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1 Johdanto

Antosyaanit ovat kasvipigmenttejd, ja ne saavat aikaan muun muassa kasvien ja
vihannesten punaiset, violetit ja siniset vérisavyt. Antosyaanit ovat orgaanisia yhdisteitd,
jotka luokitellaan flavonoideihin. Niiden rakenne madraytyy ymparoivan liuoksen pH:n
mukaan, ja tdman ominaisuuden vuoksi antosyaaneja voidaan hyoddyntada pH-
indikaattoreina, silla eri rakenteet ilmentavat eri véreja. Luvun kaksi “Orgaaniset
vériaineet” pdamaarana on muodostaa yleiskuva, mistd orgaanisen yhdisteen mahdollinen

vari johtuu seka mitka rakenteelliset tekijat vaikuttavat yhdisteen variin.

Luku kolme ”pH-indikaattorit” jakautuu sisélloltddn kolmeen osaan. Ensiksi ké&sitelldén
pH-indikaattoreita yleisesti seké niiden toiminnan taustalla olevaa teoriaa. Tdmén jalkeen
siirrytdén antosyaaneihin, joita voidaan kutsua luonnon pH-indikaattoreiksi. Téssé osiossa
syvennytaddn antosyaanien rakenteeseen sekad siihen, minkélainen vaikutus ympardivan
liuoksen pH:lla on tdhan. Esille nousee myds késite kopigmentaatio, joka tarkoittaa
antosyaaneja stabiloivaa mekanismia ja jonka myotd antosyaanit sailyttdvat vérinsa

paremmin.

Viimeisessd osiossa kasitellddn punakaalia, joka on runsas antosyaanien lahde. Olen
valinnut punakaalin esimerkiksi luonnon antosyaanilahteistd, koska punakaalia
hyddynnetddn usein pH-indikaattorina kouluopetuksessa. Punakaalin antosyaanit ovat
ainutlaatuisia, koska ne ovat vérillisid lapi koko pH-skaalan, toisin kuin muut antosyaanit.
Tavallisesti antosyaanit ovat punaisia happamissa oloissa, ja nostettaessa liuoksen pH:ta
ldhemmas neutraalia vari muuttuu violetin kautta siniseksi. Emaksisissé oloissa antosyaanit
ovat usein varittdmid. Punakaalin antosyaanit poikkeavat monista muista antosyaaneista,
silld ne ovat emdksissd liuoksissa vihertdvid ja hyvin emaksissa keltaisia. Tutkielmani
lopussa pohdin, mitd asioita antosyaaneista ja erityisesti punakaalin antosyaaneista voisi

vield tutkia.



2 Orgaaniset variaineet

2.1 Yhdisteen vari ja kemiallinen rakenne

Monet orgaaniset yhdisteet ovat varittomid, koska ne absorboivat sdéhkomagneettisen
sateilyn ultraviolettialueelle kuuluvia valon aallonpituuksia (Kuva 1.). Sen sijaan lukuisat
orgaaniset yhdisteet, joiden elektronit ovat delokalisoituneet tiettyjen rakenteiden myota,
absorboivat valoa nakyvan valon alueella (400-700 nm) ja ovat nain ollen varillisia.>?
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Kuva 1. Sahkémagneettinen spektri 3

Molekyylin kyky absorboida valon eri aallonpituuksia riippuu siitd, minkalaisia
mahdollisuuksia elektroneilla on virittyd. Elektronin virittyminen perustilalta E;
energiatilalle E; vaatii tietyn suuruisen energian

AE =E; - E;=hv, 1)
missé h on Planckin vakio ja v on taajuus. Valon siséltimé energia pystytddn absorboimaan
vain, jos energia vastaa energiatilojen vélist4 energiaeroa. Toisin sanoen valon taajuuden

taytyy olla yhtalon 1 mukainen, jotta molekyyli pystyy absorboimaan energian.*

Orgaanisen yhdisteen virin syntyminen vaatii delokalisoituneita m-elektroneja. Elektronit
ovat delokalisoituneet konjugoituneiden kaksoissidosten vuoksi. Konjugaatioon
osallistuvat atomit ovat sp®-hybridisoituneita. Atomien hybridisoitumattomat p-orbitaalit



ovat kohtisuorassa hybridiorbitaalien muodostamia c-sidoksia vasten. Yhdensuuntaisten p-
orbitaalien osittainen paallekkaisyys johtaa molekyyliorbitaalien syntyyn, ja alkuperéisten
p-orbitaalien elektronit delokalisoituvat muodostaen n-elektronisysteemin.
Delokalisoituneen rakenteen ansiosta molekyylin kokonaisenergia on matalampi kuin
vastaavan molekyylin, jossa elektronit olisivat lokalisoituneita. Molekyyliorbitaaleja
muodostuu yhtd monta kappaletta kuin konjugaatioon osallistuu p-orbitaaleja. Puolet néistéa
molekyyliorbitaaleista on sitovia n-orbitaaleja (bonding) ja puolet hajottavia n*-orbitaaleja
(antibonding). Sitovat orbitaalit ovat energialtaan alhaisempia kuin hajottavat orbitaalit
(Kuva 2.). Liséksi sitovat m-orbitaalit eroavat energioiltaan hieman toisistaan. Samanlainen
energiajakauma on my6s muilla orbitaaleilla. Kuvassa 2 tilannetta on yksinkertaistettu,

eika kuvaan ole merkitty samanlaisten orbitaalien keskinaisia energiaeroja.*
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Kuva 2. Tyydyttyméattoméan molekyylin sitovien, hajottavien ja ei-sitovien orbitaalien

esim.4

suhteelliset energiat.

Tavallisesti molekyyleilld on miehitettynd sitovat c-orbitaalit seké sitovat m-orbitaalit. Jos
molekyylin m-elektronisysteemiin osallistuu atomeja, joilla on vapaita elektronipareja, on
miehitettynd myos ei-sitovia (hon-bonding) n-orbitaaleja. Energioiltaan alhaisimpia ovat
sitovat c-orbitaalit. Sitovilla m-orbitaaleilla on ndihin verrattuna enemman energiaa ja
korkein energia on n-orbitaaleilla. Elektronien virittyminen tapahtuu korkeimmalta
miehitetyltd molekyyliorbitaalilta (HOMO highest occupied molecular orbital) alimmalle
miehittdmattomalle molekyyliorbitaalille (LUMO lowest unoccupied molecular orbital).

Tallainen pienienergisin siirtymé vastaa siirtymaa n-orbitaalilta *-orbitaalille, n — ©*. Jos



n-elektronisysteemiin ei kuulu atomeja, joilla on vapaita elektronipareja, on talléin
pienienergisin siirtymé m-orbitaalilta m*-orbitaalille eli 1 — =*. Naihin siirtymiin riittaa
nakyvén valon energia. Konjugaatioon osallistuvien atomien lukuméairin kasvaessa m- ja
n*-orbitaalit jakautuvat energioiltaan yh& laajemmalle energia-alueelle ja néin ollen
energiaero 7t- ja w*-orbitaalien valilla pienenee. Tdman seurauksena elektronin virittdminen
ylimmaltd miehitetyltd orbitaalilta alimmalle miehittdmattomalle orbitaalille vaatii

vahemman energiaa, ja molekyyli absorboi yha pidempia nakyvan valon aallonpituuksia.*®

Molekyyli absorboi vain osaa nékyvan valon aallonpituuksista. Se, mink& varisené aine
nahdaan, riippuu siitd, mitd aallonpituuksia molekyylit absorboivat (Taulukko 1.). Vari,
jonka ndemme, koostuu niistd ndkyvéan valon aallonpituuksista, joita molekyylit eivét
absorboi, vaan jotka heijastuvat takaisin. Jos esimerkiksi molekyylit absorboivat
aallonpituuksia, jotka vastaavat sinista varid (435-480 nm), ndemme aineen keltaisena,
joka on sinisen vastavéri. Jos molekyylissi on useampia delokalisoituneita 7-
elektronisysteemeja, jotka ovat molekyylin rakenteen vuoksi erilladn toisistaan, voi

molekyyli absorboida useita eri nakyvan valon aallonpituuksia.’®

Taulukko 1. Absorboidun valon aallonpituuden ja havaitun varin valinen suhde.®™?
Absorboitu aallonpituus (hm) Absorboitu vari Havaittu vari

400-435 violetti keltavihrea
435-480 sininen keltainen
480-490 vihertdvansininen oranssi
490-500 sinivihred punainen
500-560 vihred purppura
560-580 keltavihred violetti
580-595 keltainen sininen
595-605 oranssi vihertdvansininen
605-700 punainen sinivihred




2.1.1 Kromofori ja auksokromi

O. N. Witt loi vuonna 1876 perustan nykyiselle tietamykselle molekyylin varin ja
kemiallisen rakenteen vélisestd suhteesta. Han huomasi, ettd orgaaniset variaineet sisélsivat
aina jonkin tietyn atomiryhman, ja oletti ndiden ryhmien antavan molekyyleille vérin. Witt
nimesi ndma ryhmét kromoforeiksi (Kuva 3.), joka juontuu kreikan kielen sanoista
chroma, véri sek& phoros, kantaja. Orgaanisissa Vvériaineissa on siis vahintadn yksi
kromofori, silla ilman kromoforia yhdiste on vériton. Lisaksi kromoforin tulee olla osa

molekyylin delokalisoitunutta n-elektronisysteemia.’

>c=o ~N=N— —N=O —NO, — CH=N— @:

Kuva 3. Esimerkkeja kromoforeista: karbonyyli-, atso-, nitroso-, nitro- ja atsometiiniryhma

seka kinoidirengas.

Witt huomasi myos joidenkin molekyylin substituenttien saavan aikaan muutoksen
yhdisteen varisavyssa tai vérin intensiteetissd. Né&itd ryhmia han kutsui auksokromeiksi,
joita ovat esimerkiksi hydroksyyliryhmd —OH, aminoryhméd —NH,, karboksyyliryhma —
COOH, eetteriryhmd —OR sekd halogeenit. Auksokromit ovat sitoutuneet hiiliatomeihin,
jotka ovat osa delokalisoitunutta n-elektronisysteemid. Ne pystyvat luovuttamaan vapaita
elektroniparejaan m-elektronipilveen ja samalla niistd tulee osa m-elektronisysteemid.
Taman seurauksena molekyyli pystyy absorboimaan yha pidempid aallonpituuksia ja
yhdisteen vari muuttuu. Eri substituenteilla on erilainen kyky luovuttaa elektroneja =-

elektronisysteemiin, ja tasta johtuen yhdisteen varin muutos riippuu substituentista.*



3 pH-indikaattorit

Robert Boyle havaitsi jo 1660-luvulla, ettd joistakin kasveista eristetyt yhdisteet vaihtavat
varia, kun niita kasitelladn hapon tai emaksen kanssa. Luonnossa esiintyvien vérien
tutkimus johti useiden uusien, ominaisuuksiltaan samanlaisten variaineiden 16ytoon. Yksi
I0ydetty pH-indikaattoreina toimivien vériaineiden luokka oli antosyaanit. Yhdisteet, jotka
antavat varin muun muassa ruusujen ja ruiskaunokkien terdlehdille, kuuluvat

antosyaaneihin.®®

Yksi ensimmadisistd kayttoonotetuista pH-indikaattoreista oli lakmus, joka eristettiin
jakalasta Roccella tinctoria. Lakmus on happamissa liuoksissa punainen ja emaksissa
liuoksissa sininen. Myo6s useiden eri kukkien ja kasvisten vdriaineita hyddynnettiin
indikaattoreina. Titrauksen yleistyessa analyyttisend menetelménd kasvoi indikaattoreiden
tarve. Tdman ansiosta indikaattoreiden tutkimus kiihtyi ja indikaattoreita ryhdyttiin myos
syntetisoimaan. 1880-luvun puolivéliin mennessa kaytdssa oli jo useita synteettisesti
valmistettuja indikaattoreita, kuten fenoliftaleiini ja metyylioranssi. Samoihin aikoihin
indikaattori ilmaantui myos kasitteend Kirjallisuuteen. Nykyddn k&ytossa olevat pH-

indikaattorit ovatkin suurimmaksi osaksi synteettisesti valmistettuja.®®

3.1 pH ja indikaattorin varinmuutos

Tavallisesti  pH-indikaattorit ovat orgaanisia heikkoja happoja tai eméaksia.
Protoninsiirtoreaktioissa indikaattorien elektronirakenne muuttuu, mik& saa aikaan
indikaattorien varinmuutoksen. pH-indikaattoreita hyddynnetddn tdman ominaisuuden

vuoksi happo-emastitrauksissa ilmaisemaan titrauksen ekvivalenttikohta.™

pH-indikaattorin, joka on yhdenarvoinen heikko happo (HIn), protolyysireaktio voidaan

ilmaista seuraavan reaktioyhtalon avulla:
Hin(aq) + H20(l) = In"(aq) + H30"(aq). 2)
Indikaattorin happomuoto HIin ja konjugaattiem&s In" ovat keskenddn erivérisid. Koska
indikaattori on heikko protolyytti, on liuoksessa jatkuvasti ldsnd sek& indikaattorin
happomuotoa ett4d emdsmuotoa. Liuoksen vérin ratkaisee emas- ja happomuodon vélinen
n-]

I
konsentraatiosuhde m Reaktioyhtélon 2 tasapainovakio on



[In~][H307]

Khin = ~Hm] (3)

[In7]

joka saadaan muotoon pH = pKuin + Ig [HIn]

(4)

Tassa yhtalossa viimeinen termi on indikaattorin emas- ja happomuodon konsentraatioiden
suhde, joka siis ilmaisee liuoksen varin. Ihminen ei kykene erottamaan vériseoksien eri
vareja toisistaan. Jos indikaattorin emés- ja happomuotoa on liuoksessa yhta paljon, on
liuos vériltddn n&itd muotoja vastaavien vérien seos. Kun liuokseen lisdtdan happoa,
liuoksen varisdvy muuttuu, mutta sen véri vastaa indikaattorin happomuodon varia vasta,
kun emads- ja happomuotojen suhde on 1/10. Taman jalkeen happolisdys ei endd muuta
liuoksen varid. Vastaavasti, jos olisi lisatty emastd, olisi liuoksen vérisavy aluksi vain
hieman muuttunut, ja vasta indikaattorin emas- ja happomuotojen suhteen ollessa 10/1 olisi
liuoksen véri vastannut emasmuodon varia. Sijoittamalla ndma raja-arvot, 1/10 seké 10/1,
yhtaléon 4 saadaan yhtélosta:
pH = pKyn £ 11812 (5)

Yhtélo 5 kertoo indikaattorin varinmuutosalueen. Indikaattorin varinmuutos tapahtuu siis
pH-alueella, joka maéaardytyy indikaattorin happovakion mukaan. Kullakin pH-
indikaattorilla on oma tyypillinen varinmuutosalueensa (Kuva 4.). Hyddynnettédessa pH-
indikaattoria happo-eméstitrauksessa tulee indikaattori valita siten, ettd titrauksen
ekvivalenttikohdan pH ja indikaattorin pKy,-arvo ovat mahdollisimman lahell& toisiaan.
Talléin indikaattorin avulla pystytddn ilmaisemaan titrattavan liuoksen todellinen pH
yhden pH-yksikon tarkkuudella suuntaansa, silla yhtéalésta 5 nahdaén, ettd indikaattorin

taydellinen varinmuutos tapahtuu kahden pH-yksikén sisalla.'?



kidevioletti
tymolisininen
2,4-dinitrofenoli
bromifenolisininen
bromikresolivihrea
metyylipunainen
alitsariini
bromitymolisininen
fenolipunainen

fenoliftaleiini

alitsariinikeltainen

Kuva 4. pH-indikaattoreiden varinmuutoksia pH-asteikolla. Kuva muokattu lahteesta.™®

3.2 Luonnon pH-indikaattorit: antosyaanit

Antosyaanit (nimi juontaa kreikan kielen sanoista anthos, kukka seké kyanos, sininen) on
yksi kasvipigmenttien ryhmd, joka kuuluu flavonoideihin. Namé kasvipigmentit saavat
aikaan muun muassa kukkien, hedelmien ja vihannesten punaiset, violetit ja siniset

vérisavyt.}41°

3.2.1 Antosyaanien rakenne

Antosyaanit koostuvat kromoforisesta antosyanidiinista (Kuva 5.) sekd yhdesta tai
useammasta sokerista, jotka ovat liittyneet antosyanidiiniin glykosidisidoksella. Jos
antosyanidiiniin on liittynyt vain yksi sokeri, se on sitoutunut molekyylin 3-hiileen. Jos
sokereita on sitoutuneena molekyyliin kahdessa eri kohdassa, niin talléin ne ovat
useimmiten sitoutuneet molekyylin 3- ja 5-hiiliin. Sokerit ovat tavallisesti pentooseja,
heksooseja tai disakkarideja. Liséksi ndihin sokereihin on voinut sitoutua joko alifaattinen
tai aromaattinen happo esterisidoksella (Kuva 6.).*°



Antosyanidiini R, R, R
Delfinidiini OH OH OH
Malvidiini OMe OH OMe

Pelargonidiini H OH H
Peonidiini OMe OH H
Petunidiini OMe OH OH
Syanidiini OH OH H

Kuva 5. Tavallisimmat kasveissa esiintyvat antosyanidiinit ja niiden rakenteet.®™

aromaattinen happo: sinappihappo

8] O\\
HaC = CHs
/
antosyanidiini: syanidiini HQ
aH Ty,
(W] 8]
sokeri: glukoosi o OH
OH
0 OH
HO ©
HO h OH

sokeri: diglukosidi

Kuva 6. Antosyaanin rakenne. Esimerkkind syanidiini-3-(sinapoyyli)diglukosidi-5-
glukosidi.®m*



Antosyaanin Vvériin vaikuttaa paljon se, minké&laisia ryhmi&d ja kuinka paljon,
antosyanidiiniin on sitoutunut. Fenolisten hydroksyyliryhmien maarédn kasvaessa B-
renkaassa yhdisteen vari muuttuu vaaleanpunaisesta siniseen. Sen sijaan korvattaessa
hydroksyyliryhmia metoksiryhmilla (-OCHj3) on varinmuutos painvastainen. Antosyaanit,
jotka ovat antosyanidiinien 3-glykosideja, ovat varikkaampia kuin 3,5- tai 5-glykosidit. On
havaittu, ettd 3-glykosidien absorbanssi on kaksinkertainen edelld mainittuihin verrattuna

yhdisteille tyypillisella aallonpituusalueella.'’

3.2.2 pH:n vaikutus antosyaanien rakenteeseen

Antosyaanien rakenteeseen, ja nain ollen my0ds niiden variin, vaikuttaa ympéroivan
liuoksen pH. T&méan ominaisuuden vuoksi antosyaaneja voidaan hyodyntdad pH-
indikaattoreina. Tavallisesti antosyaanit ovat happamissa oloissa punaisia, hieman
happamissa sinertavia ja lahelld neutraalia sekd emaksisissd liuoksissa varittomia.
Antosyaanimolekyylin ~ véri on ensisijaisesti antosyanidiinin aikaansaama, silla
antosyanidiini toimii kromoforina kahdeksan konjugoituneen kaksoissidoksen ansiosta.
Antosyanidiinilla esiintyy nelja kemiallista rakennetta, jotka ovat tasapainossa keskenaan,
ja vallitseva muoto maaraytyy pH:n mukaan. Namé nelja rakennetta ovat kinoidinen emas
(A), flavylium-kationi (AH"), karbinoli-pseudoemas (B) sekd kalkoni (C) (Kuva 7.).

Kinoidinen emas esiintyy lisaksi viela kolmessa eri muodossa riippuen liuoksen pH:sta.*"®

10
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Kuva 7. pH:n vaikutus antosyadiinien rakenteeseen ja antosyanidiinin hajoaminen. R; ja R

esim.18

ovat vety (-H) tai metyyli (—-CHs).
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Antosyaanit esiintyvét liuoksessa suurimmaksi osaksi punaisina flavylium-kationeina
(AH") pH:n ollessa alle 2. Flavylium-kationissa renkaiden kaikki kahdeksan kaksoissidosta
ovat konjugoituneet keskendén. pH:n noustessa vélille 2-4 tapahtuu protoninsiirtoreaktio,
jossa flavylium-kationin hydroksyyliryhmé& deprotonoituu. Vallitseviksi muodoiksi tulevat
sinertavat kinoidiset emakset (A), joissa renkaat ovat yh& konjugoituneina. pH:n ollessa
valilla 5-6 voimistuu veden nukleofiilinen hyokkays flavylium-kationin asemaan 2.
Hydraation seurauksena muodostuu vallitseviksi muodoiksi vériton karbinoli-pseudoemas
sekd haalean keltainen tai vériton kalkoni. Karbinoli-pseudoemés on vériton, koska B- ja
C-renkaiden valilla kaksoissidosten konjugaatio estyy, ja molekyyli absorboi lyhyempia
aallonpituuksia ndkyvéan valon alueen ulkopuolella. pH:n noustessa vélille 6-7 voivat
kinoidiset emakset (A) deprotonoitua lisdd, ja muodostuu yha sinisempid kinoidisia
anioneja (A’). Eméksisemmissa liuoksissa antosyaanit hajoavat fenoliseksi hapoksi ja
aldehydiksi (Kuva 7.), mutta hajoamiseen vaikuttavat paljon antosyanidiineihin sitoutuneet

ryhmat, 181920

3.2.3 Kopigmentaatio

Yksi luontainen antosyaaneja stabiloiva mekanismi on kopigmentaatio: antosyaani
vuorovaikuttaa toisen antosyaanin kanssa (itseassosiaatio), jonkin muun orgaanisen
yhdisteen kanssa (intermolekulaarinen kopigmentaatio) tai molekyylin osien vélille
muodostuu  vetovoimia (intramolekulaarinen kopigmentaatio) (Kuva 8.). Nama
vuorovaikutukset muuttavat antosyaanin rakennetta siten, ettd veden nukleofiilinen
hyokkays flavylium-kationin asemaan 2 estyy, ja tasapaino antosyaanin rakenteiden valilla
muuttuu. N&in ollen vérittémia karbinoli-pseudoeméksia ei péése muodostumaan yhta
paljon. liman kopigmentaatiota heikosti happamissa tai neutraaleissa liuoksissa antosyaanit

reagoivat veden kanssa voimakkaasti, ja liuokset ovat lahes varittomia.*8%+?2
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intramolekulaarinen intermolekulaarinen

kopigmentaatio kopigmentaatio
Oj|:| |
| }—O |
antosyanidiini kopigmentti happo sokeri

| | —— (|

itseassosiaatio
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Kuva 8. Antosyaaneja stabiloivia mekanismeja.

Kopigmentaation maéradn vaikuttavat antosyaanin ja kopigmentin keskindinen
konsentraatiosuhde, lampdtila, liuoksen pH seké itse antosyaani ettd kopigmentti. pH-
indikaattorin n&kokulmasta kopigmentaation ja pH:n vélinen riippuvuus on oleellisin.
Kopigmentaatiota esiintyy pH-asteikon koko happamalla osuudella sek& osittain vield
eméksisella puolella. Kopigmentaatiota esiintyy kaikilla antosyanidiinin varillisilla
muodoilla: flavylium-kationilla (AH"), kinoidisilla emaksilli (A) seka kinoidisilla
anioneilla (A’). Kopigmentaation vaikutuksesta antosyaanit absorboivat valoa
korkeammilla aallonpituuksilla, eli varit siirtyvét sinisen suuntaan. Tdma johtuu siitg, ettd
tasapaino antosyaanin eri muotojen Valilla siirtyy sinisten kinoidisten emésten suuntaan.
Lisédksi antosyaanien absorbanssi kasvaa huomattavasti kaikilla nékyvén valon
aallonpituuksilla. Tahan absorbanssin kasvuun vaikuttavat kopigmentti ja sen
konsentraatio, mutta myos liuoksen pH. Heikosti happamissa liuoksissa absorbanssi kasvaa
huomattavasti enemmaéan kuin happamammissa liuoksissa. Hyvin happamissa liuoksissa
kopigmentaation vaikutuksesta absorbanssi jopa pienenee. Lisaksi kopigmentin
konsentraatiolla on suurempi merkitys heikosti happamissa liuoksissa: kopigmentin

konsentraation kasvaessa absorbanssi kasvaa.'’?4%

Kopigmentaatio on eksoterminen molekyylien valinen vuorovaikutus. Entropian muutos
AS on kopigmentaation yhteydessé negatiivinen, eli muutos on epasuotuisa. Osittain syyna
tdhan on, ettd kopigmentaation syntyessa vuorovaikuttavien molekyylien tai molekyylin
osien vapausaste pienenee. Intramolekulaarinen kopigmentaatio on suotuisampi

intermolekulaariseen verrattuna, silla edellisessa vuorovaikuttavat molekyylin osat, jotka
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ovat jo kovalenttisesti sitoutuneet toisiinsa. Sidoksesta johtuen niiden vapausaste on alun
perinkin matalampi ja AS on vastaavasti suurempi. Intramolekulaarinen kopigmentaatio on
lisaksi  intermolekulaariseen  verrattuna tehokkaampi ja stabiloi  molekyyleja
voimakkaammin, eikd diasyloiduilla  antosyaaneilla  esiinny juuri  lainkaan
intermolekulaarista kopigmentaatiota. Jotta asyloimattomat antosyaanit olisivat yhta
stabiileja kuin asyloidut, tulisi kopigmenttien konsentraation olla hyvin suuri.?

Intramolekulaarinen kopigmentaatio

Intramolekulaarista kopigmentaatiota esiintyy asyloiduilla antosyaaneilla. Tasomaisen
fenolisen happoryhmédn ja positiivisesti varautuneen tasomaisen flavylium-kationin
elektronit ovat delokalisoituneet. Naiden ryhmien zn-elektronisysteemien valille muodostuu
vuorovaikutuksia, ja tatd vuorovaikutusta kutsutaan m-pinoutumiseksi. Se stabiloi
asyloitujen antosyaanien rakennetta ja estdd veden nukleofiilisen hyokkayksen
antosyanidiinin asemaan 2. Intramolekulaarista kopigmentaatiota esiintyy flavylium-
kationin ja happoryhmien vélilla, koska flavylim-kationissa, kuten myds kinoidisissa
emaksissd ja anioneissa, kaikkien kolmen renkaan m-elektronit ovat delokalisoituneet
keskenddan. Tama mahdollistaa voimakkaan m-pinoutumisen happoryhmén kanssa.
Karbinoli-pseudoemaiksessa n-elektronit eivat ole yhtd laajasti delokalisoituneina, eika
rakenne ole endd tdysin tasomainen, ja tdmédn vuoksi m-pinoutumista ei tapahdu.
Monoasyloiduilla antosyaaneilla happoryhmé pystyy vuorovaikuttamaan vain tasomaisen
flavylium-kationin tason toisella puolella. N&in ollen tason toinen puoli on vield vapaana
veden hyokkaykselle. Diasyloiduilla antosyaaneilla kaksi happoryhmad mahdollistaa
flavylium-kationin tason molempien puolien suojaamisen veden hyokkéykselta.
Tasomainen antosyanidiini j&& siis happoryhmien valiin, ja tallaista intramolekulaarista
kopigmentaation muotoa kutsutaan usein voileipatyyppiseksi pinoutumiseksi (sandwich-

type stacking) (Kuva 8.).%

Yhdisteen stabiiliuteen ja kopigmentaatioon vaikuttaa antosyanidiiniin sitoutuneen sokerin
laatu sekd happoryhman sitoutumiskohta. Esimerkiksi glukoosin 6-aseman primaariseen
hydroksyyliryhmaan sitoutunut happoryhmé péésee vapaasti kiertymé&éan sidoksensa
ympadri, taittumaan flavylium-kationin péélle ja pystyy suojaamaan kromoforia tehokkaasti.
Sokerin, johon happo on sitoutunut, tulee olla tarpeeksi pitkd, jotta kopigmentaatio olisi

tehokasta.  Esimerkiksi  diglukosidin, jossa glukoosit ovat sitoutuneet [-1,6-

14



glukosidisidoksella, on havaittu stabiloivan antosyaaneja huomattavasti enemmaén kuin f3-
1,2-glukosidisidoksella sitoutuneen diglukosidin  (Kuva 9.). Intramolekulaariseen
kopigmentaatioon osallistuu vain antosyanidiinin  3-aseman sokeriin sitoutuneet
happoryhmét. 5-aseman sokerin on todettu destabiloivan antosyaanin rakennetta, ja se
vaikeuttaa mahdollisesti myos diasyloidun antosyaanin 3-aseman sokereihin sitoutuneiden

happoryhmien vapaata kiertymista, eikd kopigmentaatio ole yhta tehokasta.?*%

OH
CH o
HO OH OH HO
ORMM HO oH Ho /_,OR1
Ox O n]
OR,

C
HO

OR,

JH
HO

Kuva 9. B-1,6-glukosidisidoksella sekd B-1,2-glukosidisidokella sitoutuneet diglukosidit.

R1 on antosyanidiini ja R, on happoryhma.

Intermolekulaarinen kopigmentaatio ja itseassosiaatio

Intermolekulaarista kopigmentaatiota seka itseassosiaatiota esiintyy monoasyloiduilla
antosyaaneilla tai antosyaaneilla, joihin ei ole sitoutunut happoryhmia lainkaan.
Intermolekulaarisessa kopigmentaatiossa antosyaanien ja varittdmien polyfenoleiden,
kopigmenttien, vélille muodostuu intramolekulaarisen  kopigmentaation  tavoin
hydrofobisia n-m-vuorovaikutuksia (Kuva 8.). Vetysidokset vaikuttavat my0ds pienessé
maarin antosyaanin ja kopigmentin valilla. Antosyaanin ja kopigmentin muodostaman
kompleksin ansiosta veden nukleofiilinen hydkkdys antosyanidiinin 2-asemaan estyy.
Monoasyloiduilla ~ antosyaaneilla  intramolekulaarinen ~ kopigmentaatio  suojaa
antosyanidiinin toista puolta, mutta toinen puoli on edelleen vapaana veden hyokkéykselle.
Kopigmentin ansiosta my6s toinen puoli pystytddn suojaamaan ja antosyaanin Vari
sailyttdmaan. Asyloimattomilla antosyaaneilla intermolekulaarinen kopigmentaatio vastaa

antosyanidiinin molempien puolien suojaamisesta.?’
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Itseassosiaatiota (Kuva 8.) voidaan verrata intermolekulaariseen kopigmentaatioon. Siind
molekyylien vélille muodostuu niin ikadn hydrofobisia vuorovaikutuksia, mutta
vuorovaikuttavina osapuolina ovat itse antosyaanit. Kasvattamalla antosyaanin
konsentraatiota itseassosiaatio lisdantyy, ja tdima havaitaan liuoksen absorbanssin kasvuna.
Antosyaanin rakenteella on myds merkitystd itseassosiaation mé&&rddn. Esimerkiksi
suurempi metoksiryhmien (-OCHs;) lukuméra antosyanidiinin B-renkaassa edesauttaa itse-

assosiaatiota.?®

3.3 Punakaali — esimerkki luonnon pH-indikaattoreista

Punakaali Brassica oleracea on runsas antosyaanien ldhde. Verrattuna muihin luonnossa
esiintyviin antosyaaneihin punakaalin antosyaanit ovat ainutlaatuisia, silld ne séilyttavat
varinsa hyvin laajalla pH-alueella. Esimerkiksi mustaviinimarjojen ja seljanmarjojen
antosyaanit ovat varillisia vain pH:n ollessa alle 4. Punakaalin antosyaanit sen sijaan ovat
punertavia pH:ssa 1-3, violetteja ja yh& sinisempia pH:n kasvaessa valilla 3-8, vihertavié

pH:ssa 8-12 ja keltaisia vielakin emaksisemmissa liuoksissa.?**

3.3.1 Punakaalin antosyaanit

Punakaali sisaltdd runsaasti erilaisia antosyaaneja, ja kaikkien naiden molekyylien
antosyanidiini on syanidiini. Antosyanidiineihin on sitoutunut sek& 3- ettd 5-asemaan
sokereita, jotka ovat p&éasiassa glukooseja, diglukooseja tai triglukooseja. Lahes kaikissa
punakaalin antosyaaneissa on molekyylin 3-aseman sokeriin sitoutunut yksi tai kaksi
aromaattista happoa. Muutamissa antosyaaneissa on 3-aseman sokeriin sitoutunut
aromaattisen hapon lisdksi myo6s alifaattinen happo. Padsdantdisesti punakaalin
antosyaanien hapot ovat kuitenkin aromaattisia, fenolisia happoja. Muutamassa
antosyaanissa myds 5-aseman sokeriin on sitoutunut joko yksi aromaattinen tai alifaattinen
happo. Happoryhmat ovat sitoutuneet esterisidoksella useimmiten glukoosin primaariseen
hydroksyyliryhmaan. Punakaalin antosyaaneissa esiintyvat aromaattiset hapot ovat
ferulahappo, kahvihappo, p-kumarihappo, sinappihappo seka p-hydroksibentsoehappo.
Alifaattiset hapot ovat meripihkahappo (butaanidihappo), malonihappo (propaanidihappo)

seké oksaalihappo (etaanidihappo) (Kuva 8.).*1%%
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Kuva 8. Punakaalin antosyaaneissa esiintyvat hapot.

Tahan mennessa punakaalista on l6ydetty keskimaérin 30 antosyaania. Antosyaanien
siséltamat sokeri- ja happoryhmét sek& niiden lukuméarét vaihtelevat eri tutkimustulosten
valilla hieman, mutta kaikissa tutkimuksissa on lI6ydetty padpiirteissdan samankaltaisia
yhdisteitd. Tutkimukset on suoritettu ldhes samoin menetelmin hyddyntéen
nestekromatografiaa ja massaspektrometriaa. Tulosten eroavaisuus johtuu siitd, ettd
punakaalin antosyaanien analysointi on hankalaa niiden suuren lukumaaran seka suurien
keskindisten konsentraatioerojen vuoksi. Analysointia hankaloittaa myos se, ettei saatavilla
ole puhtaita, rakenteeltaan tunnettuja standardiantosyaaneja, joihin néytteessa olevia
yhdisteita voisi verrata. Kaytetyilla tutkimusmenetelmilld ei mydskaan saada selville
yhdisteiden tdysin tarkkoja molekyylirakenteita. Osa ldydetyistd antosyaaneista on
keskenddn toistensa isomeerejd. Ndiden rakenteiden tiedetddn eroavan toisistaan siltd osin,
etta happoryhmét ovat sitoutuneet sokereissa eri kohtiin, mutta tarkkoja sitoutumiskohtia ja

molekyylirakenteita ei ole pystytty nailla tiedoilla selvittamaan. 4163

Punakaalin sisaltdméat antosyaanit ovat suurimmaksi osaksi syanidiini-3-diglukosidi-5-
glukosidin johdannaisia, joissa 3 aseman diglukosidiin on sitoutunut yksi tai kaksi
happoryhméé (Kuva 6.). Asyloituja eli happoryhman sisaltavid antosyaaneja on punakaalin

antosyaaneista konsentraation perusteella noin 80 %, ja loput antosyaanit ovat syanidiinien
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glykosideja. Pitoisuuksiltaan huomattavasti suurimmat antosyaanit muihin antosyaaneihin

verrattuna ovat: syanidiini-3-diglukosidi-5-glukosidi,
syanidiini-3-(p-kumaroyyli)diglukosidi-5-glukosidi,
syanidiini-3-(sinapoyyli)diglukosidi-5-glukosidi,

16,32

syanidiini-3-(sinapoyyli)(sinapoyyli)diglukosidi-5-glukosidi.

3.3.2 Punakaali pH-indikaattorina

Indikaattorin ké&yton kannalta on oleellista tietdd pKy, eli indikaattorin happo- ja
eméasmuotojen Vvélisen tasapainon tasapainovakio, silld sen perusteella tiedetédéan
indikaattorin varinmuutosalue. Punakaalille ei pystytd madarittelem&an pelkéstdédn yhta
pKnin—arvoa, koska punakaalin antosyaanit esiintyvat pH:n muuttuessa useammassa kuin
kahdessa muodossa. Varinmuutoksen kannalta oleelliset tasapainoreaktiot ovat:

AH" =2 A+H" (6)

AH"+H,0 =B +H". (7
Reaktioyhtalossa 6 punainen flavylium-kationi (AH") luovuttaa protonin ja muodostuu
sininen kinoidinen emds (A). Reaktioyhtdlossa 7 tapahtuu flavylium-kationin hydraatio ja
tuotteena saadaan variton karbinoli-pseudoemas (B). Ensimmaisen reaktioyhtalon
tasapainovakio on K, ja jalkimmdisen Ky. Tasapainovakioista saadaan logaritmin
vastaluvun avulla pK, sekd pKy, jotka kertovat suoraan indikaattorin varinmuutosalueen

pH-arvon (Kaava 5)."

Punakaalille méaaritetty pKy-arvo on 2,69. Se on saatu titraamalla punakaalista eristettyjen
antosyaanien vesiliuosta ja mittaamalla liuoksen absorbanssia. pKy-arvo vastaa liuoksen
pH:ta, jossa liuoksen absorbanssi on pienentynyt alkuperdisestd arvostaan puoleen.
Kyseisen pH-arvon madarittdmiseksi titraus aloitettiin pH-arvosta 0,45, koska néin
happamissa oloissa tiedetdan kaikkien antosyaanimolekyylien olevan flavylium-kationi -
muodossa. Titrausta jatkettiin, kunnes absorbanssi pienentyi alkuperéisestd arvostaan
puoleen. Té&llGin puolet flavylium-kationeista oli hydraation my6td muuttunut karbinoli-
pseudoemaksiksi. Titrauksen aikana absorbanssia mitattiin aallonpituudella 500 nm, jotta

liuokseen muodostuvat siniset kinoidiset emakset eivat hairinneet mittausta.®
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Punakaalin jokaiselle antosyaanille voidaan maarittdd myds oma pKy-arvo. Namé arvot
poikkeavat punakaalille maaritetysta pKy-arvosta jonkin verran antosyaanin rakenteesta
riippuen. Esimerkiksi syanidiini-3-diglukosidi-5-glukosidin pKy-arvo on 2,32, kun taas
tdman antosyaanin diasyloidun johdannaisen syanidiini-3-
(kumaroyyli)(sinapoyyli)diglukosidi-5-glukosidin  pKy on 3,12. Sokeriin sitoutuneet
happoryhmét véhentéavét siis flavylium-kationin hydraatiota ja nostavat pKy-arvoa. Tamé
on seurausta siitd, ettd asyloidulla antosyaanilla esiintyy intramolekulaarista
kopigmentaatiota, joka suojaa antosyaania hydraatiolta tehokkaammin  kuin
asyloimattoman antosyaanin intermolekulaarinen kopigmentaatio. N&in ollen asyloitujen
antosyaanien Vvérit ovat happamissa liuoksissa intensiteetiltddn korkeampia kuin
asyloimattomien. Punakaalin pKy-arvo on suurin piirtein naiden esimerkkind mainittujen
antosyaanien pKy-arvojen puolivalissd. Taméa johtuu siitd, ettd punakaali sisaltad seké
asyloituja ettd asyloimattomia antosyaaneja, ja kaikki antosyaanit yhdessa vaikuttavat

punakaalista eristetyn liuoksen variin ja pK-arvoon.?®

Punakaalille méaritetty pK,-arvo on 6,99 + 0,16. Arvo on madritetty spektrofotometrisesti
mittaamalla ensin absorbansseja eri aallonpituuksilla liuoksen pH:n ollessa 5,0 ja 8,0. Kun
liuoksen pH on 5, on liuos variltd&dn punainen, joten antosyaanien muodoista flavylium-
kationit ovat enemmistonad. pH:n ollessa 8 liuos on sininen, ja vallitsevina muotoina ovat
kinoidiset emakset tai anionit. Vertaamalla happaman ja emaksisen liuoksen absorbansseja
toisiinsa on pystytty selvittdmaan analyyttinen aallonpituus, joka on aallonpituus, jossa
absorbanssien ero on suurimmillaan. Analyyttiseksi aallonpituudeksi saatiin 612 nm. Talla
aallonpituudella mitattiin 14 happamuudeltaan erilaisen liuoksen (pH 5,2-7,8) absorbanssit,
ja ndista pystyttiin laskemaan pK,-arvot, jotka olivat valilla 6,8-7,2. Ylla mainittu pK-arvo

on naiden saatujen arvojen keskiarvo.*®

Verrattaessa punakaalin antosyaaneille maaritettyjd pKuy- ja pKs-arvoja huomataan, etta
pKy on pienempi kuin pK, Jos liuoksen pH on alussa alle 2, kaikki antosyaanit ovat
flavylium-kationi -muodossa, ja liuos on variltd&dn punainen. Nostettaessa pH:ta vahitellen
liuoksen vari pysyy edelleen punaisena, mutta se alkaa haalistua, koska liuokseen
muodostuu Vérittdmiéd karbinoli-pseudoeméksiad. pKy on 2,69 eli pH:n ollessa noin 3
liuoksen vari on intensiteetiltddn puolet alkuperdisestd. Nostettaessa liuoksen pH:ta
edelleen véri haalistuu, ja vahitellen lahestyttdessa pH:ta 7 (pK, 6,99) liuoksen véri alkaa

muuttua sinertévaksi kinoidisten eméasten ja anionien alkaessa muodostua.
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Tilanne on havainnollistettu kuvassa 10, jossa syanidiini-3-
(sinapoyyli)(sinapoyyli)diglukosidi-5-glukosidin  (—=- ) ja syanidiini-3-diglukosidi-5-
glukosidin (-A-) absorboiman valon aallonpituus ja absorbanssi on kuvattu pH:n funktiona.
Esimerkkind olevat yhdisteet (Kuva 9.) ovat punakaalissa runsaimmin esiintyvia yhdisteita.
Verrattaessa diasyloidun ja asyloimattoman antosyaanin absorboimia aallonpituuksia
toisiinsa huomataan, ettd diasyloitu antosyaani absorboi koko tutkitulla valilla pH 1,1-10,5
pidempia aallonpituuksia.®* Lahelld pH-arvoa 7 molemmilla yhdisteilld tapahtuu
aallonpituuksissa voimakas kasvu, ja ne saavuttavat korkeimmat Amax -arvonsa pH:ssa 7,3.
Taman jalkeen aallonpituuksissa tapahtuu pienta laskua, ja jalleen pH 9:n jélkeen
aallonpituudet alkavat kasvaa. Kuvassa 10 Db) absorbanssi on ilmaistu molaarisena
absorptiona ¢, jonka yksikkd on I-mol™.cm™. Verrattaessa diasyloidun ja asyloimattoman
antosyaanin absorptioita ndhdaan, ettd diasyloidun antosyaanin absorbanssi on lahes koko
pH-vélin korkeampi kuin asyloimattoman. Varsinkin happamissa liuoksissa diasyloidun
antosyaanin varid stabiloivat happoryhmét intramolekulaarisen kopigmentaation kautta.
pH-arvon 5 jélkeen yhdisteiden absorbanssit alkavat kasvaa, ja maksimi saavutetaan

hieman pH 7:n jalkeen, jolloin antosyaanit esiintyvat padasiassa kinoidisina emaksina ja

anioneina®.
OH
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Kuva 9. Syanidiini-3-(sinapoyyli)(sinapoyyli)diglukosidi-5-glukosidin rakenne.

Poistamalla sinappihapporyhmét saadaan syanidiini-3-diglukosidi-5-glukosidin rakenne.

esim.34
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Kuva 10. Syanidiini-3-(sinapoyyli)(sinapoyyli)diglukosidi-5-glukosidin () ja syanidiini-

3-diglukosidi-5-glukosidin (-A-) a) absorboiman valon aallonpituus pH:n funktiona ja b)

molaarinen absorptio pH:n funktiona. Kuva muokattu lahteesta.®*
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4 Pohdinta

Antosyaaneja hyddynnetaan télla hetkelld 1&hinné elintarvikkeiden vériaineina. Ruoat ovat
padasiassa happamia, ja ndin ollen tutkimus on keskittynyt hyvin vahvasti antosyaanien
happamiin liuoksiin. pH-asteikon happaman ja neutraalin osuuden osalta 10ytyy hyvin
lagjasti tietoa varinmuutoksen taustalla olevista tekijoista seka varid stabiloivista
mekanismeista. Antosyaanien varinmuutoksia on tutkittu jonkin verran myds emaksisella
puolella, mutta ilmiéiden kemiallista taustaa ei ole tutkittu ja selvitetty samalla tavalla kuin

happamissa liuoksissa.

Punakaalia hyodynnetdan niin ikéén elintarviketeollisuudessa variaineena eikd niinkaan
pH-indikaattorina. Tastd syystd punakaalia koskeva tutkimuskirjallisuus ei juurikaan
kasittele punakaalia pH-indikaattorin nakokulmasta. Punakaalia hyddynnetdén kuitenkin
usein pH-indikaattorina kouluopetuksessa, koska se on halpa, turvallinen ja
ymparistoystavallinen vaihtoehto. Artikkeleita, jotka kasittelevat puhtaasti punakaalin

ominaisuuksia pH-indikaattorina, 16ytyy vain opetuspuolen julkaisuista.

Punakaalin antosyaaneja on muiden antosyaanien tapaan tutkittu huomattavasti enemman
happamissa liuoksissa. Punakaalin antosyaaneille on maéritetty varinmuutoksiin liittyvat
pK-arvot happamassa ja neutraalissa liuoksessa tapahtuville muutoksille. Sen sijaan
emaksisessd liuoksessa tapahtuvalle varinmuutokselle, eli varin muuttumiselle sinisesta
vihredn kautta keltaiseksi, ei ole saatavilla pK-arvoa. Tutkimuskirjallisuudesta ei
myoskadn ilmene syytd, mistd punakaalin keltainen vari emaksisissa liuoksissa johtuu.
Todennékoisesti kalkoni (yksi antosyanidiinin muodoista) ei voi olla vérin aiheuttaja,
koska usein mainitaan, ettd kalkoni on vériton tai ainoastaan haaleankeltainen. Esimerkiksi
viineisté on eristetty kovalenttisesti sitoutuneiden antosyaanien ja flavanolien muodostamia
molekyylej, jotka ovat variltaan keltaisia.® Naiden molekyylien muodostuminen kestaa
kuitenkin useamman paivan, joten tdménkaltainenkaan tapahtuma tuskin on punakaalin

keltaisen vérin taustalla.
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Punakaalin laaja varien kirjo seka véarin séilyminen lapi koko pH-skaalan on ainutlaatuinen
iImio. Kirjallisuudesta ei kuitenkaan 10ydy selitystd, mik& tekee juuri punakaalin
antosyaaneista poikkeuksellisen stabiileja muihin antosyaaneihin nahden. Samoja
antosyaaneja esiintyy luonnossa myds muualla, mutta talléin ne eivat ilmenné samanlaista
stabiiliutta kuin punakaalissa. Syy punakaalin antosyaanien stabiiliuteen taytynee siis olla
jokin muu kuin itse antosyaanit. Tutkittavaa antosyaaneihin liittyen on siis vield paljon,
eteenkin antosyaanien emaéksisiin liuoksiin ja sielld esiintyviin kemiallisiin ilmidihin

liittyen.
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