000).

Punainen valo lisisi fenyylipropanoidi-
reitiltd muodostuvien tuotteiden mdirdd.
Sinapin antosyaniinien muodostuminen li-
sddntyi voimakkaasti jatkuvassa ja jaksot-
taisessa punaisessa valossa, mutta kversetii-
nin muodostuminen lisddntyi vain jatkuvas-
sa punaisessa valossa (Beggs et al. 1987).
Antosyaniinin muodostuminen punaisessa
valossa kasvatettuna riippui kasvatuslim-
potilasta, silld antosyaniinia muodostui
enemmin limpimissd (24 °C) kuin viiledssi
(14 °C) (Rabino & Mancinelli 1986). Punai-
nen valo yhdistettynd limpdétilamuutoksiin
suosi antosyaniinien muodostusta, silld ta-
saisessa limpotilassa yhdisteiden midrd ei
lisdiantynyt. Kun durran taimia pidettiin
vuorokausi viiledssd (12—20 °C) ennen nii-
den siirtamistd punaiseen valoon, lisdsi vii-
ledkasittely entisestddn antosyaniinin muo-
dostumista. Indusoituminen oli sitd tehok-
kaampaa, mitd pidempi viileakdsittely oli ja
mitd nopeammin kisittelyn jilkeen kasvit
siirrettiin punaiseen valoon (Shichijo et al.

1993).

2.3.5 UV séteily

Ultraviolettisiteilyd (UV-A 320-400 nm;
UV-B, 280-320 nm) saapuu maan pinnalle
normaalin auringonsiteilyn yhteydessd,
vaikka suurin osa heijastuukin ilmakehdn
otsonikerroksen ansiosta takaisin avaruu-
teen. Auringonvalon mukana tulevan
UV-siteilyn lisdksi on olemassa UV-C (aal-
lonpituus < 280 nm) sdteilyd, jota on mah-
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dollista tuottaa ainoastaan keinotekoisesti
lamppujen avulla. Ilmakehdn saastumisen
takia otsonikerroksessa olevien aukkojen on
ennustettu lihitulevaisuudessa suurenevan.
Silloin maahan péddsevin UV-siteilyn méda-
rd kasvaa. UV-siteilyn lisédntyminen voi ai-
heuttaa hyvin erilaisia ja radikaalejakin
muutoksia luonnon elinkiertoon. Eris
UV-siiteilystd johtuva vaikutus voi olla kas-
visolujen oksidatiivista stressid aiheuttavien
happiradikaalien lisdédntyminen (Yu et al.
1998). Ne voivat vioittaa solukalvoja, jol-
loin my®6s solun sisdltima DNA on vaarassa
vioituksille. DN A:n vioittuminen voi edel-
leen johtaa mutaatioihin, joista ainakin osa
on organismille tuhoisia (Mazza et al.
1999). Kasvit ovat kuitenkin kehittineet
mekanismin, joka suojaa soluja ainakin ny-
kyistd UV-siteilymddrdd vastaan. Suojaa-
vista antioksidanteista osa on fenoleita
(Stapleton & Walbot 1994, Dawar et al.
1998, Mazza et al. 1999). Kasvien pin-
tasolukko absorboi tilld hetkelld 90-99 %
auringonvalon mukana tulevasta UV-sitei-
lystd, josta osa suodattuu juuri fenolisten
yhdisteiden ansiosta (Reuber et al. 1996a).

Signaalijirjestelmid, jotka lisddvit fla-
vonoidien maarid, on tutkittu viime aikoina
vilkkaasti. Monet tutkimukset osoittavat,
ettd UV-B vaikuttaa kasveihin enemmin
kuin UV-A. Runsas UV-B siteily mm. hei-
kentdd kasvien kasvua ja lisdd fenolisten yh-
disteiden muodostumista (Krizek et al.
1998). Siteilystd johtuvissa signaalijrjes-
telmissd on my0ds muita eroja (Shichijo et al.
1993, Reddy et al. 1994, Christie & Jenkins
1996). Esimerkiksi sinapin flavonoidien
muodostuminen estyi UV-B-siteilyn takia,
vaikka muodostuminen oli aluksi ldhtenyt
kdyntiin kaukopunaisen valon avulla
(Buchholz et al. 1995). Jirjestelmit voivat
toimia myds synergisesti, silld lituruoholla
UV-A-siteily, punainen ja sininen valo sti-
muloivat edelleen UV-B:n aktivoiman
CHS-geenin ilmenemistd (Fuglevand et al.
1996).

UV-B-siteilyn lisiksi myos UV-B:n ja
PAR-siteilyn suhde vaikuttaa sithen, miten
kasvi sdteilyyn reagoi. UV-B-siteilyn li-
sddntyminen nosti esimerkiksi ohran lippu-



lehden vesiliukoisten flavonoidien pitoi-
suuksia. Ohran lehdessi yleisesti esiintyvin
saponariinin pitoisuus nousi 30 % ja pie-
nempind pitoisuuksina esiintyvin lutonarin
maiird nousi 500 % (Reuber et al. 1996a).
Obhran lisiksi (Reuber et al. 1996a, Mazza et
al. 1999), vehnin (Sharma et al. 1998), ru-
kiin (Reuber et al. 1996b), maissin (Staple-
ton & Walbot 1994), soijapavun (Middle-
ton & Teramura 1993), salaatin (Krizek et
al. 1998), riisin (Reddy et al. 1994), purjon
(Gislefoss et al. 1992), koivun (Lavola
1998), minnyn (Schnitzler et al. 1997) ja
kuusen (Fischbach et al. 1999) on raportoi-
tusuojautuvan lisddntynyttd UV-B-siteilyd
vastaan lisddamilld fenolisten yhdisteiden
muodostumista. Poikkeuksiakin on, silla
kaalin flavonoideihin ei UV-B aiheuttanut
muutoksia (Gislefoss et al. 1992). Onkin
ymmdrrettdvid, ettd vihin fenoleita sisilta-
vdt mutantit ovat erityisen herkkid
UV-B-siteilylle (Li et al. 1993, Landry et al.
1997). Fenolien lisddntymisen osoitettiin
riippuvan PAL-entsyymin aktiivisuudesta
my6s kokeellisesti (Fuglevand et al. 1996),
vaikka myos CHS:1l4 ndyttiisi olevan suuri
merkitys (Fuglevand et al. 1996, Reuber et
al. 1996b, Loyall et al. 2000).

UV-B-siiteilyn vaikutus saattaa perus-
tua siihen, ettd se pitkittdd ja yllipitda fla-
vonoidien muodostumista ja mm. korkeaa
PAL-entsyymiaktiivisuutta. Esimerkiksi
ohran taimissa UV-B-kisittely pitkitti fe-
nolien muodostumista, silld tavallisuudesta
poiketen vield yli kymmenen vuorokautta
vanhat taimet muodostivat antosyaniineja
kisittelyn ansiosta (Liu & McClure 1995).
UV-B:n flavonoidisynteesid ylldpitdvd omi-
naisuus havaittiin myos kukanvirid selvit-
tavissd tutkimuksessa, jossa antosyanii-
ni-pigmenttien muodostuminen jatkui vie-
14 1-2 viikkoa kisittelyn jilkeen (Ben-Tal &
King 1997).

Kasvin lehtien vanhetessa lisadntyi UV-
B-valoa absorboivien pigmenttien osuus,
mikid on huomioitava méiritettdessd kasvin
herkkyyttd UV-B-siteilylle (Reddy et al.
1994, Day et al. 1996). My®s eri fenolit suo-
jaavat kasvia eri tavoin UV-B-siteilyd vas-

taan (Sheahan 1996).
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2.3.6 Lampétila

Limpotila vaikuttaa kasvien sekunddiriai-
neiden muodostumiseen, silla esimerkiksi
viileys saattaa edistid mm. antosyaniinien ja
muiden fenolisten yhdisteiden synteesid
(Tan 1980, Christie et al. 1994, Haldimann
et al. 1995, Solecka 1997). Fenyylipro-
panoidildhtoisten sekundédariaineiden lisik-
si my0s muut aminohappojohteiset aineet
lisddntyvit kylmakisittelyn ansiosta mm.
tomaatilla ja kurpitsalla (Ishida et al. 1998,
Shen et al. 2000). Toisaalta liika lampd
saattaa ehkdistd antosyaniinien muodostu-
mista (Ulrychova & Sosnova 1970). Lyhyet
kylmikisittelyt (18 tuntia —5 °C:ssa, jonka
jlkeen kuusi tuntia 2 °C:ssa) ovat lisinneet
fenoleiden mdirdd jopa 10-20 %. Useilla
kasveilla kukan viri tummenee, kun kasve-
ja kasvatetaan viiledssi (13—17 °C) (Ben-
Tal & King 1997, Shvarts et al. 1997). Ero
limpimissd ja viiledssd kasvatetun kukan
virissd voitiin havaita vield kolme viikkoa
kisittelyn jilkeenkin (Ben-Tal & King
1997). Viileyden vaikutus tulee esille yleen-
sd vain silloin, jos kasveja kasvatetaan sa-
manaikaisesti valossa (Janda et al. 1996).

Viileys vaikuttaa kiihdyttdvisti myos
metaboliatuotteita valmistaviin avainent-
syymeihin. Esimerkiksi omenan kuoren
PAL-aktiivisuus nousi jopa kymmenkertai-
sesti ja antosyaniinin muodostuminen li-
sadntyi selvidsti, kun omenaa kisiteltiin
vaihtuvassa limpétilassa (6/25 °C yo/piivi)
tasaisen sijaan (25 °C:een y0 ja piivd) (Tan
1980). Kun rapsia oli kasvatettu kolme
viikkoa viiledssi (2 °C), PAL:n aktivoitumi-
nen johti 10 % suurempaan fenolipitoisuu-
teen. Sen sijaan lyhyt pakkaskisittely (18
tuntia —5 °C:ssa, jonka jilkeen kuusi tuntia
2 °C:ssa) lisisi PAL-aktiivisuutta lyhytai-
kaisesti ja johti 20 % suurempaan fenolipi-
toisuuteen (Solecka 1997).

Viileys on lisinnyt geenituotteiden
muodostumista useissa tutkimuksissa.
Maissilla PAL-, CHS-, 4GL ja CHI-geenien
ilmeneminen moninkertaistui (3—50 -ker-
taisesti) viiledkisittelyn takia (10 °C) ja
transkriptio laski vasta, kun taimet siirret-



tiin limpimiin (25 °C) (Christie et al.
1994). Sitrushedelmilla viiled kisittely (2
°C) lisisi PAL-geenien ilmenemisti lehdissi
ja juurissa hyvin nopeasti ja muutos oli py-
syvdd. Lisaksi kylmyyden aiheuttamia vioi-
tuksia ei todettu, vaikka yleensi oireita saa-
daan limpétilan laskettua alle 5 °C. Sen si-
jaan kymmenen astetta korkeammassa
limpétilassa (12 °C) PAL:n ilmeneminen li-
sddntyi vain lyhytkestoisesti (1 vrk) (San-
chez-Ballesta et al. 2000). On arveltu, etta
viileys toimii erddnlaisena stressisignaalina
kuten solukoiden vioittuminenkin ja ettd se
johtaa erdiden geenien aktivoitumiseen
(Shvarts et al. 1997).

2.3.7 limansaasteet

Hiili-typpi-tasapainoteorian mukaan ilma-
kehin hiilidioksidin lisddntyminen saattaa
kasvattaa yhteyttdmisti. Sen seurauksena
tuotteita on enemmain kiytettdvissd juuri
hiilihydraateista muodostettaviin sekun-
dédidriaineisiin. Sen sijaan typen saatavuuden
parantuminen lisdd biomassan kasvua. Se
saattaa vihentdd hiilihydraattien midédrdi
kasvissa ja sitd kautta myos niistéd johdettuja
sekunddiriaineita (Lavola & Julkunen-Tiit-
to 1994). Teoriaa tukevat eri kasveilla teh-
dyt tutkimukset (Lavola & Julkunen-Tiitto
1994, Penuelas et al. 1996). Kun ilman hii-
lidioksidipitoisuutta lisittiin, kerddntyi koi-
vun lehtiin proantosyanideja ja flavonoideja
(Lavola & Julkunen-Tiitto 1994). Myos
vehnin lippulehden kokonaisfenolipitoi-
suus nousi (Penuelas et al. 1996). Hiilidiok-
sidin lisdksi muut ilmansaasteet saattavat
aiheuttaa stressioireita kasveille. Esimerkik-
si pavun (Phaeolus vulgaris L.) antioksidant-
tipitoisuus oli suurimmillaan néytteissd,
jotka oli keritty pakokaasun saastuttamalta
alueelta. Antioksidanttien lisddntymistd ei
havaittu néytteissd, jotka oli otettu puh-
taassa ilmastossa kasvaneista kasveista
(Badiani et al. 1993). Otsonin vaikutusta
selvittdvissd tutkimuksessa havaittiin, ettd
runsaasti otsonia (300 ppb) saaneiden litu-
ruohojen PAL-geenien ilmeneminen vihin-
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taan kaksinkertaistui kisittelemittémain
verrattuna (Sharma & Davis 1994).

2.3.8 Maaperin kuivuus ja suolaisuus

Kuivuusstressin yhteydessd kasvi altistuu
usein yhté aikaa korkeaan lampotilaan, va-
laistukseen ja vedenpuutteeseen. Kasvien
on havaittu reagoivan stressiin aineenvaih-
dunnallisilla muutoksilla, joista yksi on va-
paiden happiradikaalien lisidntyminen ja
niiden hapetuskykyi estivien antioksidant-
tien muodostuminen (Jagtap & Bhargava
1995). Kuivuuden lisiksi myos litka kosteus
saattaa aiheuttaa fenolien lisddntymistd
(Cohen et al. 1994). Antioksidanttisten mo-
lekyylien muodostuminen oli erityisen vil-
kasta, kun kuivuusstressi ajottui kukinta-
vaiheeseen. Taimivaiheessa kuivuus nosti
antioksidanttien madrdd selvisti kukinta-
vaihetta vihemmin. Kasvin sopeuduttua
kuivuuteen antioksidanttien muodostumi-
nen yleensi vihenee (Kurup et al. 1994).
Kuivuuden lisiksi maan suolaisuus aihe-
uttaa kasveille stressid. Sen vuoksi vapaiden
happiradikaalien muodostuminen kiihtyy.
Myos tdssd tapauksessa kasvit tuottavat
puolustukseksi antioksidantteja (Hernan-
dez et al. 2000; Sreenivasulu et al. 2000).

2.3.9 Ravinteet

Typen puute on yksi kasvien kasvua eniten ra-
joittavista tekijoistd. Mikdli ravinteen puute
on merkittavdd ja pysyvid, saattaa se johtaa
kasvissa aineenvaihdunnallisiin muutok-
siin. Typen puutteesta aiheutuva stressi voi
puolestaan indusoida fenolisten yhdisteiden
muodostumista (Lawanson et al. 1972), jota
tukee my6s hiili-typpi-tasapainoteoria
(Lavola & Julkunen-Tiitto 1994). Typen
puute saattaa lisitd aminoryhmain irtaantu-
mista fenyylialaniinista, jolloin typpi kierra-
tetddn proteiinisynteesiin ja kanelihap-
po-osa fenolisiin sekundddriaineisiin. Sini-
mailasen juurissa flavonoidien ja isofla-
vonoidien pitoisuudet kasvoivat jo 3—5 vuo-
rokauden kuluttua typpilannoituksen pda-



tyttyd (Coro- nado et al. 1995) ja maissilla
antosyaniinien muodostuminen oli run-
saimmillaan 15 vuorokauden kuluttua lan-
noituksen padttymisestd (Lawanson et al.
1972). Typen puutteessa kasvatettujen to-
maattien lehdet sisélsivit vdhintddn kaksin-
kertaiset pitoisuudet antosyaniineja ja yhtd
flavonolia sekd yli kymmenen prosenttia
enemmin ei-flavonolisia yhdisteitd, kun pi-
toisuuksia verrattiin riittdvisti typped saa-
neisiin kasveihin (Bongue-Bartelsman &
Phillips 1995). Hiili-typpi-tasapainoteo-
rian mukaan typpilannoitus lisdd kasvua ja
saattaa vahentdd hiilihydraateista muodos-
tettavia sekundéiriaineiden synteesid. Niin
oli tattarilla, jolla typpilannoitus vihensi
rutiinipitoisuutta (Hagels et al. 1995). Mm.
palkokasveilla riittdvin niukka typpilan-
noitus on oleellinen tekijd nystyribakteeri-
en toiminnalle sekd my6s niiden aktivoitu-
mista edistdvien fenolien muodostumiselle
(Coronado et al. 1995). Toisaalta suuret
typpimadrit ovat myrkyllisid ja voivat aihe-
uttaa kasville stressid johtaen myos fenolien
muodostumiseen (Sanchez et al. 2000).
Saattaa olla, ettd typpilannoituksen avulla
sdddellddn tulevaisuudessa myos fenolisten
yhdisteiden muodostumista (Coronado et
al. 1995).

Typenpuutteen takia PAL-, CHS- ja
DFR-entsyymien aktiivisuudet kasvoivat ja
CHIL:n laski (Tan 1980). Entsyymiaktiivi-
suuden nousu lisdsi my6s flavonoidien ke-
rddntymistd soluun (Tan 1980, Bon-
gue-Bartelsman & Phillips 1995). Entsyy-
mien lisiksi fenyylipropanoidireitin geenien
(CHS ja IFR) ilmeneminen voimistui typen
puutteessa (Coronado et al. 1995).

Fosfori on kasvin kasvulle oleellinen ra-
vinne. Sen puutos voi merkittdvisti pienen-
tdd biomassan kasvua (Ulrychova & Sosno-
va 1970). Sekundéiriaineisiin fosforin puut-
teella ndyttad olevan pidinvastainen vaiku-
tus, silld maissilla antosyaniinien muodos-
tuminen lisddntyi ja oli runsaimmillaan
kymmenen vuorokauden kuluttua lannoi-
tuksesta (Lawanson et al. 1972). Runsas fla-
vonoidien muodostuminen fosforin puut-
teen takia saattaa joidenkin tutkimusten
mukaan jopa vihentdd kasvin herkkyyttd
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UV-B-siteilylle (Murali & Teramura
1985). Fosforin puute aktivoi mm. PAL-
entsyymid (Krause & Reznik 1976, Tan
1980), mikid on lisinnyt tattarilla rutiinin
muodostumista (Krause & Reznik 1976),
soijapavulla flavonoidien (Murali & Tera-
mura 1985) sekid omenalla (Tan 1980), to-
maatilla (Ulrychova & Sosnova 1970, Zort-
noza & Esteban 1984) seki maissilla
(Lawanson et al. 1972) antosyaniinien muo-
dostumista.

Piddravinteiden kuten typen ja fosforin
puutteen lisiksi kaliumin puute vaikuttaa
fenolien muodostukseen. Maissin taimilla
antosyanidipitoisuudet olivat suurimmil-
laan viiden vuorokauden kuluttua kalium-
lannoituksen pddtyttyd (Lawanson et al.
1972). Muista ravinteista ainakin mangaa-
nin (Zornoza & Esteban 1984, Caldwell
1998), boorin (Zornoza & Esteban 1984) ja
kuparin (Tiller et al. 1994) puutteen on ha-
vaittu vaikuttavan edullisesti fenolien muo-
dostumiseen. Liian suuri mangaanilannoi-
tus aiheutti kurpitsan lehtiin vioituksia,
minkd arveltiin johtuvan kasvin herkisty-
misestd UV-siteilyyn. Tamad johtui siitd,
ettd suuri lannoitusméird vihensi lehtien
UV-siiteilyltid suojaavien flavonoidien pitoi-
suutta (Caldwell 1998).

2.3.10 Ulkoinen kemikaalikasittely

Kasvit muodostavat kasvihormoneja, joi-
den synteettisesti valmistettuja johdannai-
sia kutsutaan kasvunsditeiksi. Ne vaikutta-
vat kasvifysiologisiin tapahtumiin kuten
versojen ja kukkien muodostukseen ja pi-
tuuskasvuun. Kasvunsiditeitd on kahden-
tyyppisid. Auksiinit ovat oleeellisia erityi-
sesti pituuskasvussa ja kukkien muodostu-
misessa kun taas sytokiniineja tarvitaan ver-
soutumisen aikaansaamiseksi. Auksiinit
(indolyylietikkahappo, naftyylietikkahap-
po, gibberelliinihappo ja trijodobent-
soehappo) estivit antosyaniinipigmenttien
muodostumista maissin taimissa, joista gib-
bereliinihappo (GA,) esti voimakkaimmin
ja naftyylietikkahappo heikoiten (Rengel &
Kordan 1987). Sokerin (sakkaroosin) saanti



on ilmeisesti tassikin tapauksessa oleellista,
silld silloin gibberelliinihappokisittely johti
kasvissa voimakkaaseen antosyaniinimédi-
rin kasvuun. Gibberelliini vaikutti sitd sel-
vemmin, miti enemmin sakkaroosia oli
kasvatusliuoksessa (Moalem-Beno et al.
1997).

Sytokiniineilld, pdinvastoin kuin auksii-
neilla, ndyttdd olevan antosyaniineja lisddva
vaikutus (Margna & Vainjirv 1983, Deik-
man & Hammer 1995, Tohver et al. 1995),
vaikka eriissd tapauksissa sytokiniinit ovat
estdneet antosyaniinisynteesin (Moalem-
Beno et al. 1997). Tattarilla kinetiini lisdsi
antosyaniinien ja muiden fenolisten yhdis-
teiden muodostusta nuorissa taimissa jopa
kymmenkertaisesti (Margna & Vainjirv
1983). Kinetiini sai aikaan yhdisteiden
muodostusta niissd taimissa, joissa sitéd ei va-
lokisittelyn aikana muodostunut (Tohver
et al. 1995). Sytokiniiniruiskutus lisdsi nel-
jin biosynteesiin liittyvin geenin ilmene-
mistd (PAL, CHS, CHI, DFR). Siihen vai-
kuttivat sytokiniinin lisdksi valo ja sen ryt-
mitys. Geenien ilmeneminen oli suurinta ai-
kaisin aamulla ja my6hidin illalla (Deikman
& Hammer 1995).

2.3.11 Kasvupaikka

Kasvupaikka tai tietty maantieteellinen si-
jainti ei ole yksiselitteisesti madriteltdvissd
oleva tekijd vaan se on mm. limpétila-, va-
laistus-, maalaji-, ravinne- ja kosteustekijoi-
den summa. Eri tekijoistd kasvupaikka ai-
heutti merkittdvimmin vaihtelua tattarin
siementen kokonaisflavonoidi- ja rutiinipi-
toisuuksiin. Sen sijaan kasvukausi aiheutti
vaihtelua erityisesti tattarin siemenkuoren
flavonoidipitoisuuteen (Oomah & Mazza
1996). Pellavan lignaanipitoisuudet vaihte-
livat selvisti neljdn eri paikkakunnan vilil-
14, mutta my6s vuosien viliset vaihtelut oli-
vat suuria (Thompson et al. 1997).
Suomessa kerityistd marjoista kasvu-
paikka vaikutti puolukan mutta ei musti-
kan ja lakan kversetiinipitoisuuksiin.
Myrisetiinin pitoisuus oli linsisuomalaisissa
mustikoissa matalampi kuin itdsuomalaisis-
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sa marjoissa. Samanlainen trendi havaittiin
karpalon kokonaisflavonoidipitoisuuksissa.
Eroihin on saattanut vaikuttaa marjojen
kypsyysaste sekd mahdolliset pakkaset en-
nen matjojen korjuuta (Hikkinen et al.
1999). Mustikoiden antosyaniinikoostu-
muksessa todettiin eroja, kun verrattiin sa-
man lajikkeen Ranskassa ja Amerikassa vil-
jeltyja marjoja. Eroja oli mm. mustikoista
midritetyissd yhdisteiden lukumairissi, jo-
hon on saattanut vaikuttaa marjojen kyp-
syyserot (Kader et al. 1996). Eurooppalai-
sen ja afrikkalaisen havupuun (Pinus hale-
pensis Mill.) neulasten flavonoidipitoisuudet
ja -koostumukset erosivat erityisesti my-
risetiinin suhteen. Myrisetiini jakoi havu-
puupopulaatiot kolmeen maantieteellisesti
erotettavaan ryhméian: Kreikka, Pohjois-
Afrikka/Linsi-Eurooppa ja Eteld-Eurooppa
(Kaundun et al. 1998).

Vuoristossa kasvaville kasveille on oleel-
lista, ettd ne sietdvdt nopeita limpotila-
muutoksia, matalaa y6lampoétilaa seki kir-
kasta auringonpaistetta. Kasvien kestdvyys
vaativissa sddoloissa saattaa johtua kohon-
neista sekunddiriaineiden pitoisuuksista.
Alpeilla kasvavien luonnonkasvien fla-
vonoidi- (Bachereau et al. 1998) seki an-
tioksidanttipitoisuudet (askorbiinihappoa)
(Wildi & Liitz 1996) lisddntyivit kasvupai-
kan korkeuden mukana (450-3000 m me-
renpinnasta) sekd vuorokaudenajasta riip-
puen. Mitd korkeammalla vuoristossa kas-
vit kasvoivat, sitd enemmin ne sisalsivit eri-
tyisesti askorbiinihappoa. Askorbiinihap-
popitoisuus on riippuvainen valon intensi-
teetistd ja yleensd sitd todettiin suuria pitoi-
suuksia keskipaivilld ja vihdn yolla. Anti-
oksidanttipitoisuuksien lisddntyminen il-
meisesti johtui kasvien lisddntyneestd oksi-
datiivisesta stressistd, jota kirkas valo yh-
dessi alhaisen limpoétilan ja mahdollisen
kylmyysstressin kanssa aiheuttaa vuoristos-
sa (Wildi & Liitz 1996).

2.3.12 Vuosivaihtelut

Kasvukausien tiedetddn vaikuttavan bio-
massan ja primdiriaineiden muodostumi-



seen, silld lampotila, kosteus- ja valo-olot
saattavat vaihdella huomattavasti eri vuosi-
na. Koska sekundidiriaineiden muodostu-
minen on riippuvainen primédriaineista,
voidaan myss sekunddidriaineilla olettaa
esiintyvan vaihtelua (Wang & Murphy
1994, Piccaglia et al. 1997). Esimerkiksi
amerikkalaisten soijapapulajikkeiden iso-
flavonipitoisuudet vaihtelivat lihes kolmin-
kertaisesti (12 000—33 000 mg/kg) eri vuo-
sien vililli. Kasvukausi vaikutti erityisesti
isoflavonoidien pitoisuuksiin ja perinndlli-
set tekijit niiden koostumukseen (Wang &
Murphy 1994).

Kasvukauden aikana esiintyvid sekun-
déidriaineiden vaihtelua on todettu erdilld
monivuotisilla kasveilla. Vaihteluiden ar-
vellaan liittyvin mm. talvehtimiseen ja kas-
vunldht6n lepokauden tai talven jilkeen.
USA:ssa ja Meksikossa kasvava monivuoti-
nen pensas (Isocoma acradenia) muodostaa
flavonoidipitoista resiinid, jonka kerdanty-
minen lehtiin riippuu kehitysvaiheesta ja
vuodenajasta. Korkeimmat resiinipitoisuu-
det todettiin keviilld ennen vegetatiivista
kasvua, jonka jilkeen pitoisuudet laskivat
talvea kohti (Clark & Clark 1990). Oliivin
lehdistd tunnistettujen flavonoidien pitoi-
suudet vaihtelivat vuodenaikojen mukaan.
Flavonoidit jakaantuivat kolmeen ryhmiin
vuodenaikaisvaihtelujen perusteella: fla-
vonoidit, joita muodostui erityisesti kevial-
14, talvella, tai yhtd paljon vuodenajasta
riippumatta (Heimler et al. 1996).

2.4 Geneettisten tekijoiden
vaikutus fenolisten yhdisteiden

esiintymiseen

2.4.1 Kasvilaji

Suurin osa fenolisista yhdisteistd on rajoit-
tunut tiettyihin kasveihin, vaikka erddt yh-
disteet kuten kversetiini ja kahvihappo
esiintyvdat useissa kasveissa. Midritys-
menetelmien kehittyminen sekd kiinnostus
metaboliatuotteista ovat kiihdyttidneet fe-
nolisiin yhdisteisiin liittyvdd tutkimusta.
Erityisesti marjat (mansikka ja musta-
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viinimarja Hékkinen et al. 1998), hedelmiit
(omena Lister et al. 1996, viinirypileet Boss
etal. 1996), vihannekset (parsakaali Price et
al. 1998, porkkana Parr et al. 1997, sipuli
Hirota et al. 1998), vilja- ja valeviljakasvit
(tattari Ohsawa & Tsutsumi 1995, Oomah
& Mazza 1996, Wata- nabe et al. 1997 ja
Watanabe 1998), kuitu- ja 6ljykasvit (pel-
lava Oomah et al. 1996), yrtit (basika Phip-
pen & Simon 1998) ja palkokasvit (soijapa-
pu Wang & Murphy 1994 ja Mazur et al.
1998) sisiltdvit runsaasti fenolisia yhdistei-
ti.

Suomessa kasvavien marjakasvien kuten
juolukan (184 mg/kg), karpalon (157263
mg/kg) ja mustan viinimarjan (115 mg/kg)
kokonaisflavonoidipitoisuudet olivat erityi-
sen korkeita. Esimerkiksi kversetiinid oli
runsaasti mustikassa (20150 mg/kg), va-
riksenmarjassa (55 mg/kg), tyrnissd (60
mg/kg), aroniassa (85 mg/kg) ja pihlajan-
marjassa (60-85 mg/kg). Sen sijaan mustas-
sa viinimarjassa ja karpalossa kversetiinipi-
toisuudet olivat matalat ja myristisiinid oli
runsaasti (Hikkinen et al. 1999).

2.4.2 Kasvilajike

Sekunddirimetaboliatuotteiden lajike-erot
saattavat olla hyvin suuria, silld lajikevalin-
taa tehtdessd sekunddiriaineet ovat harvoin
olleet valintakriteereind. Flavonoidipitoi-
suudessa ja koostumuksessa esiintyvia laji-
ke-eroja on havaittu esiintyvin mm. oliivin
hedelmissa (Esti et al. 1998), oliivin lehdissa
jakukissa (Akikkioglu & Tanriserver 1997),
pensasmustikassa (Prior et al. 1998), viljel-
tyjen perunoiden mukuloissa (Lewis et al.
1998b), luonnonvaraisten perunoiden mu-
kuloissa (Lewis et al. 1998c), omenissa (Ju
et al. 1997), herneessd, hiirenvirnassa
(Wang et al. 1998) ja tattarissa (Tohver et
al. 1995).

Antosyaniinien puuttuminen kokonaan
valkoisen viinirypéleen kuoresta johtuu il-
meisesti UFGT-entsyymid sddtelevin gee-
nin heikosta aktiivisuudesta (Boss et al.
1996). Timd aiheuttaa puolestaan sen, ettd
valkoisen ja tummakuorisen viinirypileen



flavonoidit eroavat toisistaan (Boss et al.
1996, Soleas et al. 1997, Waterhouse &
Teissedre 1997). Erot raaka-aineen fla-
vonoideissa johtavat eroihin myds viinin
laadussa. Punaviineissi on jopa 20 kertaa
enemmin fenoliyhdisteitd kuin valkovii-
neissd (Soleas et al. 1997, Waterhouse &
Teissedre 1997).

75 tutkitun sipulilajikkeen (Alium cepa)
flavonoidipitoisuuksissa oli suuria vaihtelui-
ta (Patil et al. 1995, Price & Rhodes 1997).
Yleensi keltakuoriset lajikeet sisdlsivit eni-
ten kversetiinid, mutta myos vaaleanpunai-
set ja punaiset sisdlsivit sitd runsaasti (55—
285 mg/kg FW). Sen sijaan valkokuoriset
lajikkeet sisdlsivdt vihiten kversetiinid.
Sipuli sisdltdd viristd riippumatta runsaasti
vapaita, sokereihin sitoutumattomia fla-
vonoideja, joilla on ilmeisesti suurempi far-
maseuttinen vaikutus kuin flavonolien gly-
kosideilla (Patil et al. 1995). Kaikilla kas-
veilla flavonoidit eivit vaikuta siemenen vi-
riin, silld keltaisilla ja vihreilld pavuilla (Pha-
seolus vulgaris L.) oli sama flavonoidiprofiili
(Hempel & Bohm 1996).

Seitsemin ruislajikkeen laatuominai-
suuksia madritettdessd kokonaisravintokui-
tupitoisuudella ei ndyttinyt olevan merki-
tystd lajikkeiden lignaanipitoisuuteen. Sen
sijaan ravintokuituosuuteen kuuluvan [3-
glukaanin ja lignaaneihin kuuluvan se-
koisolarisiresinolin vililld oli varsin selvi ne-
gatiivinen korrelaatio (r*=0,81). Sekoisola-
risiresinolin (0,45-0,70 mg/kg) ja ma-
tairesinolin (0,35-0,50 mg/kg) pitoisuudet
eivdt riippuneet toisistaan, mikd viittaa sii-
hen ettd kyseiset lignaanit my6s muodostu-
vat toisistaan riippumatta (Nilsson et al.
1997a/b). Pellavan sekd muista sen sukui-
sista kasveista (Konuklugil 1996) eristetty-
jen lignaanien ja muiden fenoleiden pitoi-
suudet vaihtelivat jopa kolminkertaisesti eri
lajikkeiden vililld. Tdmd saattaa osaltaan
johtua miiritysmenetelmistd (Oomah et

al. 1996).

2.4.3 Kehitysvaihe

Useimpien kasvien sekundéirimetabolia on
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riippuvainen kasvin kehitysvaiheesta. Siksi
on oleellista tietdd kasvien kehitysvaihe, jot-
ta vertailuja aineenvaihduntatuotteiden
koostumuksesta ja pitoisuudesta voidaan
tehdd. Lituruohon antosyaniinisynteesiin
liittyvien geenien ilmeneminen (PAL, CHS,
CHI, DHF) riippui taimen idstd, kun taimet
siirrettiin pimedstd siniseen valoon. Sen si-
jaan taimen idstd riijppumatta geenien il-
menemistd tapahtui aina, kun taimet siir-
rettiin punaisesta siniseen valoon (Kubasek
et al. 1998). Seesaminsiementen lignaani-
koostumus muuttuu nopeasti itimisen jil-
keisind pdivind. Jo noin kahden vuorokau-
den kuluttua itimisestd sesamiinin pitoi-
suus laski lihes olemattomiin. Samanaikai-
sesti siemenessd alkoi muodostua kolmea
uutta lignaaniglukosidia (Kuriyama et al.
1995). Basilika on yksi poikkeuksista, silld
jo noin kahden viikon ikdinen taimi muo-
dostaa kaikkia yli kymmentd kukkivassa
kasvissa esiintyvdd antosyaniinia (Phippen
& Simon 1998).

Kasvien sekundiiriaineenvaihdunta-
tuotteiden pitoisuus kasvaa yleensd kukki-
miseen saakka (Phippen & Simon 1998),
minkd jalkeen pitoisuudet laskevat. lisopin
lehtien diosminipitoisuus lisddntyi lehtien
vanhetessa jopa 50 % (Marin et al. 1998).
Oreganon (Origanum x majoricum) maan-
pdillisen osan kokonaisflavonoidipitoisuus
oli korkeimmillaan kukintaa edeltivin
kauden ja alhaisimmillaan kukinnan aika-
na. Ensimmiisen sadonkorjuun jilkeen fla-
vonoidipitoisuus nousi jilleen kukintavai-
hetta kohti ja oli korkeimmillaan juuri en-
nen toista kukintaa, vaikka pitoisuus oli sil-
loin selvdsti ensimmadistd kukintavaihetta
alhaisempi (Palomino et al. 1997). Morsius-
kellolla kokonaisflavonoidipitoisuus oli kor-
keimmillaan silloin, kun heteen ponnet ni-
kyvit. Antosyaniinipitoisuus oli sen sijaan
korkeimmillaan vasta viiden pdivin kulut-
tua kukinnan alkamisesta (Justesen et al.
1997). Tattari sisiltdd eniten rutiinia ku-
kintavaiheessa, jolloin kukkien, varsilehtien
ja kehittyvien pihkyldiden rutiinipitoisuus
voi olla jopa 12 %. Nuorissa lehdissd ru-
tiinipitoisuus voi olla 10 %, kun se vanhois-
sa lehdissd on vain 1,5 %. Rutiinin tavoin



kversetiinid ja hyperosidia esiintyy kasvissa
eniten kukintavaiheessa (Hagels et al.
1995).

Syotivien kasvinosien antioksidanttiky-
ky on yksi laatuominaisuuksiin vaikuttavis-
ta tekijoistd, mikd muuttuu kehitysvaiheen
mukana. Pensasmustikan kokonaisfla-
vonoidi- ja antosyanidipitoisuudet kasvoi-
vat ja mustikan antioksidanttikyky lisddn-
tyi mustikan kypsyessi. Mustikat, jotka
korjattiin heti vdrin muuttuessa siniseksi,
sisdlsivdt vain vihdn antosyanideja, ja nii-
den antioksidanttikyky oli huono verrattu-
na hyvin kypsiin mustikoihin (Prior et al.
1998). Oliivien kypsymisastetta on pyritty
midrittamadn kemiallisen koostumuksen
avulla, joista yksi mittari on juuri antioksi-
danttisten fenoliyhdisteiden pitoisuus (Esti
et al. 1998).

Hedelmien kuorissa flavonoidipitoisuus
yleensd kasvaa ja hedelmilihassa laskee
kypsymisen edetessd (Venkitakrishnan et
al. 1997). Viinirypileissd sen sijaan fla-
vonoidien pitoisuudet lisddntyvit kypsymi-
sen edetessd (Colugnati et al. 1996). Puna-
ja vihredkuorisen omenan flavonoidipitoi-
suus riippui CHI- ja UFGT-entsyymien ja
antoayaniinipitoisuus PAL-, CHI- ja UFGT-
glukosyltransferaasi-entsyymien aktiivi-
suuksista. Raakojen omenien entsyymiaktii-
visuudet olivat korkeat, minka jilkeen aktii-
visuudet laskivat. Tuuleentumisvaiheessa ne
nousivat uudelleen (Lister et al. 1996).

2.4.4 Kasvinosa

Kasvinosan merkityksen tunteminen feno-
listen yhdisteiden muodostumisessa on tdr-
kedd. Kukat saattavat sisdltdd varsin run-
saasti erilaisia flavonoideja ja antosyaniine-
ja. Iisopin kukan verholehdet sisdlcdvit yli
puolet kasvin kokonaisdiosminimddristd ja
vegetatiiviset lehdet noin 40 % (Marin et al.
1998). Oliivin (Olea europaea L.) lehdet sisdl-
sivit 30 ja kukkanuput 24 kasvinosasta
riippuvaa yhdistettd, joista vain 5 yhdistettd
esiintyi molemmissa kasvinosissa (Akilliog-
lu & Tanriserver 1997).

Hedelmien, vihannesten ja mukulakas-
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vien kuoriosat sisdltdvit lahes poikkeukset-
ta runsaasti fenolisia yhdisteitdi. Omenan
kuorista on analysoitu hedelmilihaa selvisti
suurempia pitoisuuksia, mm. yksinkertaisia
fenoleja, flavonoideja ja antosyaniineja (Ju
etal. 1996). Sipulin uloin kuori ja erityisesti
kuoren yldosa sisdltdd eniten flavonoligly-
kosideja sekd kversetiinid, joiden pitoisuu-
det lisddntyivit sipulin vanhetessa (Hirota
et al. 1998). Fenolisia yhdisteitd oli selvdsti
enemmin perunan mukulan kuoriosassa
kuin sen sisdosissa (Lewis et al. 1998b/c).
Viljojen ja valeviljojen siementen kuoret
ovat arvokkaita fenolisten yhdisteiden ldh-
teitd. Tattarin pahkylikuoren flavonoidipi-
toisuudet olivat kuorittua siementd kor-
keammat. Pdhkylikuoren (740-13140
mg/kg) ja kuoritun pihkylin flavonoidipi-
toisuudet (190-3870 mg/kg) vaihtelivat
varsin runsaasti tutkimuksesta riippuen
(Oomah & Mazza 1996, Dietrych-Szostak
& Oleszek 1999). Kuori sisdltdd myos
UV-valossa punaisena heijastavaa fagopy-
riinid (Samel et al. 1996). Rukiin lignaaneis-
ta matairesinoli ja sekoisolarisiresinoli sijoit-
tuvat jyvidn ulkokerroksiin, mutta sekoiso-
larisiresinolia voi esiintyd mydés tirkkelyspi-
toisessa endospermissd (Nilsson et al.

1997a, b).

2.4.5 Satokomponentit

Korkea tuoresato saattaa alentaa sekunddi-
risten yhdisteiden pitoisuutta, vaikka koko-
naissekunddirisato kasvaisikin. Niin oli
pensasmustikalla, jolla marjan koon suu-
reneminen kasvatti kokonaisantosyaniini-
satoa ja samalla mustikan antioksidanttiky-
kyd (Prior et al. 1998). Télla hetkelld hyo-
dennettdvi sato muodostuu pidasiassa kas-
vin  primdidriaineenvaihduntatuotteista,
joista sekunddiriset yhdisteet muodoste-
taan. Tdmin takia on hyvd ymmirtdd miten
sekunddiriaineiden lisidminen mahdolli-
sesti vaikuttaa primédriaineisiin. Tattarilla
flavonoidi- ja rutiinipitoisuudet ndyttivit
olevan lievidsti riippuvaisia proteiinipitoi-
suudesta (Oomah & Mazza 1996). Pellaval-

la flavonoidien ja proteiinien muodostumi-



nen olivat negatiivisesti riippuvaisia toisis-
taan (Oomah et al. 1996). Sen sijaan  her-
neen ja hiirenvirnaan fenoli- ja tanniinipi-
toisuudet eivit olleet lainkaan riippuvaisia
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Kasvien fytokemikaalien tuotantoa voidaan
tehostaa kasvustoon ruiskutettavilla elisito-
reilla, aineilla, jotka aktivoivat kasvin in-
dusoidun puolustuksen. Tunnettuja elisito-
riaktiivisia aineita ovat mm. mikrobien so-
luseindpreparaatit ja abioottiset kemikaalit,
joista eniten tutkittu on salisyylihappo.

Indusoituun resistenssiin liittyy usein bio-
aktiivisten aineiden lisddntynyt tuotanto.
Niitd ovat mm. fenoliset yhdisteet, jotka
suojaavat kasveja sienitaudeilta, ja joiden
oletetaan olevan myds hyodyllisid ihmisen
terveydelle.

Avainsanat.: kasvinsuojelu, kasvitaudis, kemikaalit

3.1 Johdanto

Kasveille on pitkdn kehityshistorian aikana
kehittynyt monia tehokkaita luontaisia, pe-
rinndllisid keinoja, joiden avulla ne kykene-
vit puolustautumaan taudinaiheuttajia vas-
taan. Niistd puolustuskeinoista osa on kas-
vissa pysyvisti ja ne toimivat siten passiivi-
sesti taudinaiheuttajia vastaan. Nditd ovat
esim. kasvin rakenteelliset esteet, kasvin so-
luseinien vaharakenteet ja erilaiset solutiivis-
tymit sekd sellaiset biokemialliset reaktiot,
joissa kasvi fenolisten yhdisteiden (esim. klo-
rogeenihappo) ja saponiinien avulla estidd pa-
togeenin tunkeutumisen kasvin sisille.
Merkittdvd osa kasvin puolustusme-
kanismeista aktivoituu vasta, kun patogee-
ni iskeytyy kasviin. Tilloin infektiokohta
reagoi nopeasti solujen tiivistymiselld.
Tihin liittyy usein mm. fenolisten yhdistei-
den ja monien muiden sienten kasvua esti-
vien yhdisteiden (mm. fytoaleksiinit) ke-
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rddntymistd. Tdmin seurauksena on usein
solukuolema (hypersensitiivinen reaktio) ja
tunkeutuvan patogeenin kasvun tyrehty-
minen (esim. Karjalainen et al. 1998).
Infektion seurauksena kasvin puolustus-
reaktiot eividt rajoitu vain infektiokohdan
valittémiddn ldheisyyteen. Tiedetddn, ettd
erdit biokemialliset yhdisteet, kuten hydro-
lyyttiset entsyymit ja niitd edeltdvit geeni-
toiminnat, aktivoituvat ensin tietyn lehden
alueella ja sitten vihitellen koko kasvissa
(esim. Karjalainen et al.1998). Tista resis-
tenssin muodosta kidytetddn usein termid
SAR (systemic acquired resistance), joka
tarkoittaa systeemisesti hankittua kesti-
vyyttd. Ilmio ei ole mitenkéddn uusi. Jo lahes
100 vuotta sitten havaittiin ensimmdisen
kerran, ettd aikaisemmin lievin infektion
saanut kasvi voi olla seuraavan infektion
sattuessa kestdvimpi useampaa taudinai-
heuttajaa vastaan. Kasvinsuojelun kannalta
tehtiin merkittiva havainto, kun huomat-
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tiin, ettd ruiskutettaessa kasvin pinnalle
tiettyjd aineita eli elisitoreita pystyttiin in-
dusoitu puolustus aktivoimaan kasvissa
(Cartwright et al. 1977). Timi havainto
avasi tien uuden sukupolven kasvitautien
torjuntamenetelmien kehittdimiselle. Uuden
menetelmédn hyddyntiminen kasvinsuoje-
lussa on vield alkuvaiheessa. Tarvitaan pa-
rempaa tietoa siitd, milld elisitoriaineilla tie-
tyt metaboliareitit kasvissa aktivoituvat, jot-
ta eri tyyppiset taudinaiheuttajat voidaan te-
hokkaasti torjua.

3.2 Biokemialliset
puolustusreaktiot

Monet  puolustusreaktiot  aktivoituvat
elisitorikdsitellyissd kasvisoluissa erittdin
nopeasti. Jo muutaman minuutin kuluttua
elisitorikdsitellyissd soluissa tapahtuu ioni-
muutoksia, joita seuraa vetyperoksidia ja
muita hapettavia aineita vapauttava oksida-
tiivinen purkaus. Niilld aktiivisilla happi-
tuotteilla on tirked rooli taudinkestdvyy-
dessd, silli ne voivat toimia vilituotteina
signaalivilitteisessié ~ defense-molekyylien
aktivaatiossa. Joissain tapauksissa niiden on
todettu suoraan inhiboivan patogeenin kas-
vua (Alvarez et al. 1998). Hiljattain on typ-
pioksidin (NO) osoitettu olevan keskeinen
molekyyli hypersensitiivisen reaktion var-
haisvaiheessa yhdessd reaktiivisten happi-
tuotteiden (ROI) kanssa (Delledonne et al.
1998).

Elisitorikisitellyissd soluissa, kuten
my0s patogeenilla infektoiduissa lehdissi,
on salisyylihapon todettu voimakkaasti li-
sddantyvin (Mauch-Mani & Metraux 1998).
Myés salisyylihapporuiskutus (aspiriini)
kasvin lehdille aktivoi tehokkaasti monet
kasvin puolustusgeenit ja proteiinit (esim.
Karjalainen et al. 1998). On havaittu, etté
tupakan tirked haihtuva yhdiste metyy-
lisalisylaatti kykenee aktivoimaan kasvin
puolustukseen liittyvid molekyylejd (Shula-
ev et al. 1997). Ndmi havainnot yhdessd
siirtogeenisilld kasveilla tehtyjen kokeiden
kanssa antavat vahvat todisteet siitd, ettd
salisyylihapolla on tirked rooli kasvin tau-
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dinkestivyyden sditelyssd. Tutkimustulok-
set johtivat kasvinsuojeluyritykset kehitta-
miidn synteettisid salisyylihappotyyppisid
“elisitoriaineita”, joilla voidaan aktivoida
kasvin puolustusmekanismit kasvihuoneis-
sa ja pellolla.

Kaikki kasvit eivdt kuitenkaan ndytd
noudattavan salisyylihappovilitteistd puo-
lustusmekanismien aktivoitumista. Erityi-
sesti hyonteisille tirkeiden proteinaasi-inhi-
biittoreiden aktivaatioon vaikuttaa jas-
monihappo, joka on linoleenirasvahapon
johdannainen (Wasternack & Parthier
1997). Kasvin kasvua edistdvien rhizobak-
teerien (PGPRs) on osoitettu indusoivan
systeemistd resistenssid kasvissa. Tami ero-
aa salisyylivilitteisestd SAR resistenssistd
siind, ettd kasvissa ei indusoidu PR-puolus-
tusproteiineja, vaan aivan toisentyyppisid,
hyvin pienid puolustusyhdisteitd (Pieterse
et al. 1998). Tasta resistenssistd kiytetddn
termid ISR (indusoitu systeeminen resis-
tenssi), joka on sisdlloltddn laajempi kuin
SAR. Toistaiseksi ei kuitenkaan tiedetd
tarkkaan, miten niiden kahden indusoidun
resistenssityypin signaalivilitysketjut eroa-
vat.

3.3 Elisitorit vaikuttavat
biokemiallisiin
metaboliareitteihin

Elisitorit ovat drsykemolekyylejd, jotka ak-
tivoivat kasvin puolustusreaktiot erilaisia
stressejd vastaan. Hyvin tehokkaita elisito-
reja ovat mm. mikrobien soluseinistd eriste-
tyt fraktiot, joissa usein on aktiivisena osana
glukaani (Hahn 1996). Hiivan soluseinasta
voidaan hyvin helposti eristdd tehokkaita
fraktioita, jotka kykenevit aktivoimaan
mm. fenyylipropaanireitin entsyymejd ja
geeneji (Kervinen et al. 1998). Hiivaelisito-
rien on havaittu aktivoivan mm. ohran ja
mansikan puolustusreaktioita pelto-oloissa,
mikd on johtanut melko tehokkaaseen hir-
mintorjuntaan (Lindroos et al. 1996, Reg-
linski et al. 1994).

Bioottisia elisitoreja on eristetty run-
saasti kasvin soluseinistd, jotka ovat raken-



teeltaan erilaisia sokerijohdannaisia (Hahn
1996). Niditd on hyvin vihidn pystytty laa-
jemmin hy6dyntimédin kasvitautien tor-
junnassa. Kitosaani, dyridisten kuoresta
eristetty glukosamiinien muodostama poly-
meeri, on todettu tehokkaaksi elisitoriksi,
silld se ndyttdd aktivoivan monia hydrolyyt-
tisid entsyymeji ja voimistavan rakenteelli-
sia defense-reaktioita, jotka ovat tehokkaita
sienitautien torjunnassa (Benhamou et al.
1994).

Abioottiset elisitorit, joita ovat mm.
B-aminobutyyrihappo ja salisyylihappo sekd
jalkimmadisen perusteella tehty synteettinen
“elisitori” benzothiadiazole (BTH) ovat tutki-
tuimpia elisitoreja. B-aminobutyyrihapon
tiedetddn aktivoivan tomaatissa PR-prote-
iineja, tunnettuja kasvin puolustukseen liit-
tyvid defense-yhdisteitd. Niiden oletetaan
selittdvdn tomaatissa ruttosienen vi-
heneminen elisitorikésittelyn seurauksena
(Cohen et al. 1994). Glysiinibetaiini
(Greenstim-valmiste), joka on sokerijuurik-
kaasta eristetty aminohappojohdannainen,
ndyttdd omaavan elisitoriaktiivisuutta sa-
moin kuin B-aminobutyyrihappo, seki in-
dusoimalla PR-proteiinia tomaatissa (jul-
kaisematon havainto) etti aktivoimalla fe-
nolisten yhdisteiden tuottoa mansikassa
(Karjalainen et al. in press).

Salisyylihapon on tiedetty jo 20 vuotta
tehostavan kasvin taudinkestdvyyttd, mut-
ta vasta viimeisen 10 vuoden aikana salisyy-
lihapon tirked rooli resistenssin sdidtelyssd
on tarkentunut. Ulkoisesti annettu aspi-
riinikdsittely aktivoi kasvissa monia taudin-
kestdvyyteen vaikuttavia metaboliareitteji,
joista tunnetuimpia ovat hydrolaasit ja fe-
noliyhdisteet (Mauch-Mani & Metraux
1998). Lisdksi salisyylihappo néyttdd vah-
vistavan ei-patogeenisen sienen aiheutta-
maa luonnollisen resistenssin voimakkuutta
(Shirasu et al. 1997). Hiljattain havaittiin,
ettd salisyylihappokdsittely inhiboi viruk-
sen lisddntymistd (Chivasa et al. 1997) ja vi-
ruksen liikkumista kasvissa (Naylor et al.
1998). Niinpi se tarkentaa salisyylihappo-
vilitteisen resistenssin mahdollista me-
kanismia viruksilla. Benzothiadiazole
(BTH, kauppavalmiste Bion) on salisyyliha-
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pon perusteella synteettisesti tehty "elisito-
ri”/kasviaktivaattori, joka on erityisesti tar-
koitettu viljojen hdrmitautien torjuntaan.
BTH niyttdd indusoivan useita SAR-akti-
vaatioon liittyvid geeneji (Lawton et al.
1996, Gorlach et al. 1996), mutta sen on to-
dettu my6s kurkun juuristossa aiheuttavan
voimakkaita rakenteellisia defense-reakti-
oita ja fenolisten yhdisteiden kerdantymistd
infektiokohdan ldheisyyteen (Benhamou &
Belanger 1998b). BTH aktivoi fenolisia yh-
disteitd mansikan lehdilld ja pellolla tehty
kisittely lisdsi kahden flavonolin, kversetii-
nin ja kempferolin pitoisuutta marjoissa
(Karjalainen et al. in press). BTH kisittely
lisdsi hyvin voimakkaasti mustaherukan
lehdissd flavonolien, myrisitiinin ja kverse-
tiinin pitoisuutta (Hukkanen et al. in press).
Flavonoideilla tiedetddn olevan sekd anti-
fungaalista ettd virustauteja ehkiisevid ak-
tiivisuutta (Malhotra et al. 1996, Goetz et
al. 1999). Nimi alustavat tutkimukset viit-
taavat siithen, ettd elisitoreilla kuten
BTH:lla voidaan lisdtd kasveissa terveyttd
edistivid flavonolisia yhdisteitd.

3.4 Kaytannon
torjuntamahdollisuudet

Kasvitautien torjunta hy6dyntimilld kasvi-
en luontaista taudinkestdvyytti kasvinja-
lostuksen keinoin on ollut modernin kas-
vinsuojelun kulmakivid jo useita kymmenid
vuosia. Kasvin resistenssin aktivoiminen ul-
koisin elisitorikésittelyin on vasta tulossa
osaksi kasvinsuojelua, ja kdytinnon tulok-
set rajoittuvat toistaiseksi enimmikseen
puutarhakasveihin. On ilmeistd, ettd ldhi-
vuosina niin kasvihuoneissa kuin avomaalla
elisitoreihin perustuvia kasvitautien torjun-
takeinoja tullaan yhéd laajemmin kéytta-
miin (Lyon & Newton 1997). Lupaavia tu-
loksia on jo saatu mm. vihannesten juuristo-
tautien, vihannesten lehtitautien, mansikan
ja ruusun hdrmin torjunnasta.
Tomaatin pahimpia patogeeneja on
Fusarium oxysporum Schlechtend.:Fr.sp.radi-
calis-lycopersici, joka on tomaatin juurifusari-
oosin taudinaiheuttaja. Taudin torjunta on



vaikeata, ja eri puolilla maailmaa tauti aihe-
uttaa jatkuvasti satotappioita. Kanadassa
tutkittiin, voiko elisitori vihentd4 satoidssa
olevien tomaattien juurifusarioosin aiheut-
tamia tuhoja (Benhamou et al. 1994).
Kitosaania annettiin taimille viikon vilein,
ja tuloksia verrattiin vesikdsittelyyn. Par-
haalla kitosaanikonsentraatiolla (37,5 mg/l)
vihennettiin yli 90 %:1la tomaattien kuol-
leisuutta verrattuna kontrolliin. Kanadalai-
set tutkijat osoittivat, ettd tomaatin lehdille
annettu BTH ruiskutus johti kasvissa sys-
teemisen resistenssin kehittymiseen, joka
vihensi juurifusarioosin aiheuttamia tuhoja
(Benhamou & Belanger 1998a). BTH kiisit-
telyn havaittiin hillitsevin kurkun juuristo-
taudin, Pythium ultimum, aiheuttamia tuho-
ja (Benhamou & Belanger 1998b). Nimi
tulokset viittaavat sithen, etta elisitorit voi-
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vat vihentdd vaikeasti torjuttavien juuristo-
tautien aiheuttamia tuhoja.

Elisitorit ndyttdvit soveltuvan erityisesti
hdrmitautien torjuntaan. BTH-kisittelyn
havaittiin hyvin tehokkaasti vihentdvin
mansikan hirmidd kasvihuonekokeessa
(Lindroos et al. 1996) ja hiljattain saman
elisitorin todettiin vihentdvin vehnin hir-
mid pelto-oloissa (Stadnik & Buchenauer
1999). Kukkakaalin kisittely BTH:lla vi-
hensi lehtihometta (Godard et al. 1999).
Erddt fosfaattisuolat stimuloivat kasvin
puolustusyhdisteitd, joiden on todettu te-
hoavan mm. kurkun hirmiin (Reuveni et
al. 1995). Uusilla elisitoreilla voidaan kui-
tenkin torjua monien marjojen, vihannesten
ja koristekasvien hdrmad huomattavasti te-
hokkaammin kuin fosfaattisuoloilla.
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Fenolisten yhdisteiden on raportoitu vai-
kuttavan terveyteen monella tavalla. Fla-
vonoidien on todettu vaikuttavan erilaisten
entsyymien toimintaan, olevan antikar-
sinogeenisia ja estivin sydin- ja ve-
risuonitauteja.  Flavonoidien  antikar-
sinogeenisuutta ei tosin ole pystytty osoitta-
maan epidemiologisin kokein yhté selvisti
kuin niiden syddn- ja verisuonitauteja esti-
vdd vaikutusta. Edellisten vaikutusten li-
siksi flavonoidien on mm. todettu toimivan
anti-allergeeneina ja estdvin virusten, bak-
teerien ja sienten lisddntymistd. Fenolisilla
hapoilla on todennikoisesti myos samanlai-
sia vaikutuksia kuin flavonoideilla, mutta

niiden yhdisteiden tutkimus on ollut vdhii-
sempdd. Fenolisten yhdisteiden antikar-
sinogeeniset ja syddn- ja verisuonitauteja es-
tivit vaikutukset perustuvat niiden antiok-
sidatiivisuuteen. Useat fenoliset yhdisteet
ovat voimakkaita antioksidantteja. Fenoli-
sia yhdisteitd esiintyy kaikissa kasveissa,
mutta niiden pitoisuus eri kasveissa vaihte-
lee suuresti. Kaikki kasvikset eivit siis ole
hyvid lihteitd. Parhaita flavonoidien ldhtei-
td ovat hedelmit, marjat, sipulit, vihred tee
ja punaviini. MTT:sséd tehtyjen uusien tut-
kimusten mukaan flavonoidien kokonais-
saanniksi arvioitiin 55 mg/vrk.

Avainsanat: fenolit, yhdisteet, kemialliser yhdisteet, terveysvaikutukset,
antioksidantit, syddn- ja verisuonitandit, syipd

4.1 Johdanto

Jo vuosikymmenten ajan runsaan hedelmi-
en ja kasvisten kdyton on uskottu edistdvin
terveyttd. Viime aikoina tehdyt laajat epi-
demiologiset tutkimukset ovat osoittaneet
tieteellisesti timdn vanhan uskomuksen
(Steinmetz & Potter 1991, Ames et al.
1993). Kasviksissa esiintyvid, terveyteen
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edullisesti vaikuttavia yhdisteitd saattavat
olla mm. vitamiinit, mineraalit, ravintokui-
tu, glukosinolaatit, indolit, terpenoidit,
kasvisterolit, rikkiyhdisteet ja polyfenoliset
yhdisteet, kuten flavonoidit ja fenoliset ha-
pot (Meltzer & Malterud 1997). Kyseisten
yhdisteiden yksittéis- ja yhteisvaikutusten
kartoitus on valtava tyGsarka, josta riittdd
tutkimista vuosikymmenien ajaksi elintar-
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vikekemisteille, ravitsemustieteilijoille ja
ladkireille.

Polyfenolisten yhdisteiden biologinen
aktiivisuus on jo kauan kiinnostanut tutki-
joita. Jo 1930-luvulla kyseisten yhdisteiden
terveysvaikutusten vuoksi niitd alettiin kut-
sua P-vitamiineiksi. Nimityksestd luovut-
tiin, kun havaittiin, ettd ne eivit ole vitamii-
nien tavoin elimistolle vilttdmattomid.
1970-luvulla flavonoidit herdttivit kohua
mahdollisina mutageeneina ja karsinogee-
neina. Mychemmin saatiin pdinvastaisia tu-
loksia. Viimeisen kymmenen vuoden aika-
na polyfenolisten yhdisteiden tutkimus on
lisadntynyt rdjahdysmaiisesti. Uusimmissa
tutkimuksissa flavonoidien on raportoitu
vaikuttavan biologisesti monella tavalla.
Niiden on mm. todettu toimivan anti-aller-
geeneina sekd estdvin virusten, bakteerien
ja sienten lisddntymistd. Lisdksi niiden on
todettu vaikuttavan erilaisten entsyymien
toimintaan, olevan antikarsinogeeneja (to-
sin péinvastaisia tutkimuksia on julkaistu)
sekd estdvin syddn- ja verisuonitauteja
(Meltzer & Malterud 1997, Bravo 1998,
Breinholt 1999).

Flavonoidien lisiksi kasviksissa esiintyy
suurina pitoisuuksina fenolisia happoja, joil-
la on todennikéisesti antikarsinogeenisid
sekd sydén- ja verisuonitautia estédvid vaiku-
tuksia. Ndiden yhdisteiden tutkimus on ol-
lut vihdisempdd kuin flavonoidien (Brein-
holt 1999).

Fenolisten yhdisteiden oletetut antikar-
sinogeeniset sekd syddn- ja verisuonitauteja
estavit vaikutukset perustuvat niiden an-
tioksidatiivisuuteen. Uusimpien tutkimus-
ten mukaan useat fenoliset yhdisteet ovat
tehokkaita antioksidantteja, jotka estdvit
rasvojen hapettumista koeputkessa. Ne
ndyttdvit vihentdvin my0s elimistossd va-
paiden radikaalien aiheuttamaa rasvahap-
pojen hapettumista (Meltzer & Malterud
1997, Bravo 1998, Breinholt 1999).
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4.2 Antioksidantit ja niiden rooli
syovan ja sydan- ja
verisuonitautien estossa

Hapettuminen ja hapen reaktiivisten muo-
tojen ns. vapaiden radikaalien syntyminen
oletettavasti aiheuttaa sy6vin sekd sydin- ja
verisuonitaudin kehittymisen. Happiradi-
kaalit indusoivat muutoksia geneettiseen
materiaaliin hapettamalla tiettyja DNA:n
emiksid. Geneettisen materiaalin muunte-
lu voi my0s tapahtua epdsuorasti happiradi-
kaalien hapettaessa yksittdisen solun toi-
minnalle tirkeitd proteiineja ja lipideji.
Tuotettu toiminnallinen vaurio saattaa ai-
heuttaa mutageneesid, karsinogeneesii tai
ikddntymistd. Jatkuvasti saadaan lisdd ndyt-
tod siitd, ettd LDL:n (low density lipopro-
tein) hapettuminen kdynnistdisi ihmisilld
sydin- ja verisuonitautien muodostumisen.
Hapettuneella LDL:1l4 on voimakkaita sy-
totoksisia ja aterogeenisid vaikutuksia, jot-
ka saattavat johtaa valtimoiden ahtautumi-
seen ja verisuonitukokseen (Breinholt
1999).

Ihmisen elimiston antioksidanttipuo-
lustus (katalaasi, superoksididismutaasi ja
metalleja sitovat proteiinit) ei riitd taydelli-
sesti estdmddn hapettumisvaurioita, vaan
terveyden ylldpitimiseksi antioksidantteja
on saatava ravinnosta (Breinholt 1999).
Tirkeimpind pidettyjd ravintoperdisid an-
tioksidantteja ovat O-tokoferoli, retinyylis-
tearaatti, Y-tokoferoli, B-karoteeni ja C-vi-
tamiini (Melzer & Malterud 1997). Edelld
mainittuun joukkoon liitetddn nykyddn
myos fenoliset yhdisteet. Niita esiintyy ra-
vinnossa runsaasti, ja niiden merkitystd sy6-
vin sekd sydin- ja verisuonitautien eh-
kiisyssd pidetddn lupaavana.

4.3 Fenoliset yhdisteet

antioksidantteina

Useat fenoliset yhdisteet ovat voimakkaita
antioksidantteja. Erdissi in vitro -tutkimuk-
sissa flavonoideilla on todettu olevan jopa
voimakkaampia antioksidatiivisia ominai-



Kuva 7. Kversetiinin molekyylirakenne.

suuksia kuin o-tokoferolilla (Melzer & Mal-
terud 1997). Polyfenolisten yhdisteiden an-
tioksidatiivisuus riippuu niiden rakentees-
ta. Antioksidatiivista aktiivisuutta aiheut-
tavat mm. seuraavat rakenneominaisuudet:
o-difenolinen ryhmi (B-renkaassa), 2-3
kaksoissidosta konjugoituneena karbonyy-
liryhmin kanssa C4:ssi ja hydroksyyliryh-
miit hiilissd 3 ja 5. Esim. kversetiinin mole-
kyylirakenteessa ovat kaikki edelld maini-
tut piirteet (Kuva 7). Flavonoidien antioksi-
datiivisuutta lisdd edelld mainittujen seik-
kojen lisiksi hydroksylaatioaste ja sitd vid-
hentdd sokeriryhmin liittyminen molekyy-
liin (vain aglykonit ovat antioksidantteja).
Fenolisten happojen antioksidatiivinen teho
on pienempi kuin flavonoidien (Bravo
1998). Tosin fenolisten happojen pitoisuu-
det kasviksissa ovat suuret ja niissd esiintyy
paljon ¢-difenolisia muotoja, joiden antiok-
sidanttiteho on merkittavi.

Fenoliset antioksidantit vaikuttavat ke-
latoimalla hapettumista katalysoivia metal-
li-ioneja ja muuttaen vapaita radikaaleja vi-
hemmain agressiivisiksi fenoksiradikaaleik-
si. Lisaksi ne sammuttavat vapaita radikaa-
leja hapettumisen terminaatiovaiheessa.
Fenoliset antioksidantit reagoivat happira-
dikaalien kanssa seuraavasti (Bravo 1998):

Vetyatomin lnovutus happivadikaaleille

ROO* + PPH - ROOH + PP*
RO* + PPH - ROH + PP*

Fenoksivadikaalien reaktiot muiden vapai-
den rvadikaalien kanssa terminaatiovaihees-
sa
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ROO* + PP* - ROOPP
RO* + PP* > ROPP

Antioksidatiivisen toiminnan lisdksi fe-
noliset yhdisteet saattavat tietyissd olosuh-
teissa (fenolisten yhdisteiden suuri konsent-
raatio, korkea pH, raudan ldsndolo, tietty
hapettumisprosessin vaihe) toimia pro-oksi-
dantteina (Shahidi ja Wanasundra 1992,
Otero et al. 1997, Moran et al.1997). Feno-
liset yhdisteet saattavat siis erdissd tapauk-
sissa olla pikemminkin riski kuin etu ter-
veydelle. Niin lupaavilta kuin fenolisten yh-
disteiden terveysvaikutukset tuntuvat, ky-
seisten yhdisteiden bioaktiiviset ominaisuu-
det ja toksikologia olisi tarkkaan tutkittava
ennen kuin niitd aletaan rikastaa ravintoon.

4.4 Flavonoidien ja fenolisten
happojen saanti ja
hyvaksikaytettavyys

Fenolisia yhdisteitd esiintyy kaikissa kas-
veissa, mutta niiden pitoisuus eri kasveissa
vaihtelee suuresti. Kaikki kasvikset eivit
siis ole hyvid ldhteitd. Hedelmit ja marjat si-
saltdavit suuria pitoisuuksia samoin kuin si-
pulit, vihred tee ja punaviini. Flavonoidien
pdivittdisen saannin on arvioitu vaihtelevan
vililli 50-150 mg/vrk (Breinholt 1999).
MTT:ssi tehtyjen uusien tutkimusten mu-
kaan kokonaissaanniksi arvioitiin = 55
mg/vrk (Kumpulainen et al. 1999). Kysei-
nen tutkimus oli erittdin perusteellinen,
koska saantiarvioissa oli mukana 24 fla-
vonoidia. Erityisesti appelsiinien (28,5
mg/vrk)ja teen (12 mg/vrk) osuus saannista
oli suuri. Vaikka punaviini on erinomainen
flavonoidien lihde, sen kulutus on Suomes-
sa niin pientd, ettd silli on flavonoidien
saannille vain vihdinen merkitys. Fenolis-
ten happojen saannin on arvioitu olevan
paljon suurempaa kuin flavonoidien (muu-
tamia grammoja/vrk, Breinholt 1999).
Fenolisten happojen saannin arviointi on
hankalaa, koska tiedot niiden esiintyvyy-
destd ja pitoisuuksista elintarvikkeissa ovat
puutteelliset. Radtke et al. (1998) tekivit
kirjallisuudesta etsimiensid tietojen perus-



teella fenolisten happojen pitoisuuksia kos-
kevan tietokannan, jota kdyttdmilld he ar-
vioivat saksalaisten keskimdiriiseksi saan-
niksi 222 mg/vrk.

Vaikka flavonoidien saanti on kym-
menid milligrammoja vuorokaudessa, vain
murto-osa niistd imeytyy elimist66n. Erditd
katekiineja lukuunottamatta flavonoideista
imeytyy vain alle 1%. Imeytymiton jddn-
n6s metaboloituu paksusuolen mikrobient-
syymien vaikutuksesta muodostaen fenoli-
sia happoja, jotka edelleen voivat imeytyd ja
toimia antioksidantteina (Breinholt 1999).

4.5 Flavonoidien antimikrobiaaliset

ominaisuudet

Flavonoidien on havaittu olevan tehokkaita
antimikrobiaalisia yhdisteitd 7z vitro ja nii-
den on todettu estdvin useiden mikro-or-
ganismien kasvua. Flavonoidien antimikro-
biaalinen aktiivisuus luultavasti johtuu nii-
den kyvystd muodostaa komplekseja solun
ulkopuolisten ja liukoisten proteiinien ja
bakteerien soluseindn kanssa. Lipofiilisim-
mit flavonoidit voivat lisiksi hajottaa mik-
robimembraaneja. Joku aika sitten havait-
tiin vihreilld teelld olevan antimikrobiaalis-
ta aktiivisuutta. Tamd johtuu teen sisiltd-
mistéd katekiineista. Niiden on havaittu in-
hiboivan mm. Vibrio Cholerae:n, Streptococcus
mutans:n ja  Shigella:n kasvua (Murphy
Covan 1999).

Flavonoidiyhdisteilld on havaittu inhi-
boivia vaikutuksia monia viruksia vastaan.
Jotkut flavonoidit inhiboivat jopa HIV:a.
Useat ravinnossa suurina pitoisuuksina
esiintyvien flavonoidien kuten kversetiinin,
hesperetiinin ja katekiinin on todettu inhi-
boivan mm. hengityselintulehdusta aiheut-
tavaa virusta (RSV), herpes virusta (HSV-
1), tyypin 1 poliovirusta ja parainfluenssavi-
ruksen tyyppid 3 (Murphy Covan 1999).
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4.6 Flavonoidien ja fenolisten
happojen vaikutukset

syovan estossa

Flavonoidien merkityksestd syopasairauksi-
en kehittymisessd on saatu ristiriitaisia tu-
loksia. Koe-eldimilld tehdyissd biologisissa
kokeissa flavonoideilla on todettu olevan
syopad estdvi vaikutus, ei vaikutusta ollen-
kaan tai vaikutus on ollut sy6pid edistdvi.
Suurimmassa osassa tutkimuksia on todet-
tu, ettd useilla runsaasti ravinnossa esiinty-
villd flavonoideilla (mm. kversetiini, my-
risetiini, katekiini, apigeniini) on monia eri
syOpdlajeja estdvdd vaikutusta ja ettd ne in-
hiboivat syopdd aiheuttavia karsinogeeneji
(Melzer & Malterud 1997, Bravo 1998).

Flavonoidien syopdd estdvin ominaisuu-
den uskotaan perustuvan monen eri toimin-
non yhteisvaikutukseen. Flavonoideilla on
nimittdin havaittu useissa eldinkokeissa ole-
van suuri madrd erilaisia biokemiallisia ja
biologisia aktiviteettejd, jotka voivat olla
tirkeitd ihmisen sy6vin estossa. Nditd ovat
mm. antioksidanttivaikutus, sy6vin kasvua
hidastava vaikutus ja kyky inhiboida tietty-
jen sy6vin kehittymistd edistdvien entsyy-
mien toimintaa (Meltzer & Malterud 1997,
Bravo 1998).

Kuten aiemmin mainittiin, erdita fla-
vonoideja koskevat tutkimukset ovat risti-
riitaisia ja syOpdd estdvdn ominaisuuden
ohella niilld yhdisteilld on todettu olevan
genotoksisia ja pro-oksidatiivisia vaikutuk-
sia 7n vitro. Erityisesti kversetiinin eniten
tutkittuna flavonoidina on todettu useissa
koe-eldimilld tehdyissd tutkimuksissa toi-
mivan mahdollisena karsinogeenind. On
epdselvid, toimiiko kversetiinin syopéd in-
dusoiva mekanismi samalla tavalla ihmisen
elimistossd. Koe-eldimilld tehdyissd tutki-
muksissa on kidytetty hyvin suuria pitoi-
suuksia, joita ihminen ei voi saada miten-
kddn ravinnosta. Tédssd mielessd koe-eldin-
tutkimusten soveltaminen ihmiseen on ky-
seenalaistettava. Ihmisilld tehdyissd kokeis-
sa ndyttod kversetiinin syOpad aiheuttavasta
ominaisuudesta ei ole saatu. Myoskidn epi-
demiologisissa tutkimuksissa ei ole havaittu
mitaan riskia flavonoidien suhteen (Bein-



holt 1999).

Vaikka useiden epidemiologisten tutki-
musten mukaan runsas hedelmien ja kasvis-
ten syOnti suojaa erityyppisiltd syOpisai-
rauksilta, flavonoidien suojaavaa vaikutusta
ei ole kyetty epidemiologisissa tutkimuksis-
sa lopullisesti osoittamaan. Kolmesta teh-
dystd tutkimuksesta kahdessa ei havaittu
yhteyttd syopdsairauksilla ja flavonoidien
saannilla (Hertog 1996, Hertog et al. 1994,
Goldbohm et al. 1995). Sen sijaan Knekt et
al. (1997) havaitsivat kddnteisen riippuvuu-
den flavonoidien saannilla ja syopésairauk-
sien esiintyvyydelld.

Kuten flavonoideilla myds fenolisilla ha-
poilla on eldinkokeissa todettu sy6péd inhi-
boivia vaikutuksia. My6s fenolisilla hapoilla
tehdyissi eldinkokeissa on kdytetty suuria
pitoisuuksia. Ravinnon fenolisten happojen
runsaan esiintyvyyden vuoksi kdytetyt tasot
ovat olleet ldhempind ihmisten saantiluku-
ja kuin flavonoideilla tehdyissd vastaavissa
kokeissa. Monet hyvit flavonoidien ldhteet
ovat my0s hyvid fenolisten happojen lihtei-
td. Todennikdisesti yksin epidemiologisten
tutkimusten perusteella on vaikea piitelld,
onko mahdollisten positiivisten vaikutusten
takana flavonoidit, fenoliset hapot tai vai-
kuttavatko ndmi yhdisteet synergisesti.
Tdhin mennessd epidemiologisia tutki-
muksia fenolisten happojen mahdollisesta
vaikutuksesta syovin syntyyn ei ole tehty

(Breinholt 1999).

4.7 Flavonoidien ja fenolisten
happojen vaikutukset sydan-

ja verisuonitautien estossa

Useissa iz vitro — ja eldinkokeissa on saatu
lupaavia tuloksia flavonoidien suojaavasta
vaikutuksesta syddn- ja verisuonitauteja
vastaan. Flavonoidit pystyvit sddtelemddn
monia prosesseja, joiden arvellaan olevan
syynd edelld mainitun sairauden kehittymi-
seen. Flavonoidit mm. estdvit tai viivyttd-
vit LDL:n hapettumista. Lisiksi erdiden
flavonoidien on havaittu inhiboivan plakki-
en kiinnittymisti ja kasautumista, toimivan
lipoksigenaasin ja syklo-oksigenaasin inhi-
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biittorina ja tdmidn johdosta vihentdvin
tromboksaani A2:n muodostumista, edisti-
vin seerumin triglyseriditasoja alentavien
sappihappojen eritystd ja hajottavan jo
muodostuneita verisuonitukoksia (Melzer
& Malterud 1997).

Yhteensi kuusi epidemiologista tutki-
musta on tehty flavonoidien vaikutuksesta
sydédn- ja verisuonitautien estossa (Hertog
et al. 1993, Hertog et al. 1995, Keli et al.
1996, Knekt et al. 1996, Hertog et al.
1997, Rimm et al. 1996). Flavonoidien
saannilla ja syddn- ja verisuonitautien esiin-
tyvyydelld havaittiin kddnteinen yhteys nel-
jassd edelld mainitussa tutkimuksessa.
Esim. Hertogin et al. (1993) mukaan riski
kuolla sydin- ja verisuonitautiin oli 65 %
matalampi niilld, jotka saivat eniten fla-
vonoideja (ylin tertiili, 42 mg/vrk) verrattu-
na vihiten flavonoideja saavaan ryhmiin
(alin tertiili, 12 mg/vrk). Hertog et al.
1995, Keli et al. 1996 ja Knekt et al. 1996
saivat samansuuntaisia tuloksia. Hertog et
al. (1993, 1995) tutkivat vain flavonolien
saantia ja havaitsivat elintarvikeryhmistd
teen olevan tirkein timin yhdisteryhmin
lahde. Jopa 61% flavonolien saannista tuli
teestd. Tamdn vuoksi nimenomaan teen
juonnin arveltiin edistdvin terveyttd. Wale-
sissa tehty tutkimus (Hertog et al. 1997)
antoi pdinvastaisia tuloksia; eniten fla-
vonoideja saaneiden (ylin tertiili, 43 mg/
vrk) kuolleisuus oli yleisempid kuin vihiten
flavonoideja saaneiden (alin tertiili, 14
mg/vrk). Tdmin arveltiin johtuvan siitd,
ettd teen juonti on Walesissa kytkoksissd
epiaterveellisiin elintapoihin kuten tupa-
kanpolttoon ja runsaaseen rasvojen kiyt-
to0n. Laajin epidemiologinen tutkimus fla-
vonoidien terveysvaikutuksista tehtiin Yh-
dysvalloissa vuonna 1996 (Rimm et al.
1996). Myéskdin tdssd tutkimuksessa kor-
relaatioita flavonoidien saannin ja sydén- ja
verisuonitautien esiintyvyyden vililld ei saa-
tu. Knekt et al. (1996) sen sijaan havaitsivat
lievin kédidnteisen korrelaation flavonolien
saannin ja sairastavuuden vililld.

In vitro -tutkimukset osoittavat, etta fe-
nolisilla hapoilla on flavonoidien kaltaisia
sydin- ja verisuonitautia ehkiisevid ominai-



suuksia. Esimerkiksi kahvi-, kumariini-, ja
protokatekiinihapot pystyvit estimiin
LDL:n hapettumista, kahvi- ja kuma-
riinihapot toimivat synergistisesti Ol-toko-
ferolin kanssa ja klorogeeni-, kahvi- ja ferru-
lihapot toimivat lipoksigenaasin ja syk-
lo-oksogenaasin inhibiittoreina. Yhtikiin
epidemiologista tutkimusta ei vield ole teh-
ty fenolihappojen roolista sydin- ja ve-
risuonitautien estossa (Breinholt 1999).

4.8 Yhteenveto

Flavonoidien mahdollinen suojaava vaiku-
tus sydidn- ja verisuonitaudeilta on epide-
miologisin tutkimuksin selkeammin osoi-
tettu kuin suojaava vaikutus syopasairauk-
silta. Toisaalta epidemiologisissa tutkimuk-
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sissa haetaan vain korrelaatioita, jotka voi-
vat johtaa harhaan. Iz vitro- ja biologisissa
tutkimuksissa on saatu hyvin ristiriitaisia
tuloksia fenolisten yhdisteiden terveysvai-
kutuksista. Tutkimuksissa kdytetyt pitoi-
suudet ovat olleet ldhes poikkeuksetta hy-
vin suuria, jollaisia ei voi saada elintarvik-
keita normaalisti nauttimalla. Tutkimusten
vertailua hankaloittaa my®6s se, ettd on kiy-
tetty erilaisia elintarvikeuutteita eikd puh-
dasaineita, on mitattu erilaisia asioita ja tut-
kimukset on tehty erilaisissa olosuhteissa.
Lisiksi elainkokein saatuja tuloksia ei voi
suoraan soveltaa ihmiseen. Vaikka fla-
vonoidit ja fenoliset hapot ovat lupaavia ter-
veysvaikutteisia yhdisteitd, tarvitaan vield
paljon tutkimusta ennen kuin niiden posi-
tiiviset vaikutukset pystytddn lopullisesti
osoittamaan.
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Lignaaneilla on todettu olevan paljon ter-
veydelle edullisia ominaisuuksia. Ne voivat
mm. pienentéd riskid sairastua hormonipe-
riiseen syOpddn, kuten rinta- tai eturauhas-

syOpddn, diabetekseen tai sydin- ja ve-
risuonitauteihin. Pellava on yksi rikkaim-
mista lignaania sisdltdvistd kasveista ja sen
yleisin lignaani on sekoisolarisiresinoli.

Avainsanat: terveysvaikutukset, diabetes, sydin- ja verisuonitaudit, syipa, kemialliset yhdisteet

b.1 Johdanto

Lignaaneja on tavattu yleisesti korkeimmis-
ta kasveista. Niitd on eristetty juurista, leh-
distd, kuorista, varren puuosasta ja hart-
sieritteistd (von Schanz & Hiltunen 1990).
Lignaanit toimivat kasveissa puolustusme-
kanismina mm. kasvitauteja ja hyonteisid
vastaan ja niilld on luultavasti yhteyttd kas-
vien kasvunsiitelyyn (Ayres & Loike 1990).
Lignaanit ovat yleensd dimeerejd, joissa on
dibentsyylibutaani  runko (Pat. US.
5705618). Ne muodostuvat kahdesta fe-
nyylipropanoidiyksikdsti sivuketjujen kes-
kimmiisten hiilien muodostamien hiili-hii-
lisidosten tai muiden molekyylien vilisten
sidosten avulla. Kuvassa 8 on esitetty esi-
merkkind sekoisolarisiresinolin, matairesi-
nolin, enterodiolin ja enterolaktonin ke-
mialliset rakenteet.

Kasviperiiset lignaanit ovat luonnossa
esiintyvid hormoninkaltaisia fenolisia fyto-
estrogeenejid (von Schanz & Hiltunen
1990). Suolistobakteerit muuntavat kasvis-
perdisid lignaaneja nisikislignaaneiksi.
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Niin mm. sekoisolarisiresinoli muuttuu en-
terodioliksi, joka edelleen suolistobakteeri-
en avulla voi hapettua enterolaktoniksi.
Matairesinoli voi hajota suoraan enterolak-
toniksi (Adlercreutz 1984, Setchell 1995,
Thompson et al. 1996, Rickard &Thomp-
son 1997). Kuvassa 9 on esitetty nisakaislig-
naanien syntyminen.

Erityisesti Aasiassa kédytetddn paljon
seesaminsiemenid ja -6ljyd. Seesamin-
siemenet sisiltdvit bisepoksilignaaneja ku-
ten seesaminia (0,2—0,5 %) ja seesamolinia
(0,2-0,3 %) (Shukla et al. 1996). Seesamin-
siemenistd saatavassa 6ljyssd on puolestaan
paljon seesaminolia, joka on antioksidatiivi-
nen. Kang et al. (2000) totesivat, ettd seesa-
minoli on tehokkaampi radikaalien sieppaa-
ja kuin esim. O-tokoferoli ja ettd se voi estdd
LDL-kolesterolin hapettumista. Muita vii-
me vuosina paljon tutkittuja lignaaneja on
kuusessa esiintyvd hydroksimatairesinoli
(HMR), joka soveltuu syovin ehkiisyyn
(mm. Saarinen et al. 2000). HMR:n raken-
ne on esitetty kuvassa 10.

Pellava on yksi rikkaimmista lignaania
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Kuva 8. Matairesinoli, sekoisolarisiresinoli, enterolaktoni ja enterodioli.
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Kuva 9. Nisékaslignaanien syntyminen.

sisdltdvistd kasveista. Se sisdltdd jopa 800
kertaa enemmain lignaaneja kuin mikdin
muu kasviperdinen elintarvike. Pellavan
yleisin lignaani on sekoisolarisiresinoli, joka
esiintyy glukosidina tai diglukosidina

Kuva 10. Hydroksimatairesinolin (HMR) ra-
kennekaava.
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(Thompson et al. 1991). Obermeyerin et al.
(1995) ja Mazurin et al. (1996) mukaan se-
koisolarisiresinolia on pellavansiemenissd
800-3700 mg/kg ja pellavansiemen-
jauhoissa 2260 mg/kg. Uusimpien tutki-
muksien mukaan mdéirit ovat huomatta-
vasti suurempia. Johansonin et al. (2000)
mukaan pellavan siemenessd on sekoisola-
risiresinolia 3000-6500 mg/kg. Astola &
Kumpulainen (2001) raportoivat pellava-
rouheen sekoisolarisiresinolipitoisuudeksi
7000 mg/kg. Mazur et al. (1996) ovat 16y-
tineet pellavan siemenestd matairesinolia
11 mg/kg. Matairesinolin esiintymisesti
pellavassa on ristiriitaista tietoa, usein pella-
vansiemenissd kerrotaan olevan vain se-
koisolarisiresinolia. Matairesinolipitoisuuk-
sien on havaittu suurenevan silloin, kun
kasvi altistuu sienitaudeille (Ayres & Loike



1990). Pellavan lignaanipitoisuudet vaihte-
levat huomattavasti eri lajikkeiden ja kas-
vupaikkojen vililla (Thompson et al. 1997).

Timin kirjallisuuskatsauksen péddpaino
on pellavassa esiintyvissd sekoisolarisiresi-
nolissa ja sen glykosidissa sekd enterodioli-
ja enterolaktoninisikaslignaaneissa.

b.2 Vaikutus syovan estossa

Fytoestrogeenien tutkimus alkoi eldinlda-
ketieteellisilld tutkimuksilla. Lampailla ja
karjalla huomattiin suuria lisddntymison-
gelmia alfa-alfa- ja apilapitoisessa ruokin-
nassa, koska niissd oli paljon fytoestro-
geenejd. Lignaanien ihmisen terveydelle po-
sitiivisia vaikutuksia on tutkittu vasta vuo-
desta 1981 (Adlercreutz 1996). Lignaanit
ovat useiden tutkimusten mukaan antikar-
sinogeenisia 7z vitro-solukkoviljelyissa sekd
in vivo-eldinkokeissa. Lignaanien on osoitet-
tu vaikuttavan ihmisten leukemiasyopa-
solujen jakautumista ja kasvua estdvisti
(Kurzer et al. 1995). Thompsonin (1993)
mukaan tdmi johtuu siitd, ettd estrogee-
neilld on kasvua sddtdvid ominaisuuksia.
Sekoisolarisiresinolidiglykosidi (SDG) vi-
hentdd kasvaimien madrad sekd kas-
vunopeutta rotilla (Thompson et al. 1997).
Rickard et al. (2000) esittivit, ettd pellava ja
SDG voivat vihentdd plasman insuliinin
kaltaista kasvutekijd I:std (IGF-I), joka on
maksassa syntetisoituva 70 aminohaposta
koostuva polypeptidi. Useissa tutkimuksis-
sa naisilla, joilla on suuri riski sairastua rin-
tasyopdin, ovat plasman IGF-I pitoisuudet
korkeat. Kun plasmassa oleva IGF-I madrd
pienenee, niin riski sairastua rintasyopéddn
vol pienentya.

Nisdkislignaanit kiyvit lipi enterohe-
paattisen kierron (Thompson et al. 1991,
Setchell 1995, Jenab & Thompson 1996) eli
ne absorboituvat suolistosta, kulkeutuvat
maksaan, jonka jilkeen ne palautuvat sapen
kautta uudelleen kiertoon. Sen jilkeen ne
poistuvat paksusuoleen ja lignaanit reabsor-
boituvat pddasiassa konjugaatteina. Osa
lignaaneista kulkeutuu munuaisiin ja pois-
tuu virtsan mukana. Useat kokeet osoitta-

54

vat, ettd enterodiolin ja enterolaktonin
madrdt ithmisen ja rotan virtsassa ovat suo-
raan verrannollisia kasviperiisten lignaa-
nien médradn ruokavaliossa. Rickard et al.
(1996) tutkivat pellavan ja sekoisola-
risirenolidiglykosidin (SDG) vaikutusta ro-
tilla suoritetussa kokeessa. Virtsasta mitat-
tiin enterolaktonin (EL), enterodiolin (ED)
ja vapaan sekoisolarisiresinolin (SECO) pi-
toisuudet. Pitoisuudet virtsassa lisddntyivit
lineaarisesti pienilld pellava- tai SDG-mii-
rilld mutta isommilla mdérilld mitatut pi-
toisuudet virtsassa eivit endd lisddntyneet
merkittdvisti. Kun ruokinnassa kiytettiin
SDG:td, niin EL, ED ja SECO madirit virt-
sassa olivat vain 10—20 % teoreettisesta ar-
vosta. Tdmd selittynee joko SDG epitiydel-
lisestd hydrolyysistd, bakteerien vaikutuk-
sesta, hajoamisesta muiksi tuotteiksi tai en-
terolaktonin ja enterodiolin metaboloitu-
misesta muiksi yhdisteiksi. Hydrolysoima-
tonta SDG:a ei havaittu mittauksissa.
Rintasy6pid potevilla menopausaalisilla
sekd postmenopausaalisilla naisilla on virt-
sassa hyvin matalat médrit lignaaneja (Ric-
kard & Thompson 1997). Adlercreutzin et
al. (1986, 1992a/b) mukaan enterolaktonin
ja enterodiolin mairdt virtsassa ovat mer-
kittdvisti pienemmit rintasy0pédd sairasta-
villa potilailla, ei-vegetaristeilla ja niillg,
joilla on suuri riski saada hormoniperiinen
syOpd verrattuna vegetaristeihin tai niihin,
joilla on pienempi riski sairastua hormoni-
periisiin sy0piin. Japanissa ja Kiinassa hor-
moniriippuvaisten sySpien esiintymistiheys
on melko alhainen verrattuna esim. USA:
han. Suomessa niitd syopid esiintyy vihem-
min kuin USA:ssa mutta selvisti enemmin
kuin Japanissa. Japanissa on viime vuosina
luovuttu perinteisestd japanilaisesta ruoka-
kulttuurista ja siirrytty kdyttdmidn lansi-
maista ruokaa, miki selittinee sen, etti
Japanissa hormoniriippuvaisten syopien
mdird on lisddntynyt (Adlercreutz 1996).
Lee et al. (1991) ja Obermeyer et al.
(1995) osoittivat my®0s, etté fytoestrogeene-
ja sisdltavd ruoka saattaa pienentdd riskid
sairastua rinta-, suolisto- ja eturauhas-
syopiin sekd sydin- ja verisuonitautiin.
Jenab ja Thompson (1996) totesivat, ettd



ruokavalio on yksi suurimmista ympiristo-
tekijoistd, joka vaikuttaa paksusuolen syo-
vin syntyyn. Lee et al. (1991) tutkivat ruu-
an vaikutusta naisten rintasyopdin ja totesi-
vat ravinnon erilaisen merkityksen ennen
vaihdevuosia ja niiden jilkeen. Tdmi johtuu
hormonaalisista muutoksista. Heiddn mu-
kaansa ruokavalio, jossa on vihidn rasvaa ja
paljon kasvisproteiineja ja -6ljyjd, antaa hy-
vdn suojan rintasyOpéd vastaan.

Vieli ei ole osattu selittdd tarkasti, miksi
ja miten pellava ja sen sisdltdmit lignaanit
estdvdt syOpdsolujen muodostusta. Useita
mahdollisia mekanismeja on kuitenkin esi-
tetty kuten lignaanien antioksidatiiviset
ominaisuudet ja vaikutukset aromataasin
aktiivisuuteen, plasman sukupuolihormo-
neihin sitoutuneeseen globuliiniin (SDHG)
ja 7-0-hydroksylaasiin (Thompson 1995,
Oomah & Mazza 1998). Enterodiolin ja en-
terolaktonin on todettu toimivan rinta- ja
paksusuolen sy6vin ehkiisijéind, koska niil-
14 on mm. antioksidatiivista, heikosti estro-
geenistd ja heikosti antiestrogeenistd vaiku-
tusta sekd antiaromataasiaktiviteettid
(Adlercreutz 1984, Thompson 1994, Jenab
& Thompson 1996). Lignaanit toimivat an-
tioksidantteina rakenteensa vuoksi, joten
ne estdvit lipidien hapettumista ja voivat
siepata vapaita radikaaleja. Prasad (1997)
on todennut, etti SDG on OH-radikaalin
sieppaaja. Lisiksi sen todettiin vihentivin
lipidien peroksidaatiota. Kitts et al. (1999)
totesivat SDG:n, enterolaktonin ja entero-
diolin estdvin linoleiinihapon peroksidaa-
tiota. Ng et al. (2000) osoittivat, etta lig-
naanit estdvit lipidien peroksidaatiota
erdissd homogenaateissa. Luultavasti yhdis-
teiden aromaattisilla hydroksyyliryhmilld
on tdrked vaikutus yhdisteiden antioksida-
tiivisille ominaisuuksille. Wang et al.
(1994) totesivat, ettd sekoisolarisiresinolil-
la, matairesinolilla, enterodiolilla ja entero-
laktonilla on aromataasin aktiivisuutta vi-
hentdvid ominaisuuksia. Aromataasi on tir-
kein entsyymi steroidihormonien aineen-
vaihdunnassa. Aromataasin pitoisuuden vi-
heneminen johtaa estrogeenimdiridn pie-
nenemiseen ja se voi edelleen parantaa mie-
hilld erilaisia eturauhassairauksia seki estdd
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naisilla mm. rintasyovdn syntymistd

(Ganfler & Spiteller 1995).

5.3  Muut terveysvaikutukset

Kun ruokavalio sisiltdd paljon lignaaneja,
plasmassa olevien nisakislignaanien médrit
ovat hyvin korkeita, jopa 500 ng/ml. Tami
mdird on noin 10 000 kertaa suurempi kuin
ihmisen normaali steroidisen estrogeenin
estradiolin méird, ja silld voi olla biologisia
vaikutuksia (Rickard & Thompson 1997).
Lignaanit stimuloivat ihmisen plasman su-
kupuolihormoneihin sitoutuneen globulii-
nin (sex hormone binding globulin, SHBG)
tuotantoa maksassa (Wang et al. 1994).
SHBG on proteiini, joka sitoo dihydrotes-
tosteronia, testosteronia ja estradiolia ja sdd-
telee siten sukupuolihormonien pitoisuutta
plasmassa. Ndin lignaanit pienentivit va-
paiden steroidien madrdd ja biologista aktii-
visuutta sekd estdvit hormoniriippuvaisten
syOpisolujen kasvua ja levidmistd (Adlerc-
reutz et al. 1992a/b, Mousavi & Adlercreutz
1992). Matalalla SHBG-pitoisuudella on
yhteyttd syddn- ja verisuonitauteihin sekd
diabetekseen (Tchernof et al. 1999). Orche-
son et al. (1998) osoittivat ensimmiisti ker-
taa sen, ettd pellavansiemenet ja niistd eris-
tetty puhdas SDG joko lopettaa tai piden-
tdd rottien estrogeenista kiertoa tai muuttaa
sen epdsadnnolliseksi. Vaikutukset riippu-
vat annoksen suuruudesta.

Vanharanta et al. (1999) totesivat ente-
rolaktonin vihentivin riskid sairastua se-
pelvaltimotauteihin. He totesivat plasman
enterolaktonin madrin riippuvan ruuan lig-
naanipitoisuudesta sekd suolistobakteerien
aktiivisuudesta. Esim. antibioottildikitys
vihentdd enterolaktonin muodostumista
useiden viikkojen ajan.

Prasad et al. (2000) tutkivat rottako-
keilla diabeteksen syntymistd. Vapaiden
happiradikaalien on osoitettu olevan yh-
teydessd diabeteksen puhkeamiseen. SDG
voi vaikuttaa antioksidanttina happiradi-
kaaleihin ja siten estdd/vihentdd diabetek-
sen riskid. Kokeissa SDG vihensi diabetek-
sen muodostumista 75 %. Prasad ty6ryh-



mineen esittdd, ettd SDG voi vihentad tai
kenties estdd tyyppi 1 eli nuoruusiin diabe-
teksen puhkeamista.

Lignaanit voivat vaikuttaa myos koles-
terolitasapainoon inhiboimalla kolesteroli-
7-0-hydroksylaasin aktiviteettid. 7-0t-hyd-
roksylaasi on rajoittava entsyymi primddri-
sen sappihapon muodostumiselle kolestero-
lista. Suolistobakteerit muuttavat primédri-
set sappihapot sekundiirisiksi sappihapoik-
si kuten deoksisappihapoksi, jonka on to-
dettu korreloivan positiivisesti paksun-
suolen syovin riskiin (Thompson 1995).

Elaimilld suoritettujen kokeiden tulos-
ten tulkinnassa tdytyy olla varovainen, mi-
kali niistd vedetdan johtopdatoksid ihmisiin.
Esim. rotilla suoritetuissa kokeissa tidytyy
huomioida rottien ja ihmisten ruuansula-
tuksen erilaisuus. Ihmisilld fermentaatio ta-
pahtuu suurimmaksi osaksi suolistossa, kun
taas rotat ovat padasiassa umpisuolifermen-
toijia. Umpisuolessa on korkeampi B-glu-
kuronidaasipitoisuus kuin suolistossa. [3-
glukuronidaasin aktiivisuus korreloituu
merkittdvisti pellavamiirddn ja virtsaan
erittyviin lignaaniméiriin (Jenab & Thom-
pson 1996). Toisaalta B-glukuronidaasin
aktiivisuus voi lisatd riskid sairastua paksun-
suolensyOpidin, koska se lisdd mm. kar-
sinogeenisten ja mutageenisten yhdisteiden
enterohepaattista kiertoa (Reddy et al.
1992). Se, vihentiakd vai suurentaako

Kirjallisuus

B-glukuronidaasi-aktiivisuus syopiriskii,
riippuu siitd, minkd yhdisteiden enterohe-
paattista kiertoa se lisdd.

Vaikka pellava on yksi parhaimmista
lignaanin ldhteistd, silld suoritetut kokeet
eivit ole vertailukelpoisia eristetyilld lig-
naaneilla tehtyjen kokeiden kanssa. Pella-
vansiemenissd on ilmeisesti muita entero-
diolin ja enterolaktonin esiasteita kuin ylei-
simmin analysoidut lignaanit (Rickard &
Thompson 1998). Puhdistetun SDG:n on
todettu vaikuttavan kuten pellavansie-
menet, joten on oletettavissa, ettd pellavan-
siemenen suojaavat vaikutukset voivat osit-
tain johtua sen sisiltimistd lignaaneista
(Jenab & Thompson 1996). Lisiksi yksilol-
liset tekijdt vaikuttavat lignaanien metabo-
liassa (Rowland et al. 2000).

Erdiden tutkimuksien mukaan erdit fy-
toestrogeenit voivat olla haitallisia ihmisille
(Thompson 1993, Stone 1994). Lignaanit ja
fytoestrogeenit voivat erdissd tapauksissa
kiihdyttdd kasvaimien kasvua, koska estro-
geeneilld on kasvua edistdvid vaikutuksia
Miller 1990, Thompson 1993). Thompso-
nin (1993) mukaan lignaanien aromaatti-
nen koostumus antaa aihetta olettaa lignaa-
nien olevan mahdollisesti karsinogeenisii.
Erddt puhdistetut lignaanit, kuten podofyl-
lumi, ovat toksisia ja voivat aiheuttaa suuri-
na miarind visymystd, oksentelua ja jopa
kooman (Ayres & Loike 1990).
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Erilaisilla prosessoinneilla sekd entsymaat-
tisilla ruskettumisreaktioilla voi olla vaiku-

tusta elintarvikkeiden fenolisten yhdistei-
den pitoisuuksiin.

Avainsanat: fenolit, kemialliser ybhdisteer, kdisittely

6.1 VYleista

Flavonoidit antavat kasveille ja hedelmille
mm. virid ja makua. Esim. kemferoli, kver-
setiini ja muyrisetiini aiheuttavat vihredn
teen virin. Useiden kasvien punainen, sini-
nen ja violetti viri on perdisin antosyanii-
neistd. Kasveista on loydetty yli 200 erilais-
ta antosyaniinia ja ndisté lihes 70 loytyy he-
delmisté. Fenolisilla yhdisteilld on yhteytté
useiden kasvi- ja eldinperiisten elintarvik-
keiden makuun. Ne antavat mm. happa-
man, kitkerdn tai fenoliselta vaikuttavan
maun.

Oluen kitkerd maku on osin perdisin
klorogeenihaposta. Perunan kitkeryys joh-
tuu fenolisista yhdisteistd ja flavonoidien
glykosidit aiheuttavat puolestaan sitrushe-
delmien kitkeryyden. Greipin kitkerddn
makuun vaikuttaa naringiini. Hedelmidme-
huissa flavonolit osallistuvat mehujen sakan
ja sedimenttien muodostumiseen. Fenolis-
ten yhdisteiden johdannaiset antavat ma-
kua myos useille yreeille. Chilipippurien vi-
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kevi ja kirped maku johtuu kapsasiinista.
Inkivdirin kirpeys johtuu puolestaan vanil-
liinin johdannaisista. Fenoliset yhdisteet an-
tavat makua myss maitotaloustuotteille.
Erddt kypsytetyt italialaiset juustot kuten
parmesan, provolone ja peconno romano
saavat makunsa fenolisista yhdisteistd (Sha-
hidi & Naczk 1995).

Flavonoidit toimivat myds antioksi-
dantteina vihentden vapaiden radikaalien
muodostumista ja siepaten niitd. Fla-
vonoidien kykyd toimia antioksidanttina on
tutkittu useissa in vitro-tutkimuksissa mut-
ta in vivo-tutkimuksia on vihemmin (Piet-
ta 2000). Fenolisten yhdisteiden antioksi-
datiivisuudesta enemmin luvussa 4.3.

Tirkeimmat fenolisten yhdisteiden ldh-
teet ovat kasvikset (mm. vihreit kasvikset,
yrtit, tomaatti, retiisi ja sipuli), hedelmit
(mm. omena, aprikoosi, sitrushedelmit,
luumu ja viinirypile), marjat (mm. mansik-
ka, herukat, mustikka, vadelma ja kirsikka)
sekd erdit juomat kuten tee ja viinit. Suu-
rimmat flavonoidipitoisuudet 16ytyvit kas-
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vien lehdistd sekd muista maanpdillisistd
osista, koska flavonoidien synteesi tarvitsee
valoa. Ainoana poikkeuksena on sipuli.
Koska flavonoidit sijaitsevat usein kuori-
kerroksissa, niin esim. sipulien ja hedelmien
kuoriminen vidhentdd huomattavasti fla-
vonoidien saantia. Kasvihuoneissa kasvate-
tuissa kasveissa on vihemmin flavonoideja
kuin ulkona kasvaneissa. Flavonoidipitoi-
suuksiin vaikuttavat my6s monet muut te-
kijat kuten esim. kypsyysaste ja hedelmin
koko.

Yleensi kversetiinid on hedelmissi ja vi-
hanneksissa vihemmin kuin 10 mg/kg.
Toisaalta sipulista kversetiinid 16ytyy 330,
karpalosta 170, kaalista 110, pavuista ja
omenista 50, mustaherukasta 40 ja parsa-
kaalista, salaatista ja teestd 30 mg/kg.
Kemferolia 16ytyy vain kaalista 200, parsa-
kaalista 60, lehtisikurista 50 ja purjosta 35
mg/kg. Yleensd myrisitiinin, luteoliinin ja
apigeniinin pitoisuudet ovat alhaisia (<1
mg/kg). Poikkeuksena ovat pavut, (my-
risetiinid 30 mg/kg), paprika (luteoliinia 10
mg/kg) ja lehtiselleri (varsissa luteoliinia 20
ja apigenenia 100 mg/kg). Kversetiinid on
punaviineissd 10 ja hedelmimehuissa alle 5
mg/l. Isoflavonoideja esiintyy soijapavuissa
ja soijatuotteissa. Soijasta 10ytyy geniste-
iinid 2040 ja daidtseiinia 1185 mg/kg. Isof-
lavonoideista 99 % on glykosidimuodossa.
Kasvisten, marjojen, hedelmien ja muiden
elintarvikkeiden flavonoidipitoisuuksia on
kartoitettu lukuisissa tutkimuksissa mm.
Hertog et al. 1992a,b, Justen et al. 1998,
Hiakkinen et al. 1999, 2000, Chu et al.
2000. Torrosen kokoamaan kirjallisuuskat-
saukseen (1997) on koottu tietoa elintarvik-
keiden flavonoidipitoisuuksista.

Lignaaneja esiintyy siemenissid (pellava,
seesam, rapsi), jyvissd (vehnd, ruis, kaura),
pavuissa (soija, tarhapapu), leseissd (kaura,
vehna), kasviksissa (valkosipuli, kesakurpit-
sa, parsa, porkkana, kaalit), marjoissa (kar-
hunvatukka, mansikka, puolukka, karpa-
lo), hedelmissd (padrynd, luumu), teessd ja
viineissi (Thompson et al. 1991, Adlerc-
reutz 1996, Mazur 1998, Mazur et al.
1998). Eniten lignaaneja on pellavan-
siemenissd, joten ruokavalion tdydentimi-
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nen niilld lisdd lignaanien saantia. Lignaanit
ovat sitoutuneet tiukasti jyvien ja siemen-
ten aleuronikerrokseen. Aleuronikerros
koostuu 1-3 solukerroksesta ja on hyvin
tiukasti kiinnittynyt uloimpaan kuitu- ja
kuorikerrokseen. Tdmin vuoksi vain koko-
jyvdjauhot sisdltdvit lignaaneja (Adlerc-
reutz 1996).

Lignaaneista sekolarisiresinolia 18ytyy
pellavansiemenistd 800-6500 ja pellavan-
siemenjauhosta 2260 mg/kg ja rouheesta
7000 mg/kg (Hertog et al. 1992a/b, Ober-
meyer et al. 1995, Mazur et al. 1996, Holl-
man & Arts 2000, Johansson et al. 2000,
Astola & Kumpulainen 2001). Mazur et al.
(1996) on loytinyt pellavasta myds ma-
tairesinolia 11 mg/kg. Lignaaneja loytyy ru-
kiista 2,3, porkkanasta 4,8, valkosipulista
3,8, parsakaalista 4,4, karpalosta 15,1,
mansikasta 15,8 ja teestd 28 mg/kg (Mazur
1998, Mazur et al. 1998). Meagher &
Beecher (2000) ovat koonneet tietoa elin-
tarvikkeiden lignaanipitoisuuksista niin,
ettd pitoisuudet on mitattu suoraan se-
koisolarisiresinoli ja matairesinoli-pitoi-
suuksina ja mittaamalla enterolaktonin ja
enterodiolin méarit.

Fenolisten yhdisteiden pitoisuuksiin
elintarvikkeissa vaikuttavat sekd erilaiset
ruskettumisreaktiot ettd erilaiset proses-
soinnit. Flavonoidit voivat aiheuttaa elin-
tarvikkeiden virinmuutosta. Toiset yhdis-
teet voivat olla normaalioloissa varittomia,
mutta muuttua ruuan prosessoinnissa varil-

lisiksi tuotteiksi (Shahidi & Naczk 1995).

6.2 Entsymaattiset reaktiot
ja varimuutokset

Elintarvikkeissa tapahtuva ruskettuminen
voi olla joko entsymaattista tai ei-entsy-
maattista. Entsymaattinen ruskettuminen
tapahtuu nopeasti, muutaman tunnin tai
muutaman pdivin kuluessa, kun taas
ei-entsymaattinen ruskettuminen vie useis-
ta pdivistd muutamaan kuukauteen (Baron
et al. 2000).

Entsymaattisessa ruskettumisessa fla-
vonoidit, joilla on hydroksyyliryhmi B-ren-



kaassa, hapettuvat alkaalisissa olosuhteissa
kinoneiksi. Reaktiota katalysoivat kaikissa
kasvimateriaaleissa esiintyvit mono- ja po-
lyfenolioksidaasit. Ndmd muodostavat
aminohappojen ja proteiinien kanssa kon-
densaatiotuotteita. Katekiinit reagoivat
herkisti hapen kanssa ja jo neutraaleissa
olosuhteissa tapahtuu hapettumista ja poly-
meroitumista ruskeiksi yhdisteiksi (Kiih-
nau 1976). Entsyymien katalysoimaa rus-
kettumista tapahtuu mm. perunalla ja ba-
naanilla. Nopea kuumennus hoyryssd tai
vedessi on yleisesti kdytetty polyfenyyliok-
sidaasin inaktivointimenetelmd ennen tuot-
teen pakastusta, purkitusta tai kuivausta.
Hoyryttamisen kesto ja limpdtila on valit-
tava huolellisesti, jotta viltetddn ei-toivotut
muutokset tuotteen maussa ja rakenteessa.
Entsymaattista ruskettumista tapahtuu
kasvisten ja hedelmien kypsymisen ja van-
henemisen aikana sekd silloin kun on tapah-
tunut kasvikudosten vahingoittumista.
Useat teknologiset toimenpiteet kuten
pilkkominen ja murskaaminen voivat myds
aiheuttaa entsymaattista ruskettumista.
Siihen vaikuttavat myos sdilontdolosuhteet
jalimpatila. Ruskettumisen nopeus riippuu
mm. fenolisten yhdisteiden pitoisuudesta,
fenolioksidaasien aktiivisuudesta, pH:sta,
limpdtilasta sekd antioksidanttien madris-
td. Antosyaniinien virimuutoksiin vaikut-
tavat edellisten lisiksi muut virittémit fe-
noliset yhdisteet (Shahidi & Naczk 1995).
Klorogeenihappo on avainsubstraatti
hedelmissi tapahtuvalle entsymaattiselle
ruskettumiselle esim. omenoissa ja pii-
rynoissd (Shahidi & Naczk 1995). Hedelmi-
en kypsyessd klorogeenihapon miiri vihe-
nee jopa 70 %. Katekiinien ja klorogeeniha-
pon reaktiolla on myds merkitystd, silld nii-
den hapettumistuotteilla on voimakkaampi
ruskea viri kuin katekiinien ja kloro-
geenihapon seoksen hapettumistuotteilla
(Oszmianski & Lee 1990).
Virinmuutoksiin voivat vaikuttaa myds
flavonoidien reagoiminen metallien ja suo-
lojen kanssa kuten esim. parsalla. Reaktioi-
ta voidaan estdd kuorimalla tuote, koska fe-
noliset yhdisteet esiintyvit pddasiassa kuo-
rikerroksissa (Herrmann 1976). Valkovii-
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nien virimuutokset pullottamisen jilkeen
ovat ongelmallisia. Erilaiset hapettumis-
tuotteet voivat aiheuttaa epitoivotun kel-
ta-ruskean virisdvyn. Sherryviineilld ei
esiinny nditd vdrimuutoksia, koska niiden
valmistuksessa kiytetyt hiivat toimivat an-
tioksidantteina vihentden hapettumistuot-
teiden miairad (Baron et al. 2000).

Entsymaattinen ruskettuminen katso-
taan haitalliseksi, mikaili se aiheuttaa liiallis-
ta elintarvikkeiden virin muutosta, virhe-
makua tai -hajua (Burnette 1977). Entsy-
maattista ruskettumista voidaan kontrol-
loida mm. fenyylioksidaasien inaktivoinnil-
la tai inhibitiolla, hapen poistolla, redusoivi-
en yhdisteiden lisdykselld, fenolisten yhdis-
teiden modifikaatiolla tai vihentimiselld,
kinonien mddrin vdhentdmiselld, pH:n
alentamisella sekd ruskettumisreaktion
tuotteiden poistolla (Shahidi & Naczk
1995).

6.3 Prosessointien vaikutus

Pitkille hapettuneet flavonoidit (fla-
vanonit, flavonit, flavonolit ja useimmat an-
tosyanidiinit) kestdvit suhteellisen hyvin
lamp6d, happea, kuivuutta ja happamuut-
ta. Toisaalta valo tuhoaa ne melko nopeasti.
Tistd syystd normaalit ruuan valmistukset
ja prosessoinnit eivit aiheuta suurta mene-
tysté flavonoideille, mikili ne eivit altistu
voimakkaalle valolle (Kithnau 1976).

Mizuno et al. (1992) totesivat tutki-
muksessaan, ettd vapaa kversetiini hajoaa
helposti auringonvalon (40 000 Ix) vaiku-
tuksesta. 15 000 Ix valo tuhoaa puolet kver-
setiinistd 48 tunnissa. 12 000 Ix valoa kver-
setiini kesti hyvin jopa kahdeksan tuntia
mutta sen jalkeen alkoi nopea hajoaminen.
Kversetiinin on toisaalta lampostabiili, silld
se kestdd kuumentamisen 200 °C lampoti-
lassa 20 minuutin ajan.

Hikkinen et al. (2000b) tutkivat proses-
sointien ja sdilytyksen vaikutusta marjojen
flavonoidipitoisuuksiin. Puolukoiden kver-
sitiinipitoisuus laski 40 %, kun marjoja sur-
vottiin ja sailytettiin yon yli +4 —+6 °C:n
lampotilassa. Tamai selittyy kemiallisilla ja



entsymaattisilla reaktioilla, jotka alkavat
heti kun marjojen soluseindt rikkoutuvat.
Mansikoilla kversetiinipitoisuus laski keit-
tdmisen aikana 15 % ja kemferolipitoisuus
18 %. Keittiminen sokerin kanssa ei vai-
kuttanut mansikan kversetiiniin yhtd pal-
jon kuin keittdminen veden ja sokerin kans-
sa mustikkaan. Mustikkakeitossa vain 60 %
kversetiinistd oli jdljelld. Kversitiinistd suu-
rin osa jad mehun valmistuksessa syntyviin
kiinteddn jitteeseen. Perinteiselld menetel-
milld valmistettuihin mustaherukkame-
huihin siirtyi kversetiinistd vain 15 % ja my-
ristiinistd 30 %. Kylmépuristetussa musta-
herukkamehussa oli kversetiinid lihes kol-
minkertainen mdird perinteiselld tavalla
valmistettuun mehuun verrattuna, mutta
myristiinipitoisuudet olivat samat. Kylma-
puristus todettiin paremmaksi menetel-
miksi, koska siind marjojen kuorikerroksis-
sa olevat flavonoidit irtoavat paremmin.
Yhdeksidn kuukauden pakastusaika vihensi
kversetiinipitoisuutta 40 % mustikalla ja
puolukalla mutta mustaherukalla ja vadel-
malla ei tapahtunut hivikkid. Myristiini- ja
kemferolipitoisuudet eivit muuttuneet.
van der Sluis et al. (1999) totesivat
omenamehun valmistuksessa kversetiinig-
lykosidien jddvdn puristusjitteeseen (247
mg/kg, mehu 2,6 mg/kg). Niiden méiri
kasvaa yli kymmenkertaiseksi (35 mg/kg)
kun valmistuksessa glykosidit uutetaan al-
koholiin. Kaack & Austed (1998) tutkivat
valmistuksen vaikutusta seljamehun fla-
vonoideihin. Mikili mehu typetetidn tai sii-
hen lisdtddn askorbiinihappoa, hapettumis-
tuotteiden miiri pienenee. Askorbiinihap-
po ei kuitenkaan vaikuta kversetiinipitoi-
suuksiin vaan pelkdstdin antosyaniineihin.
Hedelmit eiviit saa joutua tekemisiin hapen
kanssa ja hapen mdirdd tuotteissa on vihen-
nettivd. Vuorinen et al. (2000) totesivat,
ettd mustaherukoista, variksenmarjoista ja
mustikoista valmistettujen punaviinien fla-
vonoidipitoisuudet ovat verrattavissa rypa-
leistd valmistettuihin punaviineihin. Vii-
neistd tutkittiin myrisitiinin, kversetiinin ja
kemferolin pitoisuuksia. Karviaismarjoista
ja valkoherukoista valmistetuissa valko-
viinissd oli kversetiinid kun taas rypileistd
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valmistetussa viinissi sitd ei ollut.

Ewald et al. (1999) tutkivat erilaisten
kisittelyjen vaikutusta sipulien, vihreiden
papujen ja herneiden kversetiini- ja kemfe-
rolipitoisuuksiin. Sipulilla suurin hdvikki
tapahtui kuorimisen ja pilkkomisen aikana.
Pitoisuudet olivat puolet kisittelemitts-
min sipulin pitoisuuksista. Syynd havikkiin
on kenties se, ettd suurin osa sipulin fla-
vonoidesta sijaitsee kuorikerroksissa. My6-
hemmin tapahtuvat kiehauttamiset ja keit-
tdmiset eivdt endd vaikuttaneet sipulin
kversetiinipitoisuuksiin. Pavuilla ja herneil-
ld erilaiset keittokisittelyt eivit muuttaneet
flavonoidipitoisuuksia.

Stewart et al. (2000) tutkivat tomaat-
tien ja tomaattia sisdltdvien tuotteiden fla-
vonoideja. Tomaatista l6ytyy lahinnd kver-
setiinid ja kemferolia sekd niiden konjugaat-
teja kuten rutiinia. 98 % tomaatin fla-
vonoideista on kuorikerroksessa. Limpi-
missd maissa kasvaneissa tomaateissa ja kir-
sikkatomaateissa oli paljon flavonoideja.
Flavonoidit kestivit hyvin erilaisia proses-
sointeja. Niinpd my0s tomaattimehu ja
purée sisilsivit paljon flavonoideja. Koska
tomaattimehua ja -ketsuppia lisitddn usei-
siin ruokiin, lisddvit ne pdivittdistd fla-
vonoidien saantia. Crozier et al. (1997) tut-
kivat keittdmisen vaikutusta tomaatin ja si-
pulin kversetiiniin. Tavallinen keittiminen
pienensi enemmin pitoisuuksia kuin mik-
roaaltokuumennus. My6skédn paistamisel-
la ei ollut niin suurta vaikutusta pitoisuuk-
siin kuin keittimiselld.

Hikkinen et al. (2000a) mairittivit
prosessointien vaikutusta polyfenoliseen el-
lagihappoon. Sen pitoisuus mansikkahillos-
sa oli 80 % prosessoimattoman mansikan
pitoisuudesta. Ellagihapon mdird mansi-
koissa ja vadelmissa pieneni 40 ja 30 % yh-
deksin kuukauden pakastuksen (-20 °C) ai-
kana. Mansikkahillossa ei tapahtunut endd
merkittdvid muutoksia yhdeksin kuukau-
densiilytyksen aikana +5 °Cja-20 °Cldm-
potiloissa, koska ellagihapon antioksidatii-
viset reaktiot tapahtuivat jo hillonvalmis-
tuksen aikana.

Antosyaniineihin vaikuttavat valo, eri-
laiset prosessoinnit seké sdilytys. Matalat



limpdtilat edistdvit antosyaniinien muo-
dostumista mm. omenalla. Toisaalta mata-
lissa lampotiloissa kypsyneilld mustaheru-
koilla on vihemmin antosyaniineja kuin
korkeissa lampdtiloissa kypsyneilld. Anto-
syaniinien stabiilisuuteen vaikuttavat ruuan
koostumus, lampétila, valo sekd muut yh-
disteet (esim. askorbiinihappo). Antosy-
aniinit hajoavat hapen vaikutuksesta rus-
keiksi hajoamistuotteiksi. Hajoaminen on
verrannollinen limpétilaan ja lampokasit-
telyn kestoon. HTST (high temperature
short-time)-prosessien kiyttod vihentdd an-
tosyaniinien hajoamista. Marjamehuissa on
osoitettu, ettd antosyaniinien hajoaminen
on mitdttdmin pientd, kun kuumennusaika
100 °C limpotilassa on vihemmin kuin
kaksitoista minuuttia. Muut limpdkisitte-
lyt, kuten pastérointi, sterilointi ja konsent-
rointi nopeuttavat antosyaniinien hajoamis-
ta. Sdilytyslimpétilan nousu lisdd antosy-
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1 Fenolisten yhdisteiden analysointi

Juha-Matti Pihlava

MTT, Elintarvikkeiden tutkimus, Kemian laboratorio, 31600 Jokioinen,
Juha-matti.pihlava@mit.fi

Fenolisten yhdisteiden analysointi on haas-
teellista mm. niiden suuren lukumiirin,
vaihtelevien pitoisuuksien, labiilisuuden,
kasvin soluseindmatriisiin sitoutumisen ja
puuttuvien kaupallisten malliyhdisteiden
takia. Analysoinnin helpottamiseksi voi-
daan tietyissd tapauksissa emds- tai happo-

kasittelylld hajottaa esteri- tai gly-
kosidisidoksia. Flavonoideja analysoidaan
pédasiassa nestekromatografilla. Fenolisten
happojen mairittdmisessd kdytetdin paljon
my0s kaasukromatografiaa kuten myos lig-
naanien madrittAmisessd.

Avainsanat: fenolit, kemialliset yhdisteet, analyysimenetelmait,
kaasukromatografia, nestekromatografia

7.1 Johdanto

Tissd kirjallisuuskatsauksessa kisitellddn
elintarvikkeissa esiintyvien fenolisten yh-
disteiden midritysmenetelmid, keskittyen
flavonoideihin, fenolisiin happoihin ja lig-
naaneihin. Laaja aihekenttd on pyritty kat-
tamaan mahdollisimman hyvin muutamilla
esimerkeilld.

Flavonoidien midrittiminen tehddin
yleensi nestekromatografisesti (Robards &
Antolovich 1997), joskin esim. isofla-
vonoidien médrittdmisessd on myds kiytet-
ty kaasukromatografiaa (Mazur et al.
1996). Fenolisten happojen mairittdminen
on tietyssd mielessi vield hankalampaa kuin
flavonoidien. Esikasittelylld voidaan fenoli-
sia happoja jakaa fraktioihin, jotka analysoi-
daan erikseen. Fenolisia happoja voidaan
mddrittdd nestekromatografisesti tai kaasu-
kromatografisesti yhdisteiden silyloinnin
jalkeen.
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Lignaanien analysoinnin elintarvikkeis-
sa tekee hankalaksi niiden alhaiset pitoisuu-
det. Lignaanien madrittdmisessd on kidytet-
ty etupddssid kaasukromatografiaa, mutta
yhdisteistd ja niiden mdiristd riippuen myos
nestekromatografiaa. Fenolisten yhdistei-
den kokonaismiiri on perinteisesti mitattu
kolorimetrisesti Folin-Ciocalteau-reagen-
silla. Tdmi reagenssi ei ole kuitenkaan spesifi-
nen fenoleille, joten muut yhdisteet voivat
vadristaa tulosta (Antolovich et al. 2000).

Muita tekniikoita kuten kapillaarielekt-
roforeesia ovat toistaiseksi kiytetty melko
vihin. Kattavia kirjallisuuskatsauksia feno-
listen yhdisteiden médrittdmisestd ovat jul-
kaisseet viime vuosina esim. Robards &
Antolovich (1997), Antolovich et al.
(2000), da Costa et al. (2000), Merken &
Beecher (2000) ja Dalluge & Nelson (2001).
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1.2. Flavonoidit

7.2.1 Rasvan poisto

Ennen flavonoidien uuttamista nidytteestd
on usein poistettava rasva, koska se haittaa
etenkin kaasukromatografisia madrityksia.
Mazur et al. (1996) eivit havainneet hek-
saanilla suoritettavan rasvanpoiston alenta-
van isoflavonoidien saantoa. Sen sijaan
Franke et al. (1994) raportoivat, etti soija-
tuotteista heksaanilla tehtdavd rasvanpoisto
pienensi isoflavonoidien saantoa 30—40 %.

7.2.2 Uuttaminen ja hydrolysointi

Yksittiisten flavonoidien kvantitatiivinen
mairittiminen on vaikeaa, koska kaikkia
mahdollisia flavonoidikonjugaatteja ei ole
kaupallisesti saatavilla. Lisiksi tyypillisim-
pienkin flavonoidien glykosideja voi yhdes-
sd kasvissa olla yli 50 (Herrmann 1988).
Yhdisteiden tunnistamisen ja kvantitoimi-
sen helpottamiseksi flavonoidiglykosidit
voidaan hajoittaa hapolla sokeriosaksi ja va-
paaksi flavonoidiksi. Tavallisimmin hajoi-
tus tehdéddn suolahapolla. Vaadittava hyd-
rolysointiaika ja happovikevyys riippuvat
matriisista ja hajoitettavasta sidoksesta.
Hertog et al. (1992) optimoivat hydro-
lysointiolosuhteet kuudelle eri tuotteelle,
jotka sisilsivdt sekd helposti hajoavia fla-
vonoidien glykosideja etti vaikeammin
hydrolysoituvia glukuronideja. Flavonoli-
glukuronideja sisiltdville tuotteille paras
uuttoliuos oli 2,0 M HCI 50 % metanolissa
kahden tunnin tai 1,6 M HCl neljin tunnin
refluksoinnilla. Tuotteet, jotka sisdlsivit
flavonoliglykosideja, piti hydrolysoida kie-
huvalla 1,2 M HCI 50 % metanolissa kor-
keintaan kaksi tuntia. Niissd olosuhteissa
mahdollinen flavonoli-3-glykosidien hajo-
aminen oli alle 10 %, joten kemferoligly-
kosidien hydrolysoimiseksi reaktioaikaa piti
kasvattaa neljdgdn tuntiin. Vaikeammin
hydrolysoituvien flavoniglykosidien (lute-
oliiini ja apigeniini) hajoittamiseksi vaadit-
tiin neljdn tunnin kisittely 2,0 M HCL 50 %
metanolissa.
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Hydrolysoinnin jilkeen osa uuttoliuok-
sesta voidaan haihduttaa kuiviin ja liuottaa
metanoliin mairitystd varten (Hikkinen ja
Auriola, 1998). Flavonoidit voidaan myos
tarvittaessa uuttaa happamasta vesiliuok-
sesta etyyliasetaattiin ja haihduttaa kuiviin
jatkokisittelyd varten (de Simon et al.
1990, Creaser et al. 1992, Kader et al.
1996).

Papujen ja niiden itujen isoflavonoidien
tutkimiseksi tehtiin kolmen tunnin happo-
hydrolyysi kiehuvassa 2,0 M HCl 77 % me-
tanolissa (Franke et al. 1994). Isofla-
vonoideja on myds mdiritetty hydrolysoi-
malla ndyte entsymaattisesti ja uuttamalla
vapautuneet isoflavonoidit dietyylieette-
riin. Eetteri haihdutettiin kuiviin ja ndyte
livotettiin sopivaan orgaaniseen liuotti-
meen, jonka jilkeen se puhdistettiin kaksi-
vaiheisella ioninvaihtokromatografialla
(Mazur et al. 1996).

Seuraavissa esimerkeissd flavonoidigly-
kosideji ei ole hajoitettu hapolla. Soijatuot-
teiden isoflavononi-isomeerien uuttamisek-
si on kdytetty suolahappo-asetonitriili-vet-
td. Uuton jilkeen niyte suodatettiin, haih-
dutettiin kuiviin ja livotettiin 80 % me-
tanoliin (Song et al. 1998). Tattarin fla-
vonoideja, joista miirillisesti tirkein on ru-
tiini (kversetiini-3-rutinosidi) on uutettu 35
°C:ssa 100 % metanolilla 24 tuntia. Uutto-
tehokkuus oli verrannollinen 1 tunnin ref-
luksointiin 100 % metanolilla (Ohsawa ja
Tsutsumi 1995). Tuoreista pinaatinlehdistd
flavonoidit uutettiin 5 % metanolilla (Gil et
al. 1999). Sitrushedelmien flavonoideja on
uutettu pakkaskuivatusta materiaalista
metanoli-dimetyylisulfoksidilla (DMSO)
(1:1 v/v) 12 tuntia. Polaaristen komponent-
tien poistamiseksi ndyte puhdistettiin C18
kiinteifaasiuutto (SPE) -kolonnilla. Mehu-
ndytteet applikoitiin suoraan kolonniin,
joka pestiin 10 % metanolilla. Flavonoidit
eluoitiin kolonnista metanoli-DMSO:lla
(1:1 v/v) (Nogata et al. 1994).

Kversetiinin glukosideja on uutettu
pakkaskuivatusta sipulista 70 % metanolil-
la. Osa uutteesta haihdutettiin ja sdddettiin
maiiritilavuuteen metanoli-DMSO:lla (9:1
v/v) (Price et al. 1997). Arts ja Hollman



(1998) optimoivat menetelmin katekiinien
uuttamiseksi hedelmistd ja pavuista. Toisin
kuin muut flavonoidit katekiinit esiintyvit
useimmin vapaina tai gallushapon esterei-
nd, joten nimi yhdisteet voidaan uuttaa
60-80 % metanolilla ilman happohydro-
lyysid. Proantosyanidiineja on uutettu eri
elintarvikkeista asetoni-vesi-etikkahapolla
(70: 29,5:0,5 v/v/v). Uutteen haihdutuksen
jalkeen ndyte puhdistettiin tarvittaessa C18
SPE-kolonnilla (Lazarus et al. 1999). Prosy-
anidiinejd on uutettu viinirypileen sie-
menistd ja kuorista etanoli-vesi-klorofor-
milla (1:1:2 v/v/v). Erottunut kloroformi-
faasi hylittiin ja 50 % etanolifaasi haihdu-
tettiin mairitilavuuteen (De Freitas & Glo-
ries 1999).

Antosyaniinit uutetaan flavyliumka-
tionimuodossa metanolilla, jossa on muura-
hais- tai etikkahappoa. Kdyttdmalld uutos-
sa heikkoja happoja voidaan estdi labiilien
asyloitujen antosyaniinien hajoaminen
(Antalovich et al. 2000). Wang et al. (2000)
tutkivat pensasmustikan antosyaniineja.
Niytteistd uutettiin antosyaniinit aseto-
ni-metanoli-vesi-muurahaishappo (40:40:
20:0,1 v/v/v/v) -seoksella. Uute haihdutet-
tiin kuiviin, livotettiin veteen ja puhdistet-
tiin C18 SPE-kolonnilla. Garcia-Viguera et
al. (1998) uuttivat antosyaniineja vadelma-
hillosta asetonilla. Asetoniuute haihdutet-
tiin kuiviin ja livotettiin 3 %:seen muura-
haishappoon. Nidyte puhdistettiin C18 kiin-
tedfaasiuuttokolonnilla.

7.2.3 Yhdisteiden tunnistaminen
ja kvantitointi

Flavonoidien tunnistamiseen ja kvantitoi-
miseen kiytetddn useimmiten korkean ero-
tuskyvyn nestekromatografia (HPLC) va-
rustettuna UV- tai diodirividetektorilla,
mutta my0s kulometrista elektrodirivide-
tektoria (Achilli et al. 1993, Mullner & Son-
tag 1999, Mattila et al. 2000) ja massas-
pektrometria on kiytetty (Hakkinen ja
Auriola 1998). Yhdisteet erotellaan lihes
poikkeuksetta kddnteisfaasikolonneilla
(Robards & Antolovich 1997). Ajoliuoksina

ovat tavallisimmin fosfaattipuskurin ja me-
tanolin (Kawaii et al.1999) tai asetonitriilin
seokset (Hertog et al. 1992, Arts ja Holl-
man 1998) , muurahaishapon ja asetonitrii-
lin (Hikkinen ja Auriola 1998) tai me-
tanolin (Kader et al. 1996) seokset seki
etikkahappo-asetonitriili (Franke et al.
1994, Song et al. 1998).

Mazur et al. (1996) kiyttivit isofla-
vonoidien tunnistamiseen ja kvantitoimi-
seen kaasukromatografi-massaspektromet-
ria isotooppilaimennus- ja kohdeioniseu-
rantatekniikalla. Creaser et al. (1992) mii-
rittivdt sitrusmehuista flavonoideja kaasu-
kromatografi-ioniloukkumassaspektro-
metrilla. Jotta flavonoideja tai isofla-
vonoideja voitaisiin médrittdd kaasukroma-
tografisesti, on niistd ennen médritysté teh-
tivi silyylijohdannaiset.

Proantosyanidiineja on miiritetty elin-
tarvikkeista normaalifaasi HPLC:lla kayt-
tden ajoliuoksena gradienttimaisesti dikloo-
rimetaanin, metanolin ja etikkahappo:ve-
den seosta. Yhdisteiden tunnistaminen teh-
tiin massaspektrometrisesti (Lazarus et al.
1999). Viinirypileen siemeten ja kuorien
prosyanidiinit analysoitiin kéddnteisfaasi
HPLC:lla kdyttden ajoliuoksena gradientti-
na asetonitriilin ja vesi-etikkahapon seosta
(De Freitas & Glories 1999).

Antosyaanien analysointiin on kiytetty
kidnteisfaasi HPLC:a. Ajoliuoksina kiytet-
tiin veden, muurahaishapon ja metanolin
seosta gradienttimaisesti (Garcia-Viguera
et al. 1998, Wang et al. 2000).

1.3 Fenoliset hapot ja fenolisten

happojen johdannaiset

7.3.1 Uuttaminen

Winter & Herrmann (1986) uuttivat hyd-
roksikanelihappojen estereitd ja glykosideja
kasviksista 80 % metanolilla. Uutteesta
haihdutettiin alkoholi ja niyte fraktioitiin
polyamidikolonnissa. Hatcher & Kruger
(1997) uuttivat vehnistd vapaat, esterdity-
neet jasitoutuneet fenoliset hapot 80 % ase-
tonilla ja metanolilla. Niyte hydrolysoitiin



emikselld ja hapolla ja fenoliset hapot siir-
rettiin  fraktioittain  dietyylieetteri-etyy-
liasetaattiin. Orgaaniset faasit haihdutettiin
kuiviin ja livotettiin metanoliin. Dimberg
et al. (1996) uuttivat fenolisia happoja ja
avenantramideja kaurasta 80 % etanolilla,
jonka jilkeen uute haihdutettiin kuiviin ja
liuotettiin metanoliiin. Omenamehuista ja
sitddereisti (Suarez et al. 1996) seki viineisti
(Soleas et al. 1997) on midritetty vapaita fe-
nolisia happoja ja muita fenolisia yhdisteitd
soveltaen ndytteen esikdsittelyyn kiin-
tedfaasiuuttoa. Perunan tirkein fenolinen
happo on klorogeenihappo, jota on uutettu
kuusi tuntia pakkaskuivatusta materiaalis-
ta etanolirefluksoinnilla (Dao & Friedman
1992). Fenolisia yhdisteitd on eristetty olii-
vidljystd metanoli-vesiuutolla. Metanoli-
uutteen haihdutuksen jilkeen niyte liuo-
tettiin asetonitriiliin ja loput 6ljystd poistet-
tiin heksaaniuutolla. Lopuksi asetonitriili-
faasi haihdutettiin kuiviin ja ndyte liuotet-
tiin metanoliin (Brenes et al. 1999). de
Simon et al. (1990) ovat tutkineet fenolisten
happojen uuttumista happamasta vesifaa-
sista etyyliasetaattiin ja dietyylieetteriin.

Rukiista on uutettu yksinkertaisia feno-
leja, alkyyli- ja alkenyyliresorsinoleja ase-
tonilla, 80 % etanolilla ja metanolilla (Mul-
lin et al. 1992). Hikkinen et al. (2000) opti-
moivat menetelmin ellagihapolle, joka
esiintyy kasveissa vapaana, mutta yleisim-
min ellagitanniinina. Esikisittely koostuu
pitkastd happohydrolyysistid 1,2 M suolaha-
polla (85 °C, 20 tuntia).

7.3.2 Yhdisteiden tunnistaminen
ja kvantitointi

Fenolisten happojen tunnistamiseen ja
kvantitoimiseen kdytetddn usein kddnteis-
faasi HPLC:a UV- tai diodirividetektorilla
(Brandl & Herrmann 1984, Winter &
Herrmann 1986, Dimberg et al. 1996, Sua-
rez et al. 1996, Hatcher & Kruger 1997,
Brenes et al. 1999). LC-MS -yhdistelmdi on
kiytetty teen polyfenolien, mm. kloro-
geenihappojen, midrittamiseen (Kiehne &
Engelhardt 1996). Achilli et al. (1993)

osoittivat HPLC:n varustettuna kulorimet-
risella elektrodirividetektorilla soveltuvan
fenolisten happojen miirittdmiseen moni-
mutkaisesta matriisista ilman esipuhdistus-
ta. Klorogeenihapon maiirittimiseen on
kiytetty sekd kéddnteisfaasi HPLC:a ettd
ultravioletti spektrofotometriaa (Dao &
Friedman 1992). Ellagihappo madiritettiin
HPLC:lla kidyttien kdidnteisfaasi C-18 -ko-
lonnia ja ajoliuoksena gradienttimaisesti
muurahaishapon ja asetonitriilin seosta
(Hikkinen et al. 2000). Rukiin alk(en)yyli-
resorsinoleja on miiritetty myos nestekro-
matografisesti (Mullin et al. 1992)

Fenolisia yhdisteitd on myds mddritetty
silyylijohdoksina kaasukromatografilla,
joko liekki-ionisaatiodetektorilla (Weidner
& Paprocka 1996, Weidner et al. 1996) tai
massaselektiiviselld detektorilla varustettu-
na (Soleas et al. 1997). Alkyyliresorsinoleja
on mddritetty silyloimatta on-column-in-
jektiotekniikalla kaasukromatografisesti
(Mullin et al. 1992)

1.4 Lignaanit

7.4.1 Uuttaminen ja hydrolysointi

Ayres ja Loike (1990) ovat tehneet hyvin
yleiskatsauksen lignaanien tunnistamisesta
ja kvantitoinnista sekd nidytteen esikisitte-
lyssd huomioitavista seikoista. Lignaanien,
etenkin sekoisolarisiresinolin, miirittami-
seksi kasveista, ndyte tavallisesti kisitellddn
hapolla, jolloin saadaan katkaistua lignaa-
nien ja sokerien sidokset.

Lignaaneja on madiritetty isoflavonoidi-
en kanssa hydrolysoimalla nidyte entsy-
maattisesti ja uuttamalla vapautuneet iso-
flavonoidit dietyylieetteriin. Jiljelle jaanee-
seen vesifaasiin lisdttiin suolahappoa siten,
ettd vikevyydeksi tuli 2 M. Refluksoinnin
(2,5 tuntia) jilkeen vapautuneet lignaanit
uutettiin dietyylieetterilld. Yhdistetyt or-
gaaniset faasit haihdutettiin kuiviin ja livo-
tettiin sopivaan orgaaniseen liuottimeen,
jonka jalkeen ndyte puhdistettiin kaksivai-
heisella ioninvaihtokromatografialla (Maz-
ur et al. 1996). Liggins et al. (2000) kehitti-



missd menetelmissd Mazur et al. kuvaamaa
menetelmid oli yksinkertaistettu ndytteen
hydrolysoimiseen hapolla ja vapautuneiden
lignaanien uuttamiseen etyyliasetaatti- me-
tyl-zers-butyleetterilld (1:1).

Johnsson et al. (2000) kehittivat moni-
mutkaisen menetelmin pellavan sekoisola-
risiresinoli diglykosidin (SDG) maarittami-
seksi. Uutossa kiytettiin 1,2-dioksaani -
etanolia (5:95 v/v), jonka jilkeen uutetta
hydrolysoitiin emikselld kaksi vuorokautta.
Lopuksi ndyte puhdistettiin C-18 SPE-ko-
lonnilla. Muir & Westcott (2000) kuvasivat
puolestaan nopean menetelmin SDG:n
uuttamiseksi pellavan siemenisté ja pellavaa
sisdltdvistd elintarvikkeista kuten leivistd.
Uutossa kiytettiin 70 % metanolia (60 °C,
kolme tuntia). Osalle uutteesta tehtiin
emidshydrolyysi (kolme tuntia, 0,05 M
NaOH), jonka jilkeen niyte neutraloitiin ja
analysoitiin.

Pellavaniytteen sekoisolarisiresinoli
diglykosidia on myos hydrolysoitu beta-
glukuronidaasilla. Entsyymikisittelyn jil-
keen nidyte sentrifugoitiin ja supernatantti
ladattiin C18 SPE-kolonniin. Kolonni pes-
tiin vedelld, jonka jilkeen lignaani eluoitiin
kolonnista metanolilla (Obermeyer et al.
1995).

Paahdetuista seesaminsiemenistd maari-
tettiin seesamille tyypillisid, pinoresinolia
rakenteellisesti muistuttavia lignaaneja,
seesamiinia ja seesamoliinia. Siemenistd uu-
tettiin rasva ja rasvaliukoiset yhdisteet klo-
roformi-metanolilla ja vesipesun jdlkeen or-
gaaninen faasi haihdutettiin kuiviin. Ana-
lysointia varten ndyte liuvotettiin heksaa-
ni-etyyliasetaattiin (90:10 v/v) (Yoshida &
Takagi 1997).

7.4.2 Yhdisteiden tunnistaminen
ja kvantitointi

Sekoisolarisiresinolia ja matairesinolia on
madritetty kaasukromatografi-massaspekt-
rometrilla (GC-MS) soveltaen isotooppilai-
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mennus- ja kohdeioniseurantatekniikkaa.
Sekoisolarisiresinoli muuttui ndytteen esi-
kisittelyyn sisiltyvissd happohydrolyysissd
kokonaan anhydrosekoisolarisiresinoliksi
(Mazur et al. 1996). Toistaiseksi kaikki laa-
jemmat elintarvikkeiden lignaanipitoi-
suuksia kisittelevit tutkimukset on tehty
em. tekniikalla (Adlercreutz & Mazur,
1997, Mazur et al.1998a, Mazur et
al.1998b). Liggins et al. (2000) kiyttivit
lignaanien analysointiin GC-MS:a.

Sekoisolarisiresinolia, matairesinolia ja
nordihydroguairetiinihappoa on miiritetty
pellavasta ja chapparal-pensaasta HPLC:lla
sekd UV- ettd MS-detektoinnilla. Yhdistei-
den erottelussa pellavasta kidytettiin C18
-kolonnia ja ajoliuoksina isokraattisesti 0,1
% etikkahappo-asetonitriilid (70:30 v/v).
Chapparal-nidytteelld ajoliuoksia kiytettiin
gradienttimaisesti (Obermeyer et al. 1995).
Johnsson et al. (2000) ja Muir & Westcott
(2000) kiyttivit SDG:n analysointiin myos
kidnteisfaasi HPLC:a kidyttien ajoliuoksina
asetonitriili- fosfaattipuskuria (pH 2.8) tai 1
% etikkahappo- metanolia. SDG kvantitoi-
tiin molemmissa tapauksissa 280 nm:n aal-
lonpituudella. Sekoisolarisiresinolidigly-
kosidin on havaittu esiintyvin kahtena iso-
meerind pellavansiemenessd, todennikdi-
sesti enantiomeerisend (tai raseemisena) ja
mesomuotona (Bambagiotti-Alberti et al.
1994).

Seesamin lignaaneja mddritettiin sa-
manaikaisesti tokoferolien kanssa normaali-
faasi HPLC:lla kéyttden ajoliuoksena hek-
saani-etyyliasetaattia. Yhdisteet tunnistet-
tiin ja kvantitoitiin fluorosenssi detektorilla
(Yoshida & Takagi 1997). Seesamin lig-
naaneja on my0s analysoitu kéddnteisfaasi
HPLC:lla ja UV-detektoinnilla (Kamal-
Eldin & Appelqvist 1994).

Nordihydroguairetiinihappoa on méiri-
tetty muiden fenolisten antioksidanttien
kanssa voista C18-kolonnilla ajoliuoksina
gradienttimaisesti 5 % etikkahapon ja ase-
tonitriili-metanolin (1:1) seos (Page 1993).
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Terpeenit kuuluvat rasvaliukoisiin  iso-
prenoidi-johdannaisiin ja niitd esiintyy laa-
jasti kasvi- ja eldinkunnassa sekd mikro-or-
ganismeissa (Luckner 1990). Terpeenit
muodostuvat toisiinsa liittyneistd viiden
hiiliatomin muodostamasta 2-metyylibuta-
dieeni- eli isopreeniyksikoistd. Isopreeniyk-
sikon rakenne on esitetty kuvassa 11.
Monoterpeeneilld on perusrungossa kym-
menen hiiliatomia (2 isopreeniyksikkod),
seskviterpeeneilld 15 ja diterpeeneilld 20
hiiliatomia. Kasveissa tavattuja terpenoide-
ja tunnetaan yli 22000 erilaista yhdistettd
(McGarvey & Croteau 1995). Kasvien ter-
penoidit kasittdvit rakenteellisesti monen-
laisia yhdisteitd, jotka voidaan jakaa pri-
mddrisiin ja sekundédrisiin aineenvaihdun-

H
H3C, ol
C—-CH

/4
H, C

Kuva 11. Isopreeniyksikko.
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tatuotteisiin. Primddrisiin terpenoideihin
luokitellaan mm. sterolit, karotenoidit, use-
at kasvihormonit sekd dolikoleihin, kino-
neihin ja proteiineihin sitoutuneet poly-
prenolit. Primédrisid terpenoideja esiintyy
padsadntoisesti kaikissa kasveissa. Sen sijaan
sekunddidristen terpenoidiyhdisteiden ku-
ten mono-, seskvi- ja diterpeenien esiinty-
minen saattaa olla rajoittunut tiettyihin hei-
moihin, sukuihin tai joskus jopa lajikkeisiin
(Kush 1994, Chappell 1995). Kasveissa
esiintyvit aromaattiset eli haihtuvat dljyt
koostuvat tavallisesti mono- ja seskviter-
peeneistd. Sen lisiksi 6ljyt saattavat sisaltdd
jonkin verran mm. flavonoideja.
Rakenteensa perusteella monoterpeenit
voidaan jakaa avoketjuisiin sekd yksi tai
kaksi rengasta sisdltdviin molekyyleihin,
joihin on liittynyt tavallisesti hydroksyyli-,
okso-, aldehydi-, karboksyyli- tai esteriryh-
mi (Luckner 1990, Waterman 1993).
Monoterpeeneji esiintyy laajasti kasveissa
janiitd kdytetddn mm. lddke- ja hajusteteol-
lisuudessa. Kasveissa haihtuvat 6ljyt hou-
kuttelevat polyttdjid ja suojelevat tuholaisil-
ta. Niilld on my0s sieni-itiditd ja bakteereja
torjuvia vaikutuksia (Deans & Waterman
1993). Monoterpeeneji esiintyy useissa kas-
viheimoissa kuten Apiaceae, Asteraceae,
Lamiaceae ja Pinaceae-heimoissa. Seskviter-
peenit ovat terpeeneistd suurin ryhmd, silld
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Taulukko 2. Terpeenien jaottelu ja esimerkkeja.

sitronellaali, o-terpiini, y-terpiini, terpinen-4-oli, o-terpineoli, tujaani, o-

B-farnesaani, o-humuleeni, f-humuleeni, y-humuleeni, a-karyofylleeni, [3-

Yhdisteitd
Monoterpeeni Bornaani, borneoli, a-fellandreeni, B-fellandreeni, fenkoni, kamferi,
karvakroli, karvoni, p-kymeeni, limoneeni, linaloli, mentoli, mentoni,
myrseeni, B-myrsiini pinaani, o-pineeni, B-pineeni, sabineeni, sitraali,
tujeeni, tujoli, tujoni, tymoli,
Seskviterpeenit
karyofylleeni
Diterpeeni Kamforaani, kauraani, pimaraani, retinaani
Triterpeenit:
steroidit Ergostaani, estraani, kolaani, kolestaani, stigmastaani
sterolit Ergosteroli, kolesteroli, -sitossteroli, stigmasteroli
saponiinit Olenaani
sappihapot Koolihappo, litokoolihappo
steroidihormonit Aldosteroni, estradioli, kortikosteroni, progesteroni, testosteroni
D-vitamiinit Dz, D3, D4 jne.
Tetraterpeenit Karotenoidit

sithen kuuluu lukumaiiriisesti useita tuhan-
sia yhdisteitd. Sen lisiksi niistd tunnetaan
rakenteellisesti ainakin 200 erilaista run-
koa. Seskviterpeenit voivat olla avoketjuisia
tai syklisid hiilivetyjd, alkoholeja tai ketone-
ja. Seskviterpeenejd esiintyy mm. Asteraceae
ja Cichoriaceae kasviheimoissa usein yhdessd
monoterpeenien kanssa. Diterpeeneja tun-
netaan yli 500 erilaista, joista yleisimpid
ovat mm. klorofyllin rakenneosana esiinty-
vi avoketjuinen fytoli, monosyklinen A-vi-
tamiini eli akseroftoli sekd trisykliset hartsi-
hapot (Goodwin & Mercer 1983). Terpee-
neihin kuuluvat myos sellaiset yhdisteet
kuin E-ja K-vitamiinit sekd ubikinoni. Tau-
lukossa 2 on esitetty erditd yleisimpid ter-
peeneitd.

Terpeenien terveysvaikutuksia ei téssd

Kirjallisuus

katsauksessa kisitella tarkemmin, mutta
monoterpeenien tiedetddn omaavan anti-
karsinogeenisia ominaisuuksia. Esim. 4-li-
moneeni ennalta annettuna voi ehkdisti
karsinogeenisen aineen haitallisia vaikutuk-
sia estdmilld karsinogeenin indusoiman
haitallisen proteiinisynteesin (Giri et al.
1999). Eldinkokeissa esim. sitrushedelmisti
saatava limoneeni on useimmin estdnyt rin-
ta-, tho-, maksa ja keuhkosy6vin syntyd
(Crowell 1999). Mono- ja seskviterpeenien
sekd eraiden saponiiniglukosidien tiedetdan
ehkiisevin vatsahaavan syntyd (Matsunaga
et al. 2000). Toisaalta monien tyrikkikasvi-
en diterpeenit ovat kaikille nisikkdille, ih-
minen mukaan lukien, ihoa drsyttdvid ja
myrkyllisid yhdisteitd (Gerhenzon & Crote-
au 1991).
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Isoprenoideihin kuuluvat terpeenit ovat
yksi runsaslukuisin ja monimuotoisin kasvi-
en sekunddiriaineiden ryhmid. Terpeenejd
esiintyy yleisesti mauste-, lddke- ja yrttikas-
vien haihtuvissa 6ljyissd, joihin komponen-
tit antavat biologista aktiivisuutta. Kasvi
voi sisdltdd jopa kymmenid erilaisia ter-
peenejd ja muita sekunddiriaineita. Yhdis-
teiden kokonaispitoisuus on muutamia
poikkeuksia lukuunottamatta yleensd yh-
den prosentin luokkaa kuiva-aineesta. Eri
sekundédriaineista terpeenien muodostu-
miseen vaikuttavia ympiristo- ja viljelytek-

nisid tekijoitd on tutkittu eniten. On pit-
kédn arveltu, ettd haihtuvien dljyjen pitoi-
suus ja aromikkuus on korkeampi Suomessa
kasvavissa kasviksissa kuin etelin maissa
viljellyissi kasviksissa. Kaikkia kasveja kat-
tavaa vastausta ei ole 1dydetty, mutta valon
ja lampéotilan on havaittu useissa tapauksis-
sa vaikuttavan terpeenien muodostumi-
seen. Sen takia ainakin eriilld kasveilla on
mahdollista, ettd pitkd pdivd yhdessd opti-
mildmpétilan kanssa lisdd terpeenien muo-
dostumista kasvissa.

Avainsanat: kemialliset yhdisteet, biosynteesi, valo, laatu, paivinpituus, limpitila

9.1 Terpeenien biosynteesi

Isoprenoidibiosynteesin alkuosa tunnetaan
jo varsin hyvin ja siitd onkin saatavilla run-
saasti kirjallisuutta (esim. van der Heijden
& Veerpoorte 1995, Chappell 1995, Weis-
senborn et al. 1995, Paré & Tumlinson
1997). Mallikasvien kuten perunan, tomaa-
tin (Park et al. 1992) ja lituruohon (Enjuto
et al. 1994) lisiksi terpeenisynteesid on tut-
kittu mm. kuminalla (Bouwmeester et al.
1998), mintulla (McCaskill & Croteau
1995, Fuchs et al. 1999) ja kumipuulla
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(Schaller et al. 1995). Isopreenisynteesi on
kiinnostanut tutkijoita my6s sen takia, ettd
eldimilld muodostuu sen tuloksena koleste-
rolia (Chin et al. 1982). Kasvit tuottavat
isoprenoidien keskeistd ldhtoainetta, iso-
pentenyylipyrofosfaattia (IPP) kahden bio-
synteesireitin kautta (Kuva 12) (Chappell
1995, Duvold et al. 1997, Lichtenthaler et
al. 1997).

Mevalonaattireitin biosynteesi alkaa
kolmen asetyyli-KoA:n kondensaatiolla.
Siitd syntyy hydroksyylimetyyliglutaryy-
li-KoA (HMG-KoA), joka pelkistetdin
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Heijden & Veerpoorte 1995, Kush 1994, Weissenborn et al. 1995, Chappel
1995, Paré & Tumlinson 1997, Keskitalo 1999).

kuusihiiliseksi mevalonihapoksi. Reaktio on
peruuttamaton ja sitd katalysoi HMG-
KoA-reduktaasi, joka on avainentsyymi iso-
prenoidien aineenvaihdunnan séditelyssi.
Geeniperheen (bmg) tiedetddn ohjaavan
HMG-KoA-reduktaasin toimintaa ja per-
heeseen kuuluvien geenien lukumaiiri on
ainakin osittain riippuvainen kasvista (Chye
et al. 1992, Korth et al. 1997, Mal-
donado-Mendoza et al. 1997). Meva-
lonihappo fosforyloidaan ja karboksyloi-
daan, jolloin muodostuu viisihiilinen iso-
pentenyylipyrofosfaatti (IPP). Se on perus-
yksikko isoprenoidien muodostumisessa.
IPP ja sen isomeeri dimetyyliallyyli-pyro-
fosfaatti (DMAPP) toimivat lihtoaineena
muille isopreeneille ketjunpidentdmisreak-
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tiossa (Goodwin & Mercer 1983, Croteau
1992, Chappell 1995). Mevalonaattireitin
lisaksi kasveista on ldydetty toinenkin
IPP:td tuottava biosynteesireitti, jossa
IPP:td muodostuu 1-deoksiksyloosi-5-fos-
faatista (Duvold et al. 1997, Lichtenthaler
et al. 1997, Bouvier et al. 1998).
DMAPP:n kondensoituessa IPP:n kans-
sa muodostuu kymmenhiilinen (C,)) ge-
ranyylipyrofosfaatti (GPP). GPP voidaan
kiyttdd joko monoterpeenien biosynteesiin
tai sithen voidaan yhdistdd seuraava IPP-
molekyyli, jolloin muodostuu viisitoistahii-
linen (C,5) farnesyylipyrofosfaatti (FPP).
FPP:lla on kolme mahdollista aineenvaih-
dunnallista reittid. Se voidaan kdyttid sesk-
viterpeenien muodostamiseen, ketjunpi-
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1997, Keskitalo 1999).

dentimiseen C,-yhdisteiksi (geranyylige-
ranyylipyrofosfaatiksi GGPP) tai triterpee-
nien (C,,) synteesiin. GGPP:n aineenvaih-
duntareitit ovat samantyyppiset kuin
FPP:1l4. Se voidaan muuttaa diterpeeneiksi
tai ketjua pidentdmalld geranyylifarnesyyli-
pyrofosfaatiksi (C,5, GFPP) tai dimerisaa-
tiolla tetraterpeeneiksi (C,, polyprenolit).
Ketjunpidentiminen voi jatkua niin, ettd
muodostuu 500—10 000 isopreeniyksikkéd
kisittdva molekyyli, jota on esimerkiksi
luonnonkumi (Kush 1994). Isopreeniyksik-
kojen ketjuuntumisessa muodostuu siis pre-
nyylifosfaatteja, jotka eroavat toisistaan iso-
preeniyksikdiden miirdssd (Goodwin &
Mercer 1983, Croteau 1992). Prenyyli-
transferaasit katalysoivat isopreeniyksikoi-
den polymerisaatiota ja mono-, seskvi- ja di-
terpeenisyntaasit (-syklaasit) vastaavat
GPP:n, FPP:n ja GGPP:n syklisaatioista
(Luckner 1990, Croteau 1992, Chappell
1995) (Kuva 13).
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9.2 Terpeenien esiintyminen ja
sijainti kasveissa

Monet yrtti-, mauste- ja ladkekasvit sisdltd-
vit terpeeneistd koostuvaa haihtuvaa oljya.
Tavallisesti kasvien 6ljypitoisuus on yhden
prosentin luokkaa kuiva-aineesta, mutta
myds suurempia pitoisuuksia esiintyy mm.
kuminalla (2—7 %) (Galambosi & Peura
1996). Terpeenit ovat monimuotoisia, silld
esimerkiksi tillista (Huopalahti 1986) ja eri
minttulajeista (Pino et al. 1996, Brophy et
al. 1997, Guido et al. 1997) on tunnistettu
kymmenii ja pietaryrtistd jopa yli sata eri-
laista terpeenid (Keskitalo 1999, Keskitalo
et al. 2001). Kumina on tissikin suhteessa
poikkeus, silld sen haihtuva 6ljy sisdltad
péddasiassa vain kahta monoterpeenid li-
moneenid ja karvonia (Bouwmeester et al.
1998).

Terpeeneihin tarvittava IPP (Isopen-
tenyylipyrofosfaatti) voi muodostua joko
mevalonaattireitin kautta tai 1-deoksiksy-
loosi-5-fosfaatista. Synteesireitit riippuvat-
kin ainakin osittain siitd, mitké ovat loppu-
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Kuva 14. Isopreenien muodostuminen solussa (Hugueney et al. 1996).

tuotteet. Usein vihin dimeerisoituneet iso-
preenit kuten mono- ja seskviterpeenit
muodostetaan mevalonaattireitin kautta
sytoplasmassa, vaikka esimerkiksi mintulla
myos plastidit osallistuivat synteesiin
(McCaskill & Croteau 1995). Sen sijaan ter-
peenit, jotka muodostuvat useista iso-
preeniyksikdistd kuten B-karoteenit ja ste-
rolit, syntetisoidaan usein deoksiksylu-
looseista ja synteesipaikkana ovat solun
plastidit (Hugueney et al. 1996, Arigoni et
al. 1997) (Kuva 14).

Synteesin jilkeen erityisesti mono- ja
seskviterpeenit kuljetetaan pois soluista, sil-
14 konsentroituneena ne voivat olla itse so-
lulle myrkyllisid. Tdmén takia ne varastoi-
daan usein lehden pinnalla oleviin rakkuloi-
hin tai solukarvoihin (Oliveira & Pais 1990,
McCaskill & Croteau 1995). Primiirisid
isopreeneji ei yleensd varastoida solujen ul-
kopuolelle vaan ne kuljetetaan kiyttokoh-
teisiin kuten klorofyllit fotosynteesid suorit-
taviin soluihin.

9.3 Valon ja lampaétilan vaikutus
terpeenien muodostukseen

Terpeenit ovat yksi eniten tutkittu ryhma
kasvien sekundéiriaineenvaihduntatuot-
teista. Syynd on varmasti se, ettd erittdin
monet mauste-, yrtti- ja ladkekasvit sisdltd-
vit mono- ja seskviterpeeneistd koostuvaa
haihtuvaa 6ljyjd. Eri abioottisten ja bioottis-
ten tekijéiden vaikutuksia terpeenien esiin-
tymiseen on selvitetty useissa teoksissa
(Bernath 1992). Sen vuoksi kaikkia mah-
dollisia tekijoitd ei kisitelld tdssd kirjoituk-
sessa. Abioottisista ympdristotekijoistd on
keskitytty valoon ja limpdtilaan sen takia,
ettd ne ovat keskeisia kasvutekijoitd Suo-
messa.

9.3.1 Valon voimakkuus
Valovoimakkuuden lasku on vihentinyt
haihtuvan 6ljyn pitoisuutta monilla eri kas-

vilajeilla kuten timjamilla (Thymus vulgaris
L.) (Liet al. 1996), tillilld (Anethum graveolens
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L.) (Hilvi et al. 1992a), meiramin sukuisel-
la kasvilla (Origanum syriacum (L.)) (Dudai et
al. 1992) ja kamomillalla (Matricaria recuti-
ta L.) (Saleh 1973). Salvian (Safvia officinalis
L.) 6ljypitoisuus oli sitd vastoin korkeimmil-
laan, kun se sai vain noin puolet normaalista
valaistuksesta (Li et al. 1996). Valovoimak-
kuuden lisdys kasvatti tillilld 6ljypitoisuu-
den lisdksi yrttisatoa, minkd takia koko-
naisoljysato kasvoi. Tillilla 6ljyntuotanto
riippuukin suoraan biomassan tuotannosta
ja fotosynteesistd (Halvd 1993). Kasvilajit
voivat kuitenkin erota siini, miten ne rea-
goivat valovoimakkuuden kasvuun, eikd
haihtuvan 6ljyn lisdys aina valctdmattd liity
kasvuun (Li et al. 1996).

Valon voimakkuus voi vaikuttaa myos
haihtuvan 6ljyn koostumukseen. Valon in-
tensiteetin laskiessa timjamissa tymolin ja
Y-terpineenin suhteelliset madrit laskivat,
mutta P-kymeenin miird kasvoi (Li et al.
1996). Meiramin sukuisessa kasvissa valon
mdédrin vihentdminen talvella laski p-sy-
meenin suhteellista osuutta 6ljyssi ja nosti
tymolin ja y-terpineenin osuuksia. Kesilld
valon méirin viheneminen ei vaikuttanut
oljyn koostumukseen (Dudai et al. 1992).
Tillilli B-pineenin pitoisuus oli korkeim-
millaan himmedssi valossa kun taas muiden
analysoitujen yhdisteiden mdirit olivat
korkeimmillaan kirkkaassa valossa (Hilvi
et al. 1992a).

9.3.2 Valon laatu

Erilaiset valolaadut eli valon eri aallonpi-
tuudet vaikuttavat kasvien kasvuun sekid
sekunddiriaineiden pitoisuuksiin. UV-si-
teilyn, sinisen ja punaisen valon merkitystd
on tutkittu mm. timjamilla, tillilld, kamo-
millalla, basilikalla ja piparmintulla. Punai-
nen valo lisdsi timjamin taimien monoter-
peenien tuotantoa sekd stimuloi tymolin
muodostumista silloin, kun taimia kasva-
tettiin muuten pimedssi. Myos kaukopu-
nainen valo lisdsi timjamilla (Tanaka et al.
1989), mutta ei tillilld (Hilvi et al. 1992b)

monoterpeenien muodostumista. Tillilld si-

81

nistd valoa saaneet kasvit tuottivat vihiten
oljyd jakasvu oli hitainta verrattuna punais-
ta tai kaukopunaista valoa saaneisiin kasvei-
hin (Hilvi et al. 1992b). Valonlaadun vai-
kutus tillin oljypitoisuuteen saattaa johtua
muutoksista kasvien kehitysvaiheessa tai
valon indusoimista ja sekundédiriaineiden
muodostumista edistdvistd tekijoistd kuten
hormonimuutoksista (Hilvi et al. 1992b).
Kasvit reagoivat mitd ilmeisemmin eri ta-
valla valon laatuun, silldi kamomillalla val-
koinen valo indusoi haihtuvan 6ljyn muo-
dostumista. Sen sijaan punainen, vihred ja
sininen valokisittely tuottivat vihemmin
oljya. Basilikalla (Ocimum  basilicum 1.)
UV-B-siiteily (Johnson et al. 1999) ja pipar-
mintulla (Mentha x piperita L.) UV-A siteily
lisdsivit haihtuvan 6ljyn pitoisuutta (Maffei
etal. 1999). Piparmintulla UV-A siteily te-
hosi 6ljypitoisuuteen vain silloin, jos se an-
nettiin péivilld. Samalla kasvin kasvu para-
ni. Sen sijaan UV-A kisittely pimeissi kas-
vaneisiin kasveihin heikensi niiden haihtu-
van 6ljyn muodostumista ja kasvin kasvua

(Maffei et al. 1999).

9.3.3 Valojakson pituus

Valojakson pituuden vaikutusta haihtuvan
oljyn pitoisuuteen on tutkittu useilla eri
kasvilajeilla. Monilla kasveilla pitkd valo-
jakso on lisinnyt dljypitoisuutta (Dragar &
Menary 1994). Pimeissi kasvatettujen tim-
jamin taimien lyhytkestoinenkin (kymme-
nen minuuttia) valokisittely lisdsi monoter-
peenien muodostumista. Tavallisesti oljy-
madrin kasvu on kuitenkin riippunut valo-
jakson pituudesta (Yamaura et al. 1989).
Niin on ollut esimerkiksi rakuunalla (Arze-
misia dracunculus) (Suchorska et al. 1992),
piparmintulla (Burbott & Loomis 1967),
tillilla (Halva et al. 1993) ja meiramin su-
kuisella kasvilla (Dudai et al. 1992), joilla
kaikilla haihtuvien 6ljyjen muodostuminen
parani pitkdssd pdivissi (kuusitoista tuntia)
verrattuna lyhyeen piivddn (kahdeksan
tuntia). Valojakson pituus on vaikuttanut
sen sijaan eri tavalla tuoresatoon: piparmin-
tulla pitkd pdivd lisdsi kasvua (Burbott &



Loomis 1967), mutta tillilla se vahensi sit
(Hilvi et al. 1993). Poikkeuksena ovat tut-
kitut kolme minttulajia (Mentha arvensis L.,
M. citrata L. ja M. cardiaca L.), joilla haihtu-
van 6ljyn pitoisuudet olivat noin 50-260 %
suurempia lyhyen piivin (kahdeksan tun-
tia) kisittelyssd verrattuna luonnolliseen
valoon tai pitkdn piivin kisittelyyn (24
tuntia) (Farooqi et al. 1999).

Pitkén valojakson positiivinen vaikutus
haihtuvaan 6ljyn muodostumiseen johtuu
mm. piparmintulla (Burbott ja Loomis
1967, Farooqin et al. 1999) ja maustemeira-
milla (Origanum majorana 1.) (Circella et
al.1995) ainakin osaksi lisddantyneestd kas-
vusta eikd valon suorasta vaikutuksesta mo-
noterpeenisynteesiin. Tutkimukset ovat
osittain ristiriitaisia, silld useissa kokeissa
valojakson pituus on edistinyt myds suo-
raan haihtuvien 6ljyjen muodostumista tai
vaikuttanut 6ljyn koostumukseen (Dudai et
al. 1992, Voirin et al. 1990, Farooqin et al.
1999). Suorat vaikutukset voivat johtua sii-
td, ettd pdivinpituus aiheuttaa muutoksia
biosynteesin hapetus-pelkistys -tapahtu-
miin (Voirin et al. 1990), entsyymit ja gee-
nit aktivoituvat (Dudai et al.1992) tai ettd
aineenvaihduntareitissi on muita muutok-
sia (Farooqin et al. 1999).

Valojakson pituus voi vaikuttaa haihtu-
van oljypitoisuuden lisiksi haihtuvan dljyn
koostumukseen. Timjamilla tymolin maara
kasvoi suhteellisesti enemmén kuin muiden
yhdisteiden, kun taimille annettu valojakso
piteni (Yamaura et al. 1989). My6s muilla
kasveilla havaittiin, etta fenolisten mono-
terpeenien (tymoli, karvakroli) osuudet kas-
voivat ja terpeenihiilivetyjen (y-terpineeni,
p-kymeeni) osuudet laskivat piivinpituu-
den noustessa (Dudai et al. 1992). Mintuilla
terpeenien suhteellisissa osuuksissa tapah-
tuneet muutokset ovat olleet erilaisia: Meznz-
ha citrata -kasvissa linaloolin osuus kasvoi
15 % ja M. cardiaca -kasvissa karvonin
osuus aleni 18 % kasvatettaessa kasveja pit-
késsd pdivissi lyhyen sijaan. Rantamintulla
(Mentha arvensis L.) paivianpituudella ei juu-
rikaan ollut vaikutusta mentolin méirdin
(Farooqi et al. 1999), vaikka piparmintulla
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erityisesti pitkd pdivi tuotti runsaasti men-
tonia (+ mentolia) ja vihin mentofuraania
sisdltdvad oljyd. Lyhyen piivin kisittelyssd
padosa Oljystd oli oljyn laatua alentavaa
mentofuraania (Voirin et al. 1990).

9.3.4 Lampdtila

Limpétila on lisdinnyt kontrolloiduissa kas-
vatusoloissa tehdyissd kokeissa mm. kamo-
millan (Betray & Vomel 1992), rantamin-
tun (Mentha arvensis L.) (Duriyaprapan et al.
1986), meiramin sukuisen kasvin (Dudai et
al. 1992), salvian (Bernath et al. 1991)jatil-
lin (Hilvi et al. 1993) haihtuvan 6ljyn pitoi-
suuksia. Limpdtila saattaakin vaikuttaa va-
loa merkittivimmin kasvien haihtuvan ol-
jyn muodostumiseen (Hilvd et al. 1993).
Esimerkiksi tillilld (Hélvd et al. 1993) ja
meiramin sukuisella kasvilla (Dudai et al.
1992) lampétilan nousu nosti kasvien 6ljy-
pitoisuutta sekd pitkilld ettd lyhyelld valo-
jaksolla. Pitkd valojakso saattaa kuitenkin
vahentdd limpotilan vaikutusta (Hilvd et
al. 1993). Esimerkiksi rantamintun haihtu-
van 6ljyn tuotantoon pdivi- ja ydlampotilat
eiviat yksin pystyneet vaikuttamaan, silld
niilld on havaittu olevan yhdysvaikutusta.
Tietyissd limpotiloissa pdivalampétila on
vaikuttanut  oljyntuotantoon enemméin
kuin yolampéotila. Korkea y6lampotila saat-
taa my0s kompensoida matalaa piivilim-
potilaa (Duriyaprapan et al. 1986).

Limpatila vaikuttaa myos haihtuvan 61-
jyn koostumukseen. Limpétilan nousu lisd-
si kamomillalla kamatsuleenin ja laski ot-bi-
sabolin osuutta (Bettray & Vomel 1992,
Fahlen et al. 1997) ja rantamintulla lisdsi
mentonin osuutta (Duriyaprapan et al.
1986). Limpdétila on vaikuttanut myos
muiden minttulajien 6ljyn koostumukseen
(Mentha x piperita L., Mentha longifolia L.,
Mentha spicata L., Mentha rubra 1.) (Fahlen
et al. 1997).

Limpotilan vaikutus haihtuvan 6ljyn
koostumukseen voi riippua myos pdivanpi-
tuudesta. Limpdotila vaikuttikin erityisesti
piparmintun haihtuvan 6ljyn koostumuk-
seen lyhyelld piivilli. Limmin y6 (25 °C)



tuotti lyhyen péivin kisittelyssd pulegonia
ja mentofurania, kun taas kylmi y6 (8 °C)
tuotti mentonia. Sen sijaan pitkdn piivin
kisittelyssd yolampotilat vaikuttivat vain
vihdn piparmintun (Burbott & Loomis
1967), tillin (Hilvé et al. 1993) ja muiden
aromaattisten kasvien (Dudai et al. 1992)
oljyjen koostumukseen (Burbott & Loomis
1967). Haihtuvien 6ljyjen satofysiologiaa
kisittelevissd pioneerityossd todettiin, ettd
oljyn koostumukseen vaikuttaa sekd fo-
tosynteesi ettd yolld tapahtuva hengitys.
Molemmat ovat riippuvaisia limpotilasta.
Limpimind 6ind hengitys on vilkasta, siind
kiytettdvid lahtoaineita kuluu ja seuraukse-
na on hapettavat olot. Sen sijaan kylmini
6ind hengitykseen kiytettivid lihtoaineita
on saatavilla ja hengityksessd mukana ole-
vat entsyymit pysyvit pelkistyneind.
Hapettavissa ja pelkistivissd oloissa syntyy
erilaisia terpeeneitd (Burbott & Loomis

1967).

9.4 Terpeenien modifiointi

Kasvien aineenvaihdunnallisia tuotteita on
muokattu perinteiselld kasvinjalostuksella.
Sen sijaan bio- ja geenitekniikkaa on kiytet-
ty varsin vihin viime vuosiin saakka. Koska
kasvisten laadullisista ominaisuuksista on
tullut yhé tirkedimpid raaka-aineita funk-
tionaalisille elintarvikkeille, tutkitaan talla
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hetkelld vilkkaasti esimerkiksi mahdolli-
suuksia muokata geeniteknisesti kasvien
karoteenisynteesia (van der Berg et al.
2000). Merkittivin viimeaikainen saavutus
on nk. kultaisen riisin (golden rice) jalosta-
minen geenitekniikan avulla. Kehitysmais-
sa tirked ravintokasvi riisi sisdltdd hyvin vi-
hin A-vitamiinin esiastetta [3-karoteenia.
A-vitamiinin puute aiheuttaa vakavia sai-
rauksia kuten sokeutumista. Nyt geenitek-
nisesti jalostetun runsaasti 3-karoteenia si-
saltdvin riisin toivotaan auttavan eristyises-
ti alueita, joilla kdrstddn A-vitamiinin puut-
teesta. Kultaisen riisin kehittiminen on en-
simmdinen huomattava askel terveellisem-
pien ravintokasvien jalostuksessa (Beyer et
al. 2001). Perinteisistd yrttikasveista pio-
neerikasveina voidaan pitdd kuminaa
(Krens et al. 1997), minttua (Ishikawa &
Sato 1994, Sato et al. 1996), ja pietaryrttid
(Keskitalo et al. 1999), joiden terpeenisyn-
teesid on pyritty bioteknisesti muokkaa-
maan. Kiytettyjd menetelmia ovat olleet
kromosomiston kaksinkertaistaminen
(Raev & Jordanov 1996), protoplastifuusio
(Ishikawa & Sato 1994, Sato et al. 1996,
Keskitalo et al. 1999) tai geenin siirto joko
Agrobakterim  tumefaciensin (Krens et al.
1997) tai partikkelipommituksen (Aro-
kiaraj et al. 1994) vilitykselld.
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10 Terpeenien merkitys kasvien
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Kasveja ravintonaan kidyttivit hyonteiset
reagoivat isdntakasviinsa haju- ja makuais-
tin avulla. Useimmat terpeeneihin kuuluvat
yhdisteet toimivat kasveissa kasvissyojid
karkottavina tai syontid ehkdisevind ainei-
na. Kuhunkin kasviryhmiin erikoistuneet
kasvinsyojit pystyvit kuitenkin murta-
maan isintdkasvin kemiallisen puolustuk-
sen ja ne kdyttdvitkin aineita sopivan kas-

vin tunnistamiseen. Lajikevalinnan avulla
voidaan valita tuholaisia kestdvid lajikkeita
viljelyyn ja vastaavasti houkuttelevampia
lajikkeita houkutekaistoille, joista tuho-
hyonteiset voidaan torjua. Erdidt terpeeni-
yhdisteet houkuttelevat kasvustoon tuho-
laisten loisia ja petoja. Viljelykasvi voidaan
aktivoida tuottamaan nditd yhdisteitd
elisitorien avulla.

Avainsanat: kasvinsuojelu, tubohyinteiset, luontaiset vibolliset, kemialliset yhdisteet

10.1 Johdanto

Kaikkiin terpenoidiryhmiin kuuluvilla yh-
disteilld on merkitysti kasveja ravintonaan
kiyttaville eldimille (Gerhenzon & Croteau
1991). Tunnetuimpia lienevdt monoterpee-
neistd ja diterpeeneistéd (hartsihapot) muo-
dostuvat havupuiden pihka-aineet, jotka
suojaavat puita erityisesti kaarnakuoriaisia
vastaan (Phillips & Croteau 1999). Tyypilli-
sesti hiilipohjaisina yhdisteind terpeenejd on
usein pidetty ns. hiili/typpihypoteesin mal-
liyhdisteind. Kun typen saanti on vihiistd,
kasvi suuntaa yhteytettyd hiiltd kasvun si-
jasta hiilipitoisiin sekunddiriyhdisteisiin.
Vastaavasti hyvin lannoitetuissa kasveissa
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nididen puolustusyhdisteiden midrit ovat
alhaisemmat, koska kasvi on kiyttanyt hiil-
td enemmin biomassan tuottamiseen.
Usein my6s lannoituksen tuholaisille altis-
tavaa vaikutusta on perusteltu silld, ettd hy-
vin lannoitetuissa kasveissa on sekd runsaas-
ti typped ettd vihemmiin syontid ehkiisevid
sekundédriyhdisteitd. Havupuilla hypoteesi
ndyttdd toimivan vain fenolisten yhdistei-
den osalta, mutta etenkin diterpeenit kayt-
tdytyvit pdinvastaiseen suuntaan ja neula-
sen pihka-aineiden pitoisuudet kasvavat
typpilannoitusta lisdttdessd (Kainulainen et
al. 1996). Saman aineryhmin yksittiisten
yhdisteiden vasteissa on myds huomattavia
eroja.
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10.2 Monoterpeenit

Monoterpeenit voivat toimia kasveissa po-
lyttdjid houkuttavina kukkien hajuaineina,
hyonteisten syontid ja munintaa ehkiisevi-
nd yhdisteind tai suoranaisina myrkkyind.
Yleensd monoterpeenit eivit kuitenkaan
ole myrkyllisid nisakkiille kasveissa esiinty-
vind pitoisuuksina, mutta ne inhiboivat
potsimikrobien toimintaa. Tamidn vuoksi
esim. hirvi karttaa runsaasti hapettuneita
monoterpeenejd sisdltdvdd kuusta ja syo
mintyd, jossa padosa monoterpeeneistd ei
ole hapettuneita. Tunnetuimpia myrkkyjd
ovat asterikasveista loytyvdt monoter-
peeniestereihin kuuluvat pyretroidit, joita
on esim. hyonteistentorjuntaan kiytetyssd
luonnon pyretriinissd. Porkkanassa esiintyy
runsaasti erilaisia mono- ja seskviterpeenejd
(Kainulainen et al. 1998). Naateissa run-
salmmin tavattavat monoterpeenit voivat
toimia porkkanakempille joko houkutteena
tai  karkotteena.  Sabineenipitoisuuden
noustessa kasvi ndyttiisi muuttuvan entistd
houkuttavammaksi ~ porkkanakempille,
kun taas korkean limoneenipitoisuuden
omaavia kasveja kemppi vilttelee (jul-
kaisematon havainto). My6s havupuilla yk-
sittdisten monoterpeenien viliset suhteet
voivat vaikuttaa siithen, houkuttaako vai
karkottaako puu kaarnakuoriaisia (Gerhen-
zon & Croteau 1991). Lisiksi kaarnakuori-
aiset kdyttdvit monoterpeeneji ldhtoainei-
na syntetisoidessaan sukupuoliferomone-
jaan.

10.3 Seskviterpeenit

Nykyisin seskviterpeenejd tunnetaan yli
9000 yhdistettd, ja ne ovat siten kaikkein
monimuotoisin terpenoidiryhmi. Drimaa-
ni-tyyppiset dialdehydiseskviterpeenit ovat
voimakkaita syonnin estdjid ja niitd tava-
taan mm. tatarkasveista. Ihminen maistaa
ne polttavina, ja ne estdvit tdysin erdiden
yoperhostoukkien ja koloradonkuoriaisten
syonnin. Asterikasveista tavattavat seskvi-
terpenilaktoonit ovat laaja ryhmi yhdistei-
td, jotka ovat myrkyllisid mm. perhosille,

heinisirkoille ja kovakuoriaisille. Niitd on
my0s karjalle myrkyllisissd kasveissa (Ger-
henzon & Croteau 1991). Puuvillasta tavat-
tava gossypol ja sen sukuiset fenolisen ryh-
min sisdltdvit seskviterpeeniyhdisteet suo-
jaavat kasvia useiden hyonteislajien syonnil-
td. Toiminnaltaan ne ovat fenolisten yhdis-
teiden kaltaisia ja estdvit proteiineja hajot-
tavien entsyymien toimintaa.

10.4 Diterpeenit

Havupuiden pihka-aineiden hartsihapot
ovat tyypillisid diterpeeneji, jotka suojaavat
kasveja herbivorien ja patogeenin vioituk-
selta ja ”paikkaavat” rungon haavaumia.
Muita diterpeeneji ovat esim. tyrikkikas-
veista tavattavat alifaattisten ja aromaattis-
ten happojen mono- ja diesterit, jotka ovat
nisdkkdille myrkyllisid ja my6s thoa drsytta-
vid yhdisteitd. Laidunkarja usein karttaa
nditd yhdisteitd sisdltdvid kasveja. Klero-
daanit (clerodane) ovat hyonteisten syontid
ehkiisevid diterpeeneji, joita tavataan mm.
huulikukkais- ja asterikasveissa. Thminen
maistaa yhdisteet kitkerind (Gerhenzon &
Croteau 1991).

10.5 Triterpeenit

Kuusi isopreeniyksikkod sisiltdvit triter-
peenit ovat rakenteellisesti heterogeeninen
aineryhmd. Tirkeimmit kasveja syoviin
elaiimiin vaikuttavista triterpeeneistd kuu-
luvat kukurbitakiineihin, limonoideihin ja
saponiineihin (Gerhenzon & Croteau 1991).
Kurkkukasvissa esiintyvit lehtikuoriaiset
ovat immuuneja kukurbitakiineille, mutta
ne varastoivat itseensd nditd kitkerdltd
maistuvia yhdisteitd suojautuakseen saalis-
tajilta. Neempuusta (Azadirachta indica)
saatava limonoideihin kuuluva azadirachtin
on osoittautunut tehokkaaksi hyonteisten
syontia ehkdiseviksi yhdisteeksi. Saippu-
amaiset saponiinit voivat estdd mm. punk-
kien ja kovakuoriaisten syontid sekd hairicd
nahanluontiin osallistuvien ja steroleihin
kuuluvien hormonien toimintaa hyonteisis-



si. Cardenolidiset steroidit (cardenoliidit),
jotka vaikuttavat mm. syddmen toimin-
taan, voidaan myos lukea triterpeeneihin.

10.6 Haihtuvat yhdisteet

Monet mono- ja seksviterpeenit ovat erdi-
den alkoholien, ketonien ja aldehydien
ohella herkisti haihtuvia yhdisteitd. Hyon-
teis- ja punkkivioitus aiheuttaa muutoksia
kasveista haihtuvien yhdisteiden méirissd ja
koostumuksissa. Osa haihtumisen lisddnty-
misestd johtuu yksinkertaisesti kasvisolu-
kon rikkoontumisesta, mutta viotus kiyn-
nistdd useiden yhdisteiden kemiallisen syn-
teesin. Ndin vioittuneissa kasveissa muo-
dostuu yhdisteitd, joita ei tavata terveissd
vioittumattomissa kasveissa. Niiden muu-
tosten evolutiivinen merkitys on vield epi-
selvd, mutta kokeellinen tutkimus on osoit-
tanut, ettd kasveja syOvien hyonteisten
luontaiset viholliset osaavat kdyttdd niitd
pédstojd hyodykseen etsiessddn sopivia saa-
liseldimid (Kielty et al. 1996, Paré & Tum-
linson 1997). Pidstomuutoksia voi aiheut-
taa pelkkd mekaaninen kasvisolukon vioit-
tuminen, mutta useimmiten joku kasvis-
sy0jdn syljessd oleva yhdiste. Eri tuhohyon-
teisten aiheuttamat haihtuvien yhdisteiden
pédstot poikkeavat toisistaan ainekoostu-
mubkseltaan (De Moraes et al. 1998). Lois- ja
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petohyonteiset sekd petopunkit voivat ndi-
den erojen perusteella tunnistaa saalislajin-
sa.

Tietyt kemialliset yhdisteet, kuten jas-
monihappo voivat kidynnistad kasvien in-
dusoidun puolustuksen ja niitd elisitoriyh-
disteitd pyritddn hyodyntimiin nykyaikai-
sessa kasvinsuojelussa (Cortesero et al.
2000, Thaler 1999). Verrattaessa jas-
monihapolla kisiteltyjen ja kehrddjipunkin
vioittamien kasvien haihtuvien yhdisteiden
pédstojd, havaittiin jasmonihappokdsittelyn
indusoivan osittain samojen terpenoidien
tuotantoa kuin punkit (esim. (E-beta-osi-
meeni). Kaikkia punkkivioituksen kdynnis-
tamien yhdisteiden tuotantoa elisitori ei
kuitenkaan kiynnistinyt (Dicke et al.
1999). T4ma voi vaikuttaa mm. sithen, ettd
petopunkit eivit havaitse jasmonihapolla
kisiteltyja kasveja yhtd tehokkaasti kuin
punkkien vioittamia kasveja. Petopunkit
suunnistavat jasmonihapolla kisitellyille
kasveille selvisti tehokkaammin kuin kisit-
telemattomille verrannekasveille (Gols et
al. 1999).

Indusoituvassa puolustuksessa kasvissa
kdynnistyy haihtuvien yhdisteiden synteesi
ja mm. indusoituvat monoterpeeniyhdis-
teet voivat muodostua eri metaboliareittid
(deoksyksyluloosireitti) kuin normaalissa
monoterpeenisynteesissd (mevalonihappo-
reitti) (Baldwin & Preston 1999).
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11 Prosessointien vaikutus
terpeeneihin
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Terpeenit ovat kasveille tyypillisid sekun-
daarisia  aineenvaihduntatuotteita. Ne
muodostavat pddosan kasvien haihtuvista

yhdisteistd. Erilaiset prosessoinnit, kuivaa-
minen seki sidilyttiminen vaikuttavat kas-
vien terpeenipitoisuuksiin.

Avainsanat: kasvit, kemialliser ybdisteet, kdsittely, kuivatus, satlytys, sdteilytys

11.1 Johdanto

Mausteissa ja sitrushedelmissi terpeenihiili-
vedyt muodostavat pddosan haihtuvista 6l-
jyistd. Ne voivat helposti muuttua aromaat-
tisiksi hiilivedyiksi aiheuttaen aromin pi-
laantumisen. Aromiaineina niiden merkitys
ei ole kovin suuri, koska niiden hajukynnys
on korkea. Terpeenialkoholit ovat huomat-
tavasti tarkeimpid aromiaineita, koska niilld
on varsin voimakas tuoksu ja niilld on pie-
nissakin pitoisuuksissa huomattava vaiku-
tus kokonaisaromiin. Padsadntoisesti kasvi-
en terpeenipitoisuuteen vaikuttavia tutki-
mubksia [6ytyy sdilytyksestd, kuivauksesta ja
erdistd prosessoinneista kuten mehun ja
nektarin valmistuksesta.

Lisiiksi useissa tutkimuksissa on maéri-
tetty eri kasveille tyypillisid terpeenejd sekd
niiden pitoisuuksia: esim. iisoppi (Kerrola
et al. 1994), korianteri (Kerrola & Kallio
1993), kumina (Kallio et al. 1994), kumina
ja tilli (Bouwmeester et al. 1995), oregano
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(Russo et al. 1998), rosmariini (Jaganmo-
han Rao et al. 1998), rosmatriini, salvia ja la-
venteli (Guillén et al. 1996), kirsikka (Matt-
heis et al. 1992), vadelma (Pabst et al.
1991), aprikoosi, persikka ja luumu (Kram-
mer et al. 1991), mango (Malundo et al.
1997; Sakho et al. 1998), lehtiselleri (Tang
et al. 1990).

11.2 Kuivaaminen

Yrttejd voidaan kdyttdd tuoreina vain hyvin
lyhyen ajan kerddmisestd. Siksi yrttien kdyt-
toikdd pidennetddn kuivaamalla, pakasta-
malla tai sdilomalld niitd 6ljyyn tai etik-
kaan. Lisdksi kasvien 6ljyjd voidaan tislata
talteen. Yrtteji kuivataan joko ilma-
kuivauksella, erilaisilla uuneilla sekd pak-
kaskuivauksella. Kuivausmenetelma ja kui-
vausldmpdotilat vaikuttavat eniten muutok-
siin terpeenipitoisuuksissa.

Baghavan et al. (1997) tutkivat mikro-
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aaltouunilla ja kiertoilmakuivaajalla tehdyn
kuivauksen vaikutusta meiramiin. Tuloksia
verrattiin tuoreisiin meiramin lehtiin. Mei-
ramin haihtuvista yhdisteistd 95-97 % on
monoterpeeneji ja 3—5 % seskviterpeeneja.
Meiramioljyn luonteenomainen aromi
muodostuu ¢is- ja trans-sabineenihydraa-
teista ja terpin-4-olista. Kiertoilmauunilla
kuivattujen lehtien 6ljypitoisuus oli n. 93 %
tuoreiden lehtien pitoisuudesta ja mikroaal-
touunilla vain 12-56 % tehosta riippuen.
Kun kuivaus tehtiin mikroaaltouunilla
isoimmalla teholla, alhaisen kiehumispis-
teen omaavat terpeenit olivat hdvinneet ja
korkeammalla kiehuvien yhdisteiden pitoi-
suudet kasvoivat jonkin verran. Esim.
trans-sabineenihydraatti oli havinnyt koko-
naan ja terpin-4-olin méiri oli lisddntynyt
n. 46 %. Pienemmilli tehoilla 6ljyn koostu-
mus vastasi kiertoilmakuivauksella saatua
oljyd. Parhaimmaksi kuivaustavaksi todet-
tiin kiertoilmakuivaus, koska 6ljypitoisuus
ei pienene kovinkaan paljon eikd 6ljyn koos-
tumus my06skddn muutu litkaa. Vastaavan-
laiseen tulokseen pdityi my6s Jagamohan
Rao et al. (1998) tutkiessaan rosmariinin
kuivausta.

Timjamin pakkaskuivaus pienentdd
Venskutoniksen et al. (1996) mukaan ter-
peenipitoisuuksia vain 1-3 % tuoreeseen
timjamiin verrattuna. Myos ilmakuivauk-
sella saadut tulokset olivat samaa luokkaa
kuin pakkaskuivauksella. Timjamille luon-
teenomaisia terpeeniyhdisteitd ovat mm.
tymoli, O-pineeni ja B-karyofylleeni. Kui-
vauksessa [3-karyofylleenin ja tymolin pitoi-
suudet kasvoivat ja muiden pienenivit.

Porkkanan aromiin vaikuttavia yhdis-
teitd on useita: monoterpeeneisti mm.
B-pineeni ja p-kymeeni, alkoholeista mm.
linaloli, asetaateista mm:. linalyyli sekd sesk-
viterpeeneistd mm. O-farneseeni. Porkka-
nan pakkaskuivauksessa terpeenipitoisuu-
det pienenevit periti 75 %. Yksi syy, joka
vaikuttaa hdvikkiin, on pakkaskuivaukses-
sa kdytetty vakuumi. Terpeenit, joiden kie-
humispiste on alhainen, hévisivit koko-
naan. Niitd terpeeneji olivat mm. B-pinee-
ni ja p-kymeeni. Myos muissa yhdisteissa
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pitoisuudet pienenivit (Heatherbell et al.
1971).

11.3 Prosessointi

Shamaila et al. (1996) tutkivat ryoppdyksen
vaikutusta porkkanan terpeeneihin. Tutki-
muksessa pilkottuja porkkanoita kichautet-
tiin 0-300 s. Tuloksia verrattiin tuoreen
porkkanan terpeeneihin. Lihes kaikki ter-
peenit katosivat rydppiyksen aikana siten,
ettd 70 % hivikistd tapahtui ensimmiisen
minuutin aikana. Viheneminen oli omi-
naista kaikille terpeeneille mutta reak-
tionopeus vaihteli. Yleensd porkkanalla
monoterpeenien pitoisuudet ovat suurem-
mat kuin seskviterpeenien. Monoterpee-
nien mddrd pieneni nopeasti ensimmadisen
minuutin aikana. Sen jilkeen vihenemisno-
peus pieneni ja kolmen minuutin ryoppayk-
sen jalkeen mono- ja seskviterpeeneiden pi-
toisuustasot olivat jilleen toisiinsa verran-
nolliset. Pitoisuuksien pieneneminen johtui
haihtumisesta, veteen liukenemisesta ja
limpohajoamisesta.  Kisiteltyihin  pork-
kanoihin saa paremman maun sopivalla
ryOppaykselld, nopealla jadhdyttimiselld
sekd entsyymien inaktivoimisella. Ryop-
paysmenetelmind voidaan kdyttdd hoyry-
tai mikroaaltoryoppdyst.

Howard & Dewi (1996) tutkivat proses-
soinnin ja sdilytyksen vaikutusta porkka-
naan. Porkkanan pintaa raaputettiin pois ja
ne pakattiin LDPE-pusseihin. Porkkanat
sdilytettiin 2 °C:ssa neljitoista piivid ja sen
jilkeen vield kolme piivda 10 °C:ssa. Siily-
tyksen aikana kokonaisterpenoidipitoisuus
laski 72 % siten, ettd pddosa pitoisuuden
laskusta tapahtui kolmen ensimmaisen pdi-
vin aikana. Siirto limpimadmpéin ei vaikut-
tanut endd kovin paljon terpeenipitoisuuk-
siin. Suurin havikki tapahtui 0t-terpineenis-
sd, jonka pitoisuus pieneni lihes 99 %.
Samassa tutkimuksessa porkkanoiden pin-
nalle levitettiin sy6téva selluloosapohjainen
polymeerikalvo. Timai kalvo ei kuitenkaan
estinyt terpeenien hivikkid johtuen kiyte-
tyn kalvon ominaisuuksista. Yleensd kal-



voilla voidaan estdi terpeenien hivikkid.

Iversen et al. (1998) tutkivat pastoroin-
nin ja entsyymikdsittelyn vaikutusta mus-
taherukkanektariin. Mustaherukalla l6ytyy
samoja terpeeneitd marjoista, nupuista ja
lehdistd. Nektarien terpeenipitoisuus poik-
keaa mm. marjojen terpeeneistd sen vuoksi,
ettd terpenoidit ovat hydrofobisia eivitkd
liukene veteen. Terpeenit kestivit entsyy-
mikisittelyn ja pastor6innin hyvin. Entsyy-
mikisittely pienensi vain O-karyofylleenin
pitoisuutta. Muiden mdiritettyjen terpee-
nien pitoisuudet pysyivit samana tai kas-
voivat. Entsyymikisittelyssd tapahtuva
muutos maussa johtuu pddosin estereiden
hajoamisesta ja timé yhdessi terpeenimuu-
tosten kanssa vaikuttaa nektarin makuun.
Pastéroinnin makua stabiloiva vaikutus pe-
rustuu mustaherukan entsyymien inakti-
voitumiseen. Leino & Kallio (1993) selitti-
vit mustaherukkaviinien maussa esiintyvit
vaihtelut terpeenihiilivetyjen miirin vi-
hentymiselld sekd dimetyylisulfidien ja ali-
faattisten aldehydien médrin lisidntymisel-
14 viinin raaka-aineena kiytetyssd mustahe-
rukkamehussa. Mustaherukasta valmiste-
tuissa viineissd on my6s vihemmin mono-
terpeenejd kuin mehuissa. Mddrdn pie-
neneminen selittyy kdytetyistd lampdtilois-
ta.

Suurin ongelma kuivattujen yrttien sii-
lymisessi on niiden kontaminoituminen
mikro-organismeilla. Tehokkain keino
mikrobiologisen laadun varmistamiseksi on
ollut kuivattujen yrttien siteilyttiminen.
Venskutonis et al. (1996) siteilyttivit kui-
vattuja timjamin lehtid seki Y- ettd B-sitei-
lytykselli. Vain B-siteilytys vaikutti ter-
peenipitoisuuteen siten, ettd Y-terpineenin
pitoisuus lisddntyi hieman. Farag Zaiedin et
al. (1996) mukaan mustapippurin siemen-
ten Y-siteilyttiminen pienentdi B-pineenin
pitoisuutta. Mykreenia ja limoneenii ei 16y-
tynyt sateilyttdmisen jilkeen siemenistd.
Samanaikaisesti hapettuneiden terpeenien
(esim. alkoholien) miira siemenissa lisadan-
tyi. Kisittelemittomissd siemenissd hapet-

93

tuneita terpeeneitd oli 14 % ja siteilytetyis-
si 41 %. Lisddntyminen selittynee terpee-
nien aromaattisen renkaan hapettumisella
tai hydrolysoitumisella.

11.4 Sailytys

Venskutonis et al. (1996) jakoivat timjamin
terpeenit kahteen ryhmiin sen mukaan, ta-
pahtuiko niissd pienid vai isoja muutoksia
sdilytyksen aikana. Pienid muutoksia ta-
pahtui mm. O-pineenissd, p-kymeenissd ja
tymolissa eli niiden médrad pysyi lahes sama-
na kymmenen kuukauden sailytyksen aika-
na. O-tujeenin, mykreenin ja trans-sabinee-
nihydraattin madrit pieneniviat 21-40 %.
Myés O-terpineeni ja Y-terpineeni viheni-
vit. Karyofylleenioksidin médra kasvoi kol-
minkertaiseksi kymmenen kuukauden sdi-
lytyksen aikana. Saman aikaisesti [3-kary-
ofylleenin miiri pieneni saman verran kuin
mitd oksidin médrd lisddntyi.

Basilikalle tyypillisid yhdisteitd ovat me-
tyylikavikoli, eugenoli, linaloli ja 1,8-kine-
oli. Niiden pitoisuuteen vaikuttaa kasvu-
paikka ja esim. suomalaisessa basilikassa
metyylikavikolin pitoisuudet (66,4 %) ovat
suuremmat kuin linalolin (10,6 %). Pitoi-
suuksiltaan suomalainen basilika vastaa
kuubalaista ja intialaista basilikaa. Kun ba-
silikaa kuivattiin Baritauxin et al. (1992)
tutkimuksessa 12 tuntia45 °C:ssa ja sen jil-
keen siilytettiin alumiinipolyetyleenipoly-
amidi pusseissa kolme, kuusi tai seitsemén
kuukautta, terpeenipitoisuudet laskivat 19,
62 ja 66 % siilytysajasta riippuen. Metyyli-
kavikolin ja eugenolin pitoisuudet pieneni-
vit ja vastaavasti linalolin ja 1,8-kineolin pi-
toisuudet kasvoivat kolmen kuukauden sdi-
lytyksen aikana, minki jalkeen myds ne pie-
nenivit. Kuivauksessa ja siilytyksessd pie-
nenemiset olivat haihtumisen seurausta.
Vastaavasti linalolin ja 1,8-kineolin mdérin
kasvu johtuu glykosidien hydrolysoitumi-
sesta kuivauksen aikana.
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Kaasukromatografia soveltuu hyvin haih-
tuvien terpeenien analysointiin. Toisaalta
haihtuvuus asettaa vaatimukset yhdistei-

den eristimiseen. Terpeenipitoisuuksien
vertailun tekee vaikeaksi se, ettd eri esikisit-
telymenetelmilld saadaan erilaisia tuloksia.

Avainsanat: kemialliset yhdisteet, analysointimenetelmat, kaasukromatografia

12.1 Johdanto

Yleisimpid tekniikoita terpeenien ja muiden
haihtuvien yhdisteiden eristimiseksi ovat
tislaus, uutto sekid headspace-uutto. Varsi-
nainen yhdisteiden erottaminen tehddin
kaasukromatografisesti (von Schants & Hil-
tunen 1990).

12.1.1 Yhdisteiden eristaminen

Yksi perinteisistd tavoista eristdd terpeeneji
tutkittavasta materiaalista on vesihdyrytis-
laus. Vesihoyrytislaus voidaan suorittaa
kahdella tavalla, joko kiehuttamalla niyte-
materiaalia veden kanssa ja nesteyttimalld
haihtuvat yhdisteet jadhdyttdjissa tai johta-
malla hoyryd neste-vesiseoksen lipi ja ke-
rdaamalld hoyrystyvit yhdisteet talteen. Ter-
peenejd voidaan myos eristdd kasvimateri-
aalista helposti haihtuvilla orgaanisilla li-
uottimilla soxhlet-uutolla, jonka etuna vesi-
hoyrytislaukseen on se, ettei uutossa tarvita
korkeita lampotiloja (Milner et al. 1997).
Ylikriittista hiilidioksidiuuttoa on myos
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kiytetty haihtuvien yhdisteiden uuttami-
seen (Pallado et al. 1997). Edelld mainitut
eristystekniikat soveltuvat sekd analyytti-
sen mittakaavan tyoskentelyyn ettd pilot-
luokan eristyksiin toisin kuin ns. headspa-
ce-uutto.

Headspace-uutossa niyte suljetaan asti-
aan, jolloin haihtuvat yhdisteet tasapainot-
tuvat astian yldosassa olevaan kaasufaasiin,
josta ne voidaan helposti siirtdd kaasukro-
matografiseen analyysiin. Staattisessa he-
adspace-uutossa analyytti tasapainottuu
niytteen ja kaasufaasin vilille suljetussa ti-
lassa. Menetelmi soveltuu ldhinnd ndytteil-
le, jotka sisdltdvit suuren méirin helposti
haihtuvia yhdisteitd. Dynaamisessa heads-
pace-uutossa haihtuvat yhdisteet sekoittu-
vat ndytteen yli virtaavaan kaasuun, josta
yhdisteet vikevéidddn kylmidloukkuun tai
adsorbenttiin. Sopivan kerdysajan jilkeen
yhdisteet siirretddn analyysiin muuttamalla
kerdysyksikon limpoétilaa (Leino 1993).
Dynaamista headspace-uuttoa on kiytetty
esim. persikan (Narain et al. 1990), paiste-
tun valkosipulin (Kim et al. 1995), musta-
herukkamehun ja -viinien (Leino & Kallio
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1993), yrttien (Pallado et al. 1997), appel-
siinimehujen (Moshonas& Shaw 1994) ja
valkoviinien (Garcia-Jares et al. 1995) haih-
tuvien yhdisteiden eristimisessa.

Eri eristysmenetelmilld saadaan hyvin-
kin erilaisia tuloksia. Esim. headspace-tek-
niikalla uutetuissa ndytteissd saattaa hel-
posti haihtuvien yhdisteiden suhteellinen
osuus olla suurempi kuin vesihdyrytislauk-
sella. Maiirillisesti vesihoyrytislauksella
saatiin kuitenkin eristetyksi enemmin yh-
disteitd kuin headspace-tekniikalla (Wilson
et al. 1992). Pallado et al. (1997) vertailivat
laventelin, basilikan, inkivdirin ja neilikan
haihtuvia 6ljyjd, jotka oli eristetty vesi-
hoyrytislauksella, livotinuutolla sekd yli-
kriittiselld hiilidioksidiuutolla. Kaikki haih-
tuvien oljyjen yhdisteryhmit 16ytyivat yli-
kriittisestd hiilidioksidiuutteesta, mutta hy-
vinkin erilaisilla suhteellisilla osuuksilla pe-
rinteisiin menetelmiin verrattuna. Esim.
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terpeenihiilivetyjen pitoisuus oli huomatta-
vasti pienempi ylikriittiselld hiilidioksidilla
uutetussa Oljyssd verrattuna vesihoyrytis-

laukseen (Pallado et al. 1997).

12.1.2 Yhdisteiden tunnistaminen
ja kvantitointi

Terpeenien kuten muidenkin haihtuvien
yhdisteiden analysointiin kédytetddn ldhes
yksinomaan kaasukromatografia joko liek-
ki-ionisaatiodetektorilla (Hendriks et al.
1990, Buchbauer et al. 1993, Putievsky et
al. 1994, Buchbauer et al. 1996) tai mas-
saselektiiviselld detektorilla varustettua
(Narain et al. 1990, Leino & Kallio 1993,
Moshonas& Shaw 1994, Garcia-Jares et al.
1995, Kim et al. 1995, Venskutonis et al.
1995, Weenen et al. 1996, Pallado et al.
1997, Ong et al. 1998).
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