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1. Johdanto

1.1. Chilin historiaa

Chilid on kaytetty Keski- ja Eteld-Amerikassa tuhansien vuosien ajan sen antaman tulisen
maun vuoksi. Atsteekit kayttivdt chilid ruoanvalmistuksen lisdksi myds sota- ja
vaaratilanteissa, jolloin he sokeuttivat vastustajansa kuivatulla chilijauheella. Chilin kéytto
levisi Christopher Kolumbuksen 16ytoretkien ansiosta Eurooppaan, jossa sitd kasvatettiin
aluksi luostareissa. Kéayton lisdksi my0Os atsteekkien kayttdimad sana “chili” levisi
Eurooppaan. Lajikenimen Capsicum chili sai kasvitieteilijid Joseph Pitton de Tournefortilta,
jonka on arveltu kéyttineen nimen ldhteind kahta eri ldhestymistapaa: kreikankielistd
puremista tarkoittavaa sanaa “kapto”, kun kasvin ominaisuuksia kuvailtiin tulisen
makuaistin avulla ja latinankielistd laatikkoa tarkoittavaa sanaa “capsa”, kun kasvipalkoa

kuvailtiin siementen sdilytysastiana." 2

1800-luvun lopulla kemisti John Clough Thresh eristi laboratorio-olosuhteissa chilin
tulisuuden aiheuttaneen kemiallisen ainesosan ja nimesi sen kapsaisiiniksi. Kapsaisiinin
rakenteen ja muiden kemiallis-fysikaalisten ominaisuuksien tutkiminen alkoi suuremmassa
mittakaavassa 1900-luvun puolivilissi, jolloin analyyttiset menetelmét kehittyivit riittdvan
tarkoiksi pienten ainemddrien madritystd varten. Chilissd pienind pitoisuuksina esiintyneet
kapsaisiinijohdokset kyettiin myos eristimddn. Mydhemmin 1900-luvun lopussa ja 2010-
luvun alussa tutkimuksen kohteena ovat olleet myds chilistd jalostetut lajikkeet ja niiden

sisaltimit kapsaisiinijohdokset.””’



1.2. Chili 1adKketieteessa

Kiinnostuksen lisdédntyminen kapsaisiinia kohtaan johtuu sen fysiologisista vaikutuksista.
Vaikutukset voidaan jakaa kolmeen eri kategoriaan: 1) absorptio suolistossa, 2)
lammontuotanto, verenkierto ja aineenvaihdunta sekd 3) ruoansulatus. Absorptiolla
tarkoitetaan kapsaisiinin kohdalla sen kykyd imeytyd suolistoon ja sieltd kehon muihin
osiin. Kawadan ja hidnen tutkimusryhminsd wistar—rotilla tekemien rottakokeiden
perusteella  kapsaisiini ja  dihydrokapsaisiini  imeytyivdit mahan ja  suoliston
(Gastrointestinal, GI) alueella muutamassa tunnissa. He mittasivat jéljelle jadneet
kapsaisiini- ja dihydrokapsaisiinimiédrat kyseiseltd alueelta ja vertasivat tulosta
alkuperdiseen annostukseen. Liséksi absorption varmentamiseksi he ruiskuttivat
tritiumipitoista dihydrokapsaisiinia ja seurasivat sen kulkeutumista laskimoveren

valkuaisaineryhmien mukana kehon muihin osiin.

Kapsaisiinin on havaittu lisddvin kehon ldmmontuotantoa aktivoimalla priméarisia
hermosoluja  sekd  vapauttamalla substanssi P:ksi  (Substance P) nimettyd
hermovilittdjdainetta, joka hajottaa polysakkarideihin luokiteltua glykogeenia maksa- ja
rasvasoluissa. Kapsaisiinin aiheuttaman sympaattisen hermoston (Sympathetic Nervous
System) aktivoitumisen ja katekoliamiinien erityksen johdosta glykogeeni hajoaa
disakkaridiseksi glukoosiksi ja vapaiksi rasvahapoiksi. Reaktion lisdksi myds verenkierto
lisddntyy, minkd seurauksena kehon ldmpoétila nousee ja ihon viilentdmiseen vaikuttava

hikoileminen lisd4ntyy.®



Kapsaisiini vaikuttaa eri tavoin ruoansulatukseen. Kemiallisesta ndkokulmasta kapsaisiini
lisdd mahanesteiden, syljen ja katekoliamiinien eritystd. Fysikaalisesta ndkokulmasta
ruoansulatus lisdéntyy suoliston toiminnan liikkeen ja absorptiokyvyn nopeutuessa.
Seurauksena ovat télloin lAmmontuotannon lisddntyminen, vapaiden rasvojen
hapettuminen ja painon putoaminen, minkd vuoksi kapsaisiinia kaytetddn
painonpudotuksessa ja -hallinnassa. Vaikka kapsaisiinilla on terveyttd parantavia
vaikutuksia, sen liiallinen kéyttd aiheuttaa mahaan ja suolistoon liittyvid haavaumia ja
sairauksia kuten maksakuoliota. Haavaumat syntyvdt mahanesteiden ja entsyymien
liiallisen erityksen seurauksena. Eldimilld voi esiintyd my0s myrkytysvaikutuksia.
Kapsaisiinin haittavaikutuksia on pyritty ehkdiseméén tutkimalla sen johdoksiin kuuluvia
kapsinoideja. Tutkimustulosten perusteella kapsinoideja sisdltdvalla CH-19 Makealla (CH-
19 Sweet) on kapsaisiinin kaltaisia ominaisuuksia, vaikka sen Scoville-arvot ovat

alhaisemmat kuin kapsaisiinilla.*"°

2. Kapsaisiinin ja johdosten kemialliset ominaisuudet
2.1. Erilaisia kapsaisiiniryhmia
2.1.1. Kapsaisiini

Kapsaisiini on amidi, jolle CAS (Chemistry Abstracts Service) on antanut kemialliseksi
nimeksi  (6E)-N-[(4-Hydroksi-3-metoksifenyyli)metyyli]-8-metyyli-6-noneeniamidi  ja
jonka molekyylikaava on C;gH,7NO;. Kiderakenteeltaan kapsaisiini on monokliinisté, ja se
esiintyy huoneenldmpdtilassa joko lastuina tai hiutaleina. Kapsaisiini ei liukene veteen,
mutta se liukenee orgaanisiin liuottimiin, kuten etanoliin, petrolieetteriin ja bentseeniin

seki vikeviin suolahappoon.'’

Kapsaisiini (CAS 404-86-4).

Molekyylin alifaattisen hiiliketjun kuudennen ja seitsemdnnen hiilen vélilld esiintyvéin

kaksoissidoksen vuoksi kapsaisiini voi esiintyd kahdessa eri isomeriamuodossa.'” '

Luonnossa kasvavissa chileissd kapsaisiini esiintyy E-muodossa. Z-isomeeria valmistetaan

synteettisesti ja kiytetdin raakaldikkeiden valmistuksessa.'* '°
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E-kapsaisiini (CAS 404-86-4). Z-kapsaisiini (CAS 25775-90-0).
2.1.2. Kapsaisinoidit

Kapsaisinoideiksi kutsutaan kapsaisiinijohdoksia, joissa alifaattisen hiiliketjun pituus
vaihtelee. Kapsaisinoideja saadaan luonnossa kasvavista chilikasveista, mutta niitd voidaan
my0s valmistaa erilaisten synteesien avulla. Chilikasveissa tunnetuimmat kapsaisinoidit
ovat kapsaisiinin ohella dihydrokapsaisiini, nordihydrokapsaisiini, homokapsaisiini ja
homodihydrokapsaisiini. Syntetisoituja kapsaisinoideja ovat puolestaan esimerkiksi

nonivamidi ja fenyyliasetyylirinvaniili.'>"’
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Kapsaisiini (CAS 404-86-4). Norkapsaisiini (CAS 61229-08-1).
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Homokapsaisiini (CAS 58493-48-4). Nordihydrokapsaisiini (CAS 28789-35-7).
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Homodihydrokapsaisiini (CAS 20279-06-5).  Dihydrokapsaisiini (CAS 19408-84-5).
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Nonivamidi (CAS 2444-46-4). Fenyyliasetyylirinvaniili (CAS 849343-53-9).



2.1.3. Kapsinoidit

Kapsinoideiksi kutsutaan kapsaisiinijohdoksia, joissa esteriryhmd on korvannut
amidiryhmén ja joissa alifaattisen hiiliketjun pituus vaihtelee. Kapsinoideja saadaan
jalostetuista chilikasveista, mutta niitd voidaan myds valmistaa erilaisten synteesien avulla.
Chilikasveissa tunnetuimmat kapsinoidit ovat kapsiaatin ohella dihydrokapsiaatti,
nordihydrokapsiaatti, homokapsiaatti ja homodihydrokapsiaatti. Koska kapsinoideissa ei
ole amidiryhméii, ne ovat tulisuusasteeltaan miedompia kuin kapsaisinoidit. Kapsinoideilla

on kuitenkin samanlaisia kayttotarkoituksia kuin kapsaisinoideilla.> 2022
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Kapsiaatti (CAS 205687-01-0). Dihydrokapsiaatti (CAS 205687-03-2).
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Nordihydrokapsiaatti (CAS 220012-53-3).
2.1.4. Muut kapsaisiinijohdokset
2.1.4.1. Kapsikoninoidit

Kapsikoninoideiksi kutsutaan 2000-luvun lopulla l6ydettyjd kapsaisiinijohdoksia, joissa
koniferyyliesteriryhmd on korvannut amidiryhmén ja joissa alifaattisen hiiliketjun pituus
vaihtelee. Kapsikoninoideja saadaan jalostetuista chilikasveista, mutta niitd voidaan myos
valmistaa koniferyylialkoholeista ja rasvahapoista. Tunnetuimmat kapsikoninoidit ovat
kapsikoniaatti ja dihydrokapasikoniaatti. Kapsikoninoidit eivit ole tulisia, koska ne eivét
sisdlld amidiryhméi. Vaikka kapsikoninoideista ei ole paljoa tutkimustietoa, on oletettu,

ettd kapsikoninoideilla olisi samanlaisia kayttotarkoituksia kuin kapsaisinoideilla ja

kapsinoideilla.” >
0 o
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Kapsikoniaatti (CAS 946572-73-2). Dihydrokapsikoniaatti (CAS 946572-74-3).



2.1.4.2. Kapsazepiini

Kapsazepiini on kapsaisiinijohdos, jossa tioketoni- ja bentsazepiiniryhmait ovat korvanneet
hiilen ja hapen vilisen kaksoissidoksen seké alifaattisen hiiliketjun. Kapsazepiinid voidaan
valmistaa erilaisten synteesien avulla. Kapsazepiinia kaytetddn ldéketieteessd ja
-teollisuudessa kapsaisinoidien ja kapsinoidien antagonistina, koska se estdd niiden

toiminnan sympaattisessa hermostossa sijaitsevassa kapsaisiinireseptorissa. Thmiskehossa

kapsazepiini lievittdd kapsaisinoidien ja kapsinoidien aiheuttamaa poltteen tunnetta.”* %
=]
| on
/@7CH a— CH o —NH — oI
ol OH

Kapsazepiini (CAS 138977-28-3).
2.2. Kapsaisiinin ja johdosten kemiallisten ominaisuuksien tutkimus
2.2.1. Ca*" -lipiisykyvyn riippuvuus kapsaisiinijohdosten ominaisuuksista

Kapsaisiinin kemiallisista ominaisuuksista on olemassa useita tutkimuksia. Walpole ja
hénen tutkimusryhménsi midrittivdt kapsaisiinin ja sen johdosten kemiallisia vaikutuksia
kalsiumionien Ca®" lipaisykykyyn hermosolukertymien soluissa. He tutkivat lapdisykykyd,
koska kalsiumionit vilittivdt hermosolujen ldhettdmid viestejd lihaksiin ja koska
kapsaisiinin on havaittu indusoivan kyseisten ionien kulkeutumista. He mittasivat
kapsaisiinijohdosten  vaikutuskyvyt tutkittavista néytteistd kéyttdmadlld suureena
puolimaksimaalista efektiivistd konsentraatiota (half maximal effective concentration,
ECs).'® Tutkimus suoritettiin siten, etti Walpole ja hinen tutkimusryhminsi jakoivat
kapsaisiinin rakennekaavan kolmeen osaan: A) aromaattinen osa, B) amidiosa ja C)
alifaattinen hiiliketjuosa. Jokaista osaa tutkittiin erikseen ja tutkimustulokset tiivistettiin
myShemmin yhdeksi raportiksi.*®

A B
O C

O /\Nk/\/\/\[/
H

HO

Kuva 1. Kapsaisiinijohdoksista tutkitut funktionaaliset ryhmit.'®*72*
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2.2.2. Aromaattisen osan tutkiminen

Walpole ja hidnen tutkimusryhminsd maarittivdt aromaattisen renkaan ja siihen lisdttyjen
substituenttien vaikutukset kalsiumionin lépdisykykyyn hermosolukertymissd. Muiden
sivuryhmien  vaikutuksen  minimoimiseksi  sivuketjun  funktionaalinen = ryhma
yksinkertaistettiin oktyyliksi. He valmistivat kapsaisiinijohdosnéytteet ja maarittivét niistd
puolimaksimaaliset efektiiviset konsentraatiot kiyttiméalla analyyttisid menetelmid, kuten
kromatografiaa ja spektrofotometriaa. Tulosten perusteella 3-alkoksi-4-substituenttiryhméan
sisdltinyt aromaattinen rengas oli aktiivisimpia johdoksia, koska sen vaikutus nékyi
pienillékin konsentraatioilla. Sen sijaan renkaan 2-, 5- ja 6-hiilen vetyjen korvaaminen

substituenteilla tai 4-hiilen hydroksyyliryhméin poistaminen laskivat kapsaisiinijohdosten

aktiivisuutta.> '% %
A,
R
Rs R3
Ry
RZ R3 R4 R5 EC50 (}IM)
H H H H > 100
H OCH; OH H 0,55+ 0,08
H OCHj H H > 100
H OCH; OCH; H 6,41 £0,14
OH OH OH H 7,64 £ 1,09
H OCH; NO, H 7,91 +£1,95

Taulukko 1. Kapsaisiinijohdosten aromaattisen

osan vaikutus Ca®" -ionien lapdisykykyyn.'®

2.2.3. Amidiosan tutkiminen

Tutkiessaan amidiosan vaikutusta kapsaisiinin ja johdosten kemiallisiin ominaisuuksiin
Walpole ja hinen tutkimusryhménsd pitivit aromaattisen renkaan sekd alifaattisen
hiiliketjun vakiona. He maédrittivit amidiosan vaikutuksen vertailemalla sitd muihin
funktionaalisiin ryhmiin. Funktionaaliset ryhmét jaettiin neljddn kategoriaan: 1)
Vanillyyliamidit ja -esterit, 2) Homovanilliinihappoamidit ja -esterit, 3) Ureat ja tioureat

sekd 4) Muut, esimerkiksi ketonijohdokset.*®*’
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Tulosten perusteella CH,NHCO tai CH,CONH -ryhmin sisédltineet amidit seka
N-(4-hydroksi-3-metoksibentsyyli)-N’-oktyylitiourea olivat tehokkaimpia. Sen sijaan
aktiivisuus laski kapsaisiinijohdoksilla, kun dipolisia rakenneosia ja vetysidosten vilisié
vuorovaikutuksia pyrittiin korvaamaan metylaatiolla. Lisdksi aromaattisen ja amidiosan
yhdistdviassd kohdassa Walpole ja hédnen tutkimusryhminsd havaitsivat sopivaksi

silloitusryhmiksi  sp’-hybridisoituneen yksihiilisen ryhmin, koska se oli riittivin

aktiivinen.??’
W
H/ CHs
| i
O—CH;
HO

R ECsy (01M)
CH,NHCSNH 0,06 £ 0,01
CH,NHCS 0,28 0,02
CH,CONH 0,30+ 0,01
CH,NHCO 0,55 +0,08
CH,CH,CH, > 100
CH,OCO 14,20 £ 0,06
(CH,),NHCO 18,30 + 2,80

Taulukko 2. Kapsaisiinijohdosten amidiosan ja sen

korvaajien vaikutus Ca*" -ionien lipaisykykyyn.?’

2.2.4. Alifaattisen hiiliketjuosan tutkiminen

Walpolen ja hédnen tutkimusryhménsa kolmannessa tutkimuksessa tarkasteltiin alifaattisen
hiiliketjun vaikutusta kapsaisiiniyhdisteiden ominaisuuksiin. He pitivdt aromaattisen ja
amidiosan vakiona koko tutkimuksen ajan kéyttdmadlld vanillyyliamideja. Aikaisemmin
suoritettujen kapsaisiinijohdosten aromaattisen ja amidiosan tutkimusten perusteella
Walpole ja hénen tutkimusryhminsé kayttivat alifaattisen hiiliketjun tutkimuksessa samaa
menetelmdd. He valmistivat jélleen itse kapsaisiinijohdosniytteet sekd maarittivdt niiden
kemiallisten ominaisuuksien vaikutukset kalsiumionien lapaisykykyyn

hermosolukertymissa.*® **

12



Walpole ja hédnen tutkijaryhménsd paittelivat, ettd alifaattisen ketjun koko ja
hydrofobisuus sekd ketjussa olevan substituentin vaikutus yhdisteen mooliseen
taitekertoimeen (Molar Refraction, MR) vaikuttavat aktiivisuuteen. Lisdksi he pééttelivit,
ettd rajoitetun kokoisen alifaattisen ketjun tietty osa toimii sitoutumisalueena (Binding
Site) ja ettd konformaatiolla on merkitystd aromaattisten substituenttien asettuessa
alifaattiseen hiiliketjuun. Sen sijaan Walpole ja hidnen tutkimusryhménséd eivit 16yténeet
aktitvisuuden syytd kahdelle yhdisteelle, joissa esiintyi pitkid alifaattisia
monotyydyttymittomid sivuketjuja. Muut yhdisteet, jotka sisélsivit alifaattisessa ketjussa

. .. . . e . . 262
kyseiset ominaisuudet, olivat epiaktiivisia.”® **

i
0=/ NH R
HqC —0
R ECso (uUM)
(CH;)7-(Z2)-CH=CH(CH,);CHj3 0,17 +0,03
(CH,)¢CH(CH3), 0,19+ 0,02
(CH,)4-(E)-CH=CHCH(CH3), 0,30 £ 0,04
CH,)sNHBoc 79,80+ 10,70
(CH)
CH,Br > 100
CHzO(CHz)zO(CHz)zOCH3 > 100

Taulukko 3. Kapsaisiinijohdosten alifaattisen

osan vaikutus Ca®" -ionien lapaisykykyyn.*®

3. Kapsaisiinin ja sen johdosten valmistus

Kapsaisiinia ja sen johdoksia voidaan valmistaa erilaisilla menetelmilld. Kappaleissa 3.1.
ja 3.2. késitelldén esimerkkeind kapsaisiinin ja kapsiaatin valmistusta, koska kapsaisiini on

yleisin kapsaisinoidi ja kapsiaatti yleisin kapsinoidi.

3.1. Kapsaisiinin valmistus

Mcllvain ja hinen tutkimusryhmédnsd valmistivat kapsaisiinia asylointireaktiolla.
Reaktiossa bentsyyliamiinijohdos reagoi happohalidin kanssa. Liuottimina kéytettiin
natriumhydroksidin  vesiliuosta, dimetyyliformamidia (DMF) ja dietyylieetterii.”’
Kananovich ja hinen tutkimusryhminsé sen sijaan syntetisoivat kapsaisiinin kayttdmalla
lahtdaineina bentsyyliamiinijohdosta ja karboksyylihappoa. Liuottimena kéytettiin

bentseeni, jossa oli oksalyylikloridia ja trietyyliamiinia.*
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Kapsaisiinin valmistus McIlvainin tutkimusryhméin menetelmalld.”

Ole

CH o, UH;
Kapsaisiinin valmistus Kananovichin tutkimusryhmén menetelmall.*’
3.2. Kapsiaatin valmistus

Appendino ja hinen tutkimusryhminsd valmistivat kapsiaattia Mitsunobun reaktiolla.
Reaktiossa vanilliinialkoholi reagoi karboksyylihapon kanssa, jolloin muodostunut esteri
on kapsiaattia. Liuottimena kéytettiin tetrahydrofuraania (THF), jossa oli di-
isopropyyliatsodikarboksylaattia (DIAD) ja trifenyylifosfiinia (PPhs).*' Amino ja hinen
tutkimusryhménsd  kehittivit ~ myohemmin  esterditymisreaktioon  perustuvan
synteesimenetelmin, jossa  kapsiaattia  valmistettiin ~ kdyttdmélld  katalyyttind

lipaasientsyymii. Lampétila oli reaktiossa 50 °C.*

Qe

HO
PPN Gy
& [ o
E (CH =) a || -
{ alag e
- /\“\Qt.:v_/ - + P
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CH

1 OH

Kapsiaatin valmistus Appendinon menetelmalla.’’

OMe

Lipaasi i
HOC e "‘x|,ﬂ'd‘-'f:3.\, "HH'O"‘”\“.C. X __,r':.‘_;.'__,u..:
E (CH ) 9 | o
1-FPr /I\q‘-\.‘\""‘v‘/{ dl\co.‘ﬂ + e

CH 5 — CH

Kapsiaatin valmistus Aminon tutkimusryhmsin menetelmalla.*
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4. Kapsaisiinin eristys
4.1. Kapsaisiinin isomeerien eristys

Kapsaisiinin Cis- ja trans-isomeerit voidaan erottaa toisistaan analyyttisin menetelmin.
Wall kaytti kapsaisiinitutkimuksissaan korkeasuorituskykyistd ohutkerroskromatogratiaa
(High-Performance Thin-Layer Chromatography, HPTLC), jossa erotus perustuu
kadnteisfaasiin (Reversed-Phase). Kapsaisiinin molempien isomeerien poolittomuudesta
johtuen niiden erottaminen normaaliin faasiin perustuvilla menetelmilldi on vaikeaa.
Kainteisfaasissa isomeerien erottuminen saadaan aikaiseksi kylldstdmaélla silikageelikerros
hopeanitraatilla, jolloin hopeaionit vuorovaikuttavat alkyyliketjun n-sidosten kanssa.

Miairityksessd Wall kiytti ajoliuoksena metanolin ja veden seosta.'”

Vuorovaikutuksesta ja kapsaisiini-isomeerien eri poolisuusasteesta johtuvat isomeerien
Ri —arvojen (Retention Factor) erot tulivat esille, kun levyt késiteltiin jodihdyryssa
kehittdmisen jdlkeen. Lisdksi Wall tutki eri tekijéiden vaikutusta erottamistulokseen
lisdamaélld ajoliuokseen orto-boorihappoa ja hopeanitraattia, muuttamalla metanoli-
vesiseoksen koostumusta sekéd kayttdmailld erilaisia ohutlevyjd. Tulosten perusteella orto-
boorihapon lisdys ei vaikuttanut tilastollisesti merkittdvésti tulokseen, metanolipitoisuus
50-60-tilavuusprosentilla antoi parhaimman erotustuloksen véhiten hiiltd sisdltineessi
ohutlevyssd. Hopeanitraatin lisdys ajoliuokseen levyn kylldstimisen sijasta oli sekd

halvempi, nopeampi etti tehokkaampi vaihtoehto."

Hopeanitraatin Hopeanitraattikyllastys Hopeanitraattilisiays ajoliuokseen
méiri (V-%) Rs (Cis) Rs (trans) Rs (Cis) Rs (trans)

0,5 - - 0,4 0,42

1,0 - - 0,54 0,46

1,5 - - 0,56 0,48

2,0 0,46 0,43 0,66 0,57

3,0 - - 0,69 0,60

4,0 0,73 0,68 - -

Taulukko 4. Kapsaisiini-isomeerien erotuksesta saadut

tulokset (80 + 20) V-% metanoli-vesiajoliuoksella."
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4.2. Kapsaisiinin eristys muilla kromatografisilla menetelmilla
4.2.1. Kapsaisiinin eristys lidkekemiassa

Ladketeollisuudessa kapsaisiini voidaan eristdd erilaisin analyyttisin menetelmin. Yksi
eristyskeinoista on kromatografisten menetelmien hyddyntdminen, jossa apuvilineind
toimivat kromatografiaan tarkoitettu pylvés tai putki, johon on liitetty lasisintterialusta,
sekd liuotinastiallinen suppilo. Kapsaisiinia sisdltivd ndyteliuos kaadetaan pylvddseen tai
putkeen, jossa on alumiinioksidia ja 5 cm:n kerros metanolia. Niyte valuu putken lépi, ja
ndyte uutetaan metanolilla, jotta ndytteen seassa olevat muut yhdisteet eivét siirtyisi
kapsaisiinin mukana tutkittavaan eluaattiin. Néytteen késittely kyseiselld menetelmailla
kestdd 4-5 tuntia, jolloin ndytteestd saadun eluaatin mddrd on 450 ml. Saadun eluaatin
nestemddrdd vihennetddn haihduttamalla sitd 50 ml:ksi, jonka jdlkeen liuos laimennetaan

metanolilla mittapullossa 100 ml:ksi muihin kéyttotarkoituksiin.”

Niyte Kapsaisiinin Niytteen Kapsaisiinipitoisuus

mairia (m-%) maira metanoliliuoksessa
analyysissi (ng/ml)
Kapsaisiini 0,5-1 5g 25-50
Chilikasvista valmistettu hartsi 8-12 3g 48 - 72
(?hilikasvista valmistettu 0.025 — 0,05 10 ml 2550

tinktuura

Chilivoide 0,14-0,16 3g 42 - 48
Paprikavilla 0,03 — 0,07 10g 30-70

Taulukko 5. Erilaiset kapsaisiinin lihteet ja niiden kiyttoméarit.>

Ennen eristyksen suorittamista kapsaisiinindytettd punnitaan, esimerkiksi paprika- tai
chilikasvista, analyysid varten 5 g, minkd jdlkeen nidytettd tiytyy esikésitelld jauhamalla
sitdi survimen avulla huhmareessa hienojakoiseksi jauheeksi, jotta nidyte olisi
homogeeninen. Néiytteen uutto suoritetaan Soxhlet-laittestolla, jossa uuttoaineena
kaytetddn 100 % metanolia. Uuttamisen kestolle on olemassa kaksi vaihtoehtoa, joista
toinen perustuu minimiaikarajana toimivaan 6 tuntiin, ja toinen puolestaan metanolin
kulumiseen sen haihtuessa Soxhlet-laitteistoon kiinnitetystd refluksointilaitteistosta
huolimatta. Uuttamisen jdlkeen kiintedssd tai liuosmuodossa saatu kapsaisiiniuute vaatii
laimennuksen, mikéd tapahtuu 100 ml:n mittapullossa. Laimennukseen kdytetddn uuton

tavoin metanolia.>> **
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Aikaisemmin kapsaisiinin uutossa kdytettiin kylméda 96 %:sta etanolia, kunnes havaittiin
suodatusjddnnoksen sisdltdvin kapsaisiinia etanolipesusta huolimatta. Néytteen
esikdsittelystd, metanolin kdytostd ja kromatografisten menetelmien kehittymisesti
huolimatta  kapsaisiinin ~ kromatografista  eluaattiliuosta  joudutaan  hylkdamééan

suodatuksessa ja tislauksessa, jotta epdpuhtausriskit olisivat mahdollisimman matalat.>>*

Kuva 2. Kapsaisiinindytteen esikisittelyyn vaadittava Soxhlet-laitteisto.”

4.2.1.1. Kapsaisiinin eristykseen liittyvit ongelmat liikekemiassa

Kapsaisiinin kromatografisessa erottamisessa pelkidn néytteen esikdsitteleminen ei riité,
koska myds kéytettdvien kemikaalien tdytyy olla analyyttisesti puhtaita. Kapsaisiinin
uuttoaineena kéytettdvin metanolin puhdistaminen tapahtui aikaisemmin tiputtamalla sitad
alumiinioksidista muodostetun pylvain lipi.>*. Metanolin epipuhtausongelmaan 16ydettiin
myo6hemmin ratkaisu, kun hopeaoksidi havaittiin tehokkaammaksi puhdistusaineeksi kuin

alumiinioksidipylvas.*

Metanolin puhdistusaine valmistetaan liuottamalla aluksi emiksistd natriumhydroksidia
metanoliin, jonka jdlkeen lisdtddn niukkaliukoista hopeanitraattia. Puhdistusaineen
valmistukseen kéytettivien ldhtdaineiden lisddmisen liséksi prosessi vaatii kolme tuntia
kestdvdn kiehuttamis-refluksointiprosessin, jonka jidlkeen seoksen sisdltimd metanoli
taytyy tislata pois. Tislattu metanoli tarkistetaan spektrofotometrilld ja absorbanssiarvon on

oltava alle 0,01 0.
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Kromatografialaitteistossa kéytettdvan alumiinioksidipylvéén valmistamisessa on havaittu
ongelmia liittyen lisdaineiden kdyttoon. Pylvaan valmistuksessa kdytetddn alumiinioksidin
lisdksi myos aktiivihiiltd ja piimaata, jotta hdiritsevdt hydrofobiset ja hydrofiiliset aineet
poistuisivat kapsaisiinin eristimisen aikana. Aktiivihiilen kohdalla on havaittu, ettd
héiritsevien aineiden ja ylimddrdisten vérien poiston lisdksi liuoksesta poistuu myds osa
kapsaisiinista. Ongelmasta johtuen aktiivihiilen mééardd on pyritty vidhentdméédn
kapsaisiinindytteen puhdistuksessa. Aktiivihiilen vihentdminen voi kuitenkin aiheuttaa
pienen héiritsevien aineiden mdirdn ldpdisyn kromatografisen pylvdin lavitse, jolloin
eluaateista saadut tulokset muuttuvat kelvottomiksi. Liséksi eluaatti ei saa lapiistd pylvasta

toista kertaa, koska kapsaisiini voi adsorboitua puhtaasta liuoksesta pylvismateriaaliin.”

4.2.2. Kapsaisiinin eristys asetonitriililli

Collins ja hédnen tutkimusryhminsé pyrkivét parempiin analyyttisiin tuloksiin kdyttdméalla
uuttoaineena perinteisten kemikaalien sijasta asetonitriilid, koska se oli saanto-
nopeussuhteeltaan parempi kuin aikaisempien tutkimusten kdyttiméd etanoliliuos. Ennen
uuttoa asetonitriilin vesiliuos puhdistettiin kéénteisosmoosilla ja tislauksella. Lisdksi
chilikasveja kuivattiin usean pdivdn ajan ennen uuton suorittamista. Uutosliuoksia
pidettiin 80 °C lampdisessd vesihauteessa nelja tuntia, minka jalkeen ndytteestd kaytettiin
mahdollisen saostuman tai seoksen yldpuolinen nestekerros. Collinsin ja hédnen
tutkimusryhménsi tekemien esikokeiden perusteella vihintddan 1 g:n kokoiset uutetut ja
puhdistetut niytteet antoivat parhaimman tuloksen. Niytteet analysoitiin suodatuksen,
liuoksen kaasunpoiston (Degasification) ja jddhdytyksen jidlkeen nestekromatografisesti
(High-Performance Liquid Chromatography, HPLC). Mairityksessd kéytettiin
kéédnteisfaasikolonnia (silika, C18). Ajoliuoksena kéytettiin puhdasta metanolia sekd

metanolin vesiliuosta.*®
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5. Kapsaisiinin maéritys
5.1. Kapsaisiinin rakenneanalyysin historiaa

John Clough Thresh oli ensimmdiisid henkilditd, joka médritti chileistd tulisuuden
aitheuttaneen yhdisteen nimeltddn kapsaisiini ja sen kemiallisen kaavan. Kokeessa hidn
kaytti aluksi kapsaisiinin liuottamiseen potaskan vesiliuosta, minké jdlkeen tutkittava niyte
saostettiin ~ hiilihapolla. =~ Néyte  liuotettiin ~ tdmin  jdlkeen  petrolieetteriin
uudelleenkiteyttdmistd varten, minka jilkeen kiteet liuotettiin alkoholiin ja veteen. Kun
ndyte oli kiteytetty ja  kuivattu, puhdas kapsaisiinindyte vakiopainotettiin
vesihaudeldmmityksen avulla. Vakiopainoinen kapsaisiinindyte poltettiin tdmin jilkeen, ja
tulosten perusteella laskettiin lopuksi alkuaineiden prosenttiosuudet yhdisteestd. Thresh sai
kapsaisiinin empiiriseksi kaavaksi CoH;40,, kun sen molekyylikaavaksi on nykyisin
madritetty C;gHy7NO;. Threshin saama tulos eroaa nykyisin kéytossd olevasta
molekyylikaavasta, koska palamisreaktiossa kdytetyilld menetelmilld saatiin maéritettya
palamistuotteista vain hiilidioksidin ja veden méérd. Téstd johtuen kapsaisiinin sisdltdmén

typen méird jai madrityksen ulkopuolelle.”

5.2. Kapsaisiinin miéritys aistihavaintojen avulla

Kapsaisiinin miirityksessd on aikojen saatossa kdytetty useita erilaisia médritystapoja,
joista ensimmaéisid maistamiskokeita oli Scovillen koe. Scoville perusteli kielen
kayttdmistd fysiologisin perustein, koska hidnen mukaansa makuaistin herkkyys aistii
pitoisuudet tarkemmin kuin vaaka. Téstd johtuen prosenttiosuuksien méérdn sijasta
paprikakasvien suhdeluvut ratkaisevat. Kokeessa paprikakasvindyte seisoi yon yli
etanolissa, jonka jdlkeen liuos siirrettiin makeaan vesiliuokseen. Scoville tutki niytteen

poltetta kielelld ja méiritti laimennustulosten perusteella Scovillen tulisuusasteikon.”’
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Elintarviketeollisuudessa chilien ja paprikakasvien Scovillen tulisuusasteet maéritetdan
viiden koemaistajan avulla. Maistajat nauttivat samanmassaisista kuivatuista chileistéd
valmistettuja sokerivedelld laimennettuja alkoholiliuoksia, minkd jdlkeen enemmiston
padtos ratkaisee chilin tulisuusasteen. Tulisuusasteet ilmoitetaan Scovillen asteikolla
yksikossd SHU (Scoville Heat Unit), jossa paprikakasvin arvo on 0 SHU ja puhtaan
eristetyn kapsaisiinin 16 milj. SHU. Maistamiseen sekd subjektiiviseen arviointiin
perustuvasta koemenettelystd johtuen Scovillen kokeen kidyttd on kielletty joillakin
kemiaan liittyvilld aloilla, koska analyyttisen kemian kromatografiset mééritysmenetelmat

ovat antaneet tarkempia ja objektiivisempia mittaustuloksia.* " **

5.3. Kapsaisiinin mééritys spektrofotometrialla

Suzuki ja  hdnen tutkimusryhmidnsd  mdédrittivit  kapsaisiinin  chilikasveista
spektrofotometrisesti. Ennen analyysin suorittamista he valmistivat ndytteen puhdistamista
varten kolonnin, joka koostui eméksisesti ja happamasta alumiinioksidista seka
puuhiilestd. Kolonnin aktivointiin he kéyttivit pesuaineena etyyliasetaattiliuosta, jossa
metanolin pitoisuus oli 1 %. Naytteet liuotettiin 1 % metanolin etyyliasetaattiliuokseen ja
puhdistettiin kolonnissa. Niytteiden sisdltdmé kapsaisiini uutettiin puhtaalla metanolilla.
Kapsaisiinin metanoliliuokset analysoitiin spektrofotometrisesti UV-valon
aallonpituusalueella 280 nm. Chilikasvien sisdltimédn kapsaisiinin analysoinnin lisdksi
Suzuki ja hénen tutkimusryhménsd vertasivat tuloksiaan Scovillen aistihavainnoilla

saatuihin tuloksiin.*’

Chilikasvi Scovillen Niytteesti laskettu
tulisuusarvot (SHU) | kapsaisiiniméari
(%)
Hontaka 50 000 -
Mombasa 120 000 0,8
Santana chilipippuri 8400 0,058
Uganda 127 000 0,85
Turkkilainen 12 300 0,083
Meksikolaiset Pequinot 40 000 0,26
Abessinialaiset chilit 11 000 0,075
Japanilainen Santaka 38 000 0,253

Taulukko 6. Chilikasvien kapsaisiinimaérat.”
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Niéytteen numero | Scovillen menetelmi | Spektrofotometria

1 425 000 538 000

3 970 000 876 000

7 345 000 412 500

11 236 000 183 000

15 52 000 40 000

19 845 000 892 000
20 1 025 000 1 035 000

Taulukko 7. Kahdella eri menetelmilli médritetyt tulisuusasteet.””
5.4. Kapsaisiinin méaritys kromatografisilla menetelmilli
5.4.1. Kapsaisiinin maaritys kaasukromatografialla

Elintarviketeollisuudessa kapsaisiinin méérd voidaan maédrittdd kaasukromatografisin
menetelmin, esimerkiksi korealaisesta Gochujang-mausteseoksesta, jonka
kapsaisiinipitoisuuden on oltava kansainvilisten standardien mukaan véhintddn 10,0 ppm.
Maiirityksessd  tutkittava ndyte uutetaan 100 %:iin metanolia, minkd jdlkeen
kapsaisiinikerrostuma uutetaan dikloorimetaanilla (DCM) ja natriumkloridin kylldisella
liuoksella. Uutteen vikevoittdimiseen kiaytetddn pyorrehaihdutinta ja jiljelle jddnyt
liuvosmidrd liuotetaan skvaleenia sisdltdvddn dikloorimetaaniliuokseen. Lopuksi ndytteen
kapsaisiinipitoisuus ~ maddritetddn  liekki-ionisaatiohavaitsimen  (FID)  omaavalla
kaasukromatografilla. Tarkemman maédritystuloksen saamiseksi kapsaisiinindyte on
kisiteltdvd metanoli-heksaani -fraktiointimenetelmélld, jotta Gochujangissa esiintyvit
hydrofobiset ja hydrofiiliset eivdt héiritse kromatografimittauksissa. Fraktioinnilla
hiiritsevét yhdisteet voidaan erottaa ndytteestd kdyttaméilld erotussuppiloa, ja ndytteessd
mahdollisesti esiintyvi vesi voidaan poistaa kadyttdmalld suodatinpaperia ja kuivausaineena

natriumsulfaattia.*’

5.4.2. Kapsaisiinin mairitys nestekromatografialla

Kapsaisinoidien méédrdn voi maédrittdd chilikasveista nestekromatografisesti, jolloin
maidritys perustuu kapsaisinoidien poolisuuteen ja piikkien pididttymisaikaan (Retention
Time). Collins ja hinen tutkimusryhmédnsd maéérittivit New Mexicon yliopistossa
kasvatetuista erilaisista chililajikkeista niissd esiintyvien kapsaisinoidien pitoisuudet
nestekromatografisesti aikaisemmin valmistettujen standardilivosten avulla. He tekivit
kapsaisinoidien maéérityksen kahdessa eri vaiheessa, koska heidin tavoitteenaan oli
madrittdd naytteissd pddasiallisesti esiintyvien kapsaisiinin ja dihydrokapsaisiinin lisdksi

myds vihemmistond olevien muiden kapsaisinoidien pitoisuudet.
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Ensimmadisessd vaiheessa péédkapsaisinoidit méadritettiin kéyttdmalld vakiona pysyvaa
ajoliuosta, jotta kapsaisiini ja dihydrokapsaisiini kerdéntyisivdt aluksi omiksi ryppdiksi.
Ajoliuos sisilsi 70 % pullosta B otettua puhdasta metanolia ja 30 % pullosta A otettua
metanolin  10-tilavuusprosenttista  vesiliuosta.  Liuokset sekoittuivat  keskendédn
pumppausvaiheessa ja muodostivat seoksen, jolla tasoitettiin analyysissd tapahtuneita
muutoksia. Toisessa vaiheessa vihemmistokapsaisinoidit madritettiin  kayttdmalla
koostumukseltaan vaihtelevaa ajoliuosta, jotta niiden analyyttiset piikit saatiin nékyville
paidkapsaisinoidien jilkeen. Ajoliuos koostui edelleen puhtaasta metanolista ja metanolin
vesiliuoksesta, mutta niiden prosenttiosuudet vaihtelivat laitteiston ajoon kdytetyn ajan
perusteella. Tulosten perusteella Collins ja hinen tutkimusryhménsd pééttelivit, ettd
menetelmd oli halvempi, nopeampi ja tehokkaampi kuin aikaisemmin kéytetyt
médritysmenetelméit ja ettdi menetelmd soveltui myds vdhemmistokapsaisinoidien

midritykseen.*

Tutkittavat Ajoliuos Ajon | Pidittymisaika
kapsaisinoidit | Metanolin 10 % Metanolin | kesto (min)
osuus vesiliuoksen osuus | (min)
(%) (%)
Kapsaisiini 70 30 7 3,2
57 (10 min) ja 43 (10 min) ja 20 93
68 (10 min) 32 (10min) ’
Dihydro- 70 30 7 4,3
kapsaisiini 57 (10 min) ja 43 (10 min) ja 20 143
68 (10 min) 32 (10min) ’
Nordihydro- 57 (10 min) ja 43 (10 min) ja 20 2.4
kapsaisiini 68 (10 min) 32 (10min) ’
Homodihydro- | 57 (10 min) ja 43 (10 min) ja 20 17.7
kapsaisiini 68 (10 min) 32 (10min) ’

Taulukko 8. Chilien pii- ja sivukapsaisinoidien analyyttisen maarityksen tulokset.”
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5.4.3. Kapsaisiinin méairitys kaasu-nestekromatografialla

DiCecco maédritti kapsaisiinin méarén paprikandytteistd kaasu-nestekromatografisesti (Gas-
Liquid Chromatography, GLC). Menetelmdssd hin aluksi wuutti kapsaisiinin
paprikandytteistd asetonilla, minkd jélkeen nidytteet puhdistettiin alumiinioksidipylvadssa
asetonilla. Kapsaisiini eluointiin alumiinioksidipylvéastd liuoksella, joka sisilsi asetonia,
metanolia ja vettd. Kaasu-nestekromatografista mairitystd varten DiCecco haihdutti
eluointiaineen pyoOrrehaihduttimella ja kéytti liuottimena asetonin sijasta piperiinin
kloroformiliuosta. Piperiinin tarkoitus analyysissd oli toimia maédrityksen sisdisend
standardina. Kapsaisiinindytteet analysoitiin kaasu-nestekromatografisesti. Kantajakaasuna
kaytettiin typped. Nayte kulki laitteistossa polyetyleeniglykolista (PEG) ja teflonista

valmistetun pylvéin lipi.*!

Kapsaisiinin méédran DiCecco laski analyysissdé Hewlett-Packardin tietokoneohjelmalla,
jolla han madritti kapsaisiinin ja piperiinin kerdéntymisajat ja laski kuvaajista niiden pinta-
alat. Paprikandytteiden lisdksi DiCecco madritti kapsaisiinin my0s mausteseoksista kuten
grillikastikkeista, mutta niiden siséltimat kapsaisiinimairét olivat merkittdvisti pienempid
kuin paprikandytteistd saadut tulokset. Analyysin loppuvaiheessa DiCecco lisdsi ndytteisiin
kapsaisiinin standardiliuosta, ja hin seurasi, milld tarkkuudella alkuperdinen ja lisétty

kapsaisiinimééra nakyivat mittaustuloksissa. Hian kaytti laskuissa palautumisprosenttia (Per

Cent Recovery).‘“’ 42
Kapsaisiinipitoisuus (mg/g) . .
Niiyte Alkuperdisessi | Standardi- | Kasitellyssa | | 2 2utumisprosentti
" N . N R (%)
niytteessa liuoksessa niytteessa
Paprikandyte A 0,192 0,067 0,263 106,0
Paprikaniyte B 1,132 0,667 1,760 94,2
Paprikandyte C 3,024 1,667 4,680 99,3
Paprikaniyte D 0,0735 0,100 0,1804 106,9
Paprikaniyte E 0,0735 2,000 2,0725 100,0
Paprikaniyte F 0,0735 5,000 5,0702 99,9
Mausteseos A 0,00219 0,00330 0,00539 97,0
Mausteseos B 0,00629 0,00660 0,01296 101,1

Taulukko 9. Kapsaisiininiytteiden palautumisprosentin mittaustulokset.”’
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5.5. Kapsaisiinin mééritys kolorimetrisesti
5.5.1. Kapsaisiinin méiritys Folin-Ciocalteu -reagenssilla

Kapsaisiinin =~ voi ~ maddrittdd myds  kolorimetrisin ~ menetelmin.  Kaasu-  ja
nestekromatografisista menetelmistd poiketen kolorimetriassa kéytetddn erilaisia
vériaineita, jotka reagoivat kapsaisiinin fenoliryhmédn kanssa ja muodostavat vérillisid
liuoksia. Bajaj ja Kaur médrittivit kapsaisiinin paprikakasveista kayttamélla
varinmuodostuksessa Folin-Ciocalteu-reagenssia. Reagenssin valmistukseen he kayttivit
vettd, natriumwolfraattia Na, WOy, natriummolybdaattia Na,MoQy,
85 %:sta fosforihappoa ja vikevid suolahappoa, jotka sekoitettiin keskendén. Reagenssin
viimeistelyyn he kayttivit litiumsulfaattia ja bromia. Kéytettyjen epdorgaanisten suolojen

kohdalla vaatimuksena oli, etti ne sisilsivit kidevettd.*

Kapsaisiinin standardiliuoksen Bajaj ja Kaur valmistivat 10 mg:sta kapsaisiinia, jonka he
livottivat metanoliin. He lisdsivdt liuokseen Folin-Ciocalteu-reagenssia ja kylldisté
natriumkarbonaattiliuosta, ja méaérittiviat kapsaisiinin sinisen vérin saaneesta liuoksesta
absorbanssimittauksilla. Varsinaisen ndytteen Bajaj ja Kaur valmistivat kuivatusta
paprikakasvin jauheesta kayttdmillda uutossa erilaisia liuottimia ja vertasivat niiden
toimivuutta méérityksessd. Lisdksi he tutkivat uuttoajan vaikutusta asetonin kohdalla ja
vertasivat tuloksia keskendén. Parhaat tulokset saatiin kiyttaméalld uutossa etyyliasetaattia
ja asetonia. Uuttoaikojen vertailun perusteella asetonin ravistelu 10 minuutin ajan antoi

- 4
parhaimman tuloksen.

Uuttomenetelmi Hiiritsevien aineiden osuus

(%)
50 % Metanolin vesiliuos 1,76
Asetoni (1 h refluksointi) 2,00
Asetoni (1 h refluksointi ja Norit-késittely) 1,02
Asetoni (10min ravistelu) 0,68
70 % Etanolin vesiliuos 1,23
Etyyliasetaatti 0,70

Taulukko 10. Kapsaisiiniuutossa kéytetyt liuottimet ja menetelmissi

esiintyneiden hiiritsevien aineiden osuus.*
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Kolorimetrisessa maarityksessd Bajaj ja Kaur pyrkivit Folin-Ciocalteu-reagenssin kaytolla
saamaan pitkddn sdilyvdn vérin, koska muiden tutkijaryhmien aikaisemmin kdyttamét
kolorimetriset menetelmdt ovat aiheuttaneet ongelmia védrinmuodostuksen, vérin
pysyvyyden ja liuosten sameuden vuoksi. My0s tulosten toistaminen on ollut vaikeaa
aikaisemmilla menetelmilld. Sen sijaan Bajaj’n ja Kaurin menetelmidn vaatimuksena oli
kiytettdvien reagenssien analyyttinen puhtaus. Ennen méérityksen suorittamista liuottimet
tdytyi tislata ja kuivata. Liséksi Bajaj ja Kaur havaitsivat, ettd metanolin ja etanolin
vesiliuokset eivdt soveltuneet ndytteen uuttamiseen, koska ne reagoivat uutteessa
mahdollisesti esiintyvien pigmenttien kanssa ja koska ndytteen puhdistukseen kaytettdva
alumiinioksidipylvds menettdd aktiivisuutensa. Téstd johtuen analyyttisesti puhtaan

tuloksen saamiseksi niytteen eluointi on tehtivi metanoli-asetoni-vesisekoituksella.*’

5.5.2. Kapsaisiinin méiritys diatsoniumsuoloilla

Kapsaisiinin kolorimetrisessa madrityksessd voi kayttad myds
diatsobentseenisulfonihaposta valmistettuja vérillisid diatsoniumsuoloja. Menetelméssi
kaytetddn 0,4 %:sta diatsobentseenisulfonihappoa, joka on valmistettu liuottamalla sitd
laimeaan 0,25-normaaliseen suolahappoliuokseen. Kyseisté liuosta lisdtdan nayteliuokseen,
jossa kapsaisiini on uutettu metanoliin ja késitelty pienelld annoksella natriumhydroksidia.
Tdmén jilkeen liuokseen lisdtddn natriumjodidin vesiliuosta ja suolahappoa, ja liuosta
lammitetdén vesihauteessa, jolloin muodostuu virillinen livos, joka laimennetaan
natriumhydroksidilla absorbanssimittauksia varten.”>. Virinmuodostus diatsoniumsuolan
avulla perustuu diatsoniumkytkentddn (Azo Coupling), jossa diatsoniumioni reagoi
elektrofiilind fenolisen yhdisteen kanssa ja korvaa sen rengasrakenteessa esiintyvéin

vetyatomin.**

W HO =
""(;SOEEN RQOH—.%S—@N _ﬁ
3 3 W
= Ne—!
c® 00— A R
HO.
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Cl
Nsn R
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Diatsoniumkytkenti. Reaktioyhtildssi R = kapsaisiinin amidiketju.**

25



Kapsaisiinin tapauksessa diatsoniumioni korvaa bentseenirenkaassa hydroksyyliryhmasti
katsottuna orto-asemassa sijaitsevan vetyatomin, koska para-asemassa sijaitseva amidiketju

44,45 . S
o Diatsoniumionin

on korvannut bentseenirenkaan vetyatomin.
varinmuodostusreaktiossa vaikuttavat myds reaktio-olosuhteet. Reaktio tdytyy suorittaa
emiksisissd liuoksissa kayttdmadlld natriumhydroksidia, jotta diatsoniumionin ja
fenoliryhmén siséltdvét yhdisteet ovat riittdvan reaktiivisia. Lisdksi reaktiossa kiytettdvit
aineet tdytyy lisdtd hitaasti pienind annoksina jadkylmiin tai jidhauteessa oleviin astioihin,
koska diatsoniumsuolojen pysymittomyydestd johtuen reagenssit tdytyy valmistaa

. e .. 43. 4
laboratoriossa ennen médritysta.*> *4°

5.6. Muut kapsaisiinin méaritysmenetelméit
5.6.1. Kapsaisinoidien méaritys HPLC-EI-MS ja HPLC-CI-MS -menetelmilla

Kapsaisinoidien méiérityksessd on kiytetty my0s erilaisia analysointimenetelmien
yhdistelmid. Games ja hidnen tutkimusryhménsd analysoivat kapsaisinoideja
nestekromatografisesti ja massaspektrometrisesti. He analysoivat paprikandytteissa
esiintyvét kapsaisinoidit nestekromatografisesti ja méérittivit niiden massa-varausjakaumat
m/z massaspektrometrisesti. Analyysissd massaspektrometriset menetelmit jaettiin kahteen
osaan: EI-MS eli elektroni-ionisaatioon perustuva menetelma ja CI-MS eli kemialliseen
ionisaatioon perustuva menetelma.*’

B

Kuva 3. EI-MS ja CI-MS —menetelmien tunnistamat kapsaisinoidit.
Kuvassa A = nordihydrokapsaisiini, B = kapsaisiini,

C = dihydrokapsaisiini ja D = homokapsaisiini.*’
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EI-MS -menetelméssd Games ja hédnen tutkimusryhménsd uuttivat paprikandytteiden
sisdltdimédt kapsaisinoidit Spherisorb ODS-kolonnissa kéyttimédllda eluointiaineena
metanolin, veden ja etikkahapon liuosta. He kuumensivat ndytteitd 180-250 °C
lampotilassa ja 0,8 pTorr paineessa. Kun elektroneja oli kiithdytetty sdahkokentisséd, ne
tormésiviat kaasuuntuneen ndytteen molekyylien kanssa ja poistivat niistd elektroneja.

.. T e . . 47
Ionisoituneet kapsaisinoidit analysoitiin massaspektrometrisesti.

CI-MS —menetelmdssé paprikandytteiden sisdltimat kapsaisinoidit uutettiin Hypersil ODS
-kolonnissa kdyttdmlld eluointiaineena etanolin, veden ja etikkahapon liuosta. Néaytteitd
kuumennettiin 150 °C lampdtilassa ja 24 pTorr paineessa. Games ja hédnen
tutkimusryhménsd  kdyttivdt analyysissd reagenssikaasuna  ammoniakkia. Kun
reagenssikaasun molekyylit oli ionisoitu, ne tormisivdt kaasuuntuneen nédytteen
molekyylien kanssa ja siirsivdt niihin sdhkdvarausta. Ionisoituneet kapsaisinoidit

analysoitiin massaspektrometrisesti.*’

Kapsaisinoidipiikki | Ionisaatio | Kapsaisinoidien massa-varausjakaumat m/z
(suluissa % suhteellinen intensiteetti)

A = Nordihydro- CI 294 (14); 175 (87); 158 (65); 152 (49); 137 (100)
kapsaisiini
B = Kapsaisiini El 305 (6); 195 (2); 152 (10); 137 (100); 122 (6)

CI 306 (36); 187 (20); 170 (51); 154 (22);
152 (2); 137 (100)
C = Dihydro- EIl 307 (11); 195 (5); 152 (10); 137 (100); 122 (6)
kapsaisiini CI 308 (31); 189 (54); 172 (47); 154 (20);
152 (33); 137 (100)
D = Homokapsaisiini CI 320 (4); 201 (31); 184 (100)
Taulukko 11. Kapsaisinoidien spektritulokset.”’
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6. Kasvupaikan vaikutus kasvien kapsaisiinipitoisuuteen

6.1. Kasvupaikkana Afrikka

Elintarvikkeina kéytettdvien chilipippureiden siséltdmé kapsaisiinin miéra ei ole aina sama
tietyn kasvin kohdalla, koska my0s maantieteellinen sijainti ja kasvuolosuhteet vaikuttavat
muodostuvan kapsaisiinin méédrddn. Nwokem ja hédnen tutkimusryhménsd méérittivit
Nigeriassa kasvavien chilipippureiden sisdltimét kapsaisiinipitoisuudet. He kayttivét
médritysmenetelméind kaasukromatografiaa, jonka kvantitatiivisessa osuudessa oli mukana
myds massaspektrometria (Gas Chromatography Mass Spectrometry, GCMS). Naytteitad
varten Nwokem ja hénen tutkimusryhmdnsd hankkivat véhittdistukusta viisi eri

chilipippurikasvilajiketta, joita kasvatettiin eri puolilla Nigeriaa.*®

Néytteiden sisdltimét kapsaisiinimddrdt uutettiin  metanolilla, ja saadut liuokset
ruiskutettiin kaasukromatografilaitteiston pylviaskolonniin. Massaspektrometrisen osion
tarkoituksena oli médrittdd kapsaisiinin suhteellinen kaavamassa elektroni-ionisaation
(Electron Ionisation, EI) eli positiivisesti varautuneen ionin muodostumisen avulla.
Néytteistd saatuja kapsaisiinin kerddntymisarvoja Nwokem ja hinen tutkimusryhménsa
vertasivat standardiliuoksista saatuihin arvoihin. Tulosten perusteella Kaakkois-Nigeriassa
viljelty keltainen chilipippuri Nsukka sisélsi eniten kapsaisiinia ja oli Scovillen asteikolla

mitattuna tulisin.*®

6.2. Kasvupaikkana Aasia

Al Othman ja hédnen tutkimusryhménsd madrittivdt kapsaisiinipitoisuudet chili- ja
paprikakasveista nestekromatografisesti. He uuttivat kapsaisiinin ja dihydrokapsaisiinin
etanolilla kuudesta eri paprikalajikkeesta, jotka oli hankittu riadilaisista ldahikaupoista.
Naytteet injisoitiin  Betasil  Cjg-pylvddseen ja  analysoitiin  kapsaisiinin  ja
dihydrokapsaisiinin maksimiabsorbanssia vastaavalla UV-valon aallonpituudella 222 nm.

Ajoliuoksena Al Othman ja hinen tutkimusryhminsa kiyttivit vesi-asetonitriililiuosta.**

Naytteiden absorbanssiarvoja ja kerddntymisaikoja verrattiin standardiliuosten arvoihin,
minkd jédlkeen kapsaisiinimddrdt madritettiin piikkien pinta-alan perusteella, ja
paprikakasvindytteistd médritettiin niiden tulisuus Scovillen asteikolla. Tulosten perusteella
eniten kapsaisiinia siséltdnyt tulinen chili (Hot Chili) oli myds tulisin, kun taas ei-tulisissa

kelta- ja  punapaprikoissa ei havaittu kapsaisiinia ja  dihydrokapsaisiinia.
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Kapsaisiinipitoisuuksien lisdksi Al Othman ja hdnen tutkimusryhménsd maérittivét kyselyn
avulla riadilaisperheiden chili- ja paprikakasvien kulutusta, jonka tulosten perusteella he
havaitsivat, ettd kaupunkilaisten saama pidivdannos 7,584 mg ylitti suositeltavan

péivisaannin 2,640 mg.*®

Kasvi Kasvista mairitetty Kasvin Paivittiinen Kasvista saatava
kapsaisiinipitoisuus | Scoville- | kasvin kiytto keskiméiriinen
(ng/g) arvo (2) kapsaisiiniannos
(SHU) (mg/henkilo/paivi)
Tulinen chili 4249,0 £190,3 67984,60 1,5 6,374
Punainen 309,3+4,2 4949,08 3 0,928
chili
Vihred chili 138,5+5,2 2216,58 2 0,277
Viherpaprika 1,0+ 0,9 15,83 5 0,005
Punapaprika 0 0 2 0
Keltapaprika 0 0 2 0

Taulukko 12. Riadilaisperheiden keskimééréinen chili- ja paprikakasvien kulutus.™

7. Yhteenveto

Chilin kdyttd on muuttunut aikojen saatossa. Eteld-Amerikassa tuhansien vuosien aikana
kasvatetusta elintarvikkeesta on tullut lddketeollisuudelle tirked raaka-aine, koska
chilikasveista saatava kemiallinen yhdiste nimeltddn kapsaisiini on osoittautunut hyviksi
painonhallintaldikkeeksi. Ladkekdayton ohella kapsaisiinia kdytetddn myos torjunta-aseissa
ja itsepuolustusvilineissd kuten pippurisumutteissa. Eteld-Amerikan intiaanikansat
hyodynsivdt sen polttavia ja ndkokykyd viliaikaisesti heikentdvid ominaisuuksia
savutulissa tuhansien vuosien ajan. Lisdksi kapsaisiinia kdytetdén linnunruoan siilonnéssa,
koska sen on havaittu karkottavan jo pienilld pitoisuuksilla ruokavarantoja tyhjentévia

. 1,2,4
oravia,!» %40
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Ladketeollisuudessa on kuitenkin tutkittu jo 1980-luvun lopulta l&htien erilaisia
kapsaisiinijohdoksia, koska chilikasveista uutettujen kapsaisiinin ja kapsinoidien on
havaittu aiheuttavan liian suurina annoksina mahahaavoja ja suolistosairauksia.
Tutkimusten perusteella sopivia kapsaisiinijohdoksia on 16ydetty jalostetuista ja mutaation
lapikdyneisti chili- ja paprikakasveista, joista ensimmadisid oli CH-19 ”Makea”, joka sisilsi
kapsaisiinin amidiryhmén esteriryhmélld korvanneita kapsinoideja. Vaikka kapsinoidit
ovat tulisuusasteeltaan miedompia kuin kapsaisiini ja kapsaisinoidit, ne ovat yhta
tehokkaita painonhallintalddkkeissd. Myohemmin 16ydetyilld kapsikoninoidella on oletettu

. e g . NPT .. . . 4]
olevan seki kapsaisinoidien etti kapsinoidien kaltaisia ominaisuuksia.*'

Kapsaisiinin eristykseen on kéytetty erilaisia menetelmid, joita tdssd tutkielmassa on
kasitelty yleiskatsauksellisesti kromatografisesta ndkdkulmasta. Joint Committee of the
Pharmaceutical Society for Analytical Chemistry suositti kapsaisiinin eristyksessd 1950-
1960-luvuilla standardimenetelmdd, jossa kéytetddn alumiinioksidista valmistettua
kolonnia. Aluksi komitea kdytti uuttoaineena etanolia, mutta merkittdvien
kapsaisiinimédrien jaddessd kasviin uuttoaine muutettiin metanoliksi. Collins et al. sen
sijaan eristivdt kapsaisiinin nestekromatografisesti 1990-luvun puolivélissd kayttamalla
ajoliuoksena asetonitriilid ja kolonnina C18-kddnteisfaasikolonnia. Wall eristi kapsaisiinin
kaksi isomeriamuotoa 1990-luvun lopussa kéyttdmilld hopeanitraattiliuosta, jonka
vaikutuksia hdn kokeili lisddmélld sitd ohutkerroskromatografiassa kaytettdvidn
silikageelilevyyn ja ajoliuokseen. Suora lisdys ajoliuokseen osoittautui paremmaksi

vaihtoehdoksi.!% 3% 333436

Kapsaisiinin médritysmenetelmét ovat eristysmenetelmien ohella muuttuneet merkittévasti.
1800-luvun lopussa kapsaisiinin méiéritys perustui liekkireaktioihin, joissa yhdistetta
poltettiin ja sen empiirinen kaava laskettiin palamistuotteiden avulla. John Clough
Threshin laatimista kapsaisiinin médrityksen muistiinpanoista on kuitenkin vaikeaa saada
selvad, mitd alkoholeja hin kaytti uuton aikana. Liséksi tiivistelmissd esiintyvastd sanasta
Petroleum on vaikeaa saada selvdd tarkoittiko hdn kyseiselld sanalla petrolieetterid vai
petrolia. On myos kiyty keskustelua Threshin suhtautumisesta typen olemassaoloon
kapsaisiinissa. Joidenkin tiedemiesten mukaan Thresh olisi tiennyt typen esiintymisesti

kapsaisiinissa, mutta olisi kieltdytynyt hyviksymisti sitd yhdisteen empiiriseen kaavaan.”
51
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Threshin suorittamien kokeiden jidlkeen Wilbur Scoville pyrki méérittiméén kapsaisiinin
makuaistiin perustuvan organoleptisen kokeen avulla 1900-luvun alussa. Menetelméssa
alkoholiin uutettua kapsaisiinia tiputetaan kielen péélle ja laimennetaan, kunnes poltetta ei
endd havaita. Analyyttiset menetelmét ovat kuitenkin korvanneet organoleptisen kokeen
1950-luvulta ldhtien, koska makuaisti on biologisista syistd johtuen erilainen jokaisella
ithmiselld. Analyyttiset menetelmdt antavat myos tarkempia kvantitatiivisempia tuloksia
pienilld pitoisuuksilla. Spektrofotometriset, kromatografiset ja kolorimetriset menetelmét
ovat yleisesti kdytettyjd kapsaisiinin ja kapsaisinoidien mééritysmenetelmid, mutta niiden

. v . . . [ . -41.43. 4
kayttiminen samanaikaisesti analyysissd on mahdollista.’® 73741 43-47

Kapsaisiinin ja kapsaisinoidien médrd ei ole vakio kaikissa chili- ja paprikakasveissa,
koska myds kasvupaikalla on vaikutusta muodostuvan kapsaisiinin ja kapsaisinoidien
midrddn. Nwokem et al. madrittivit kaasukromatografisesti kapsaisiinin Afrikassa
kasvavista chili- ja paprikakasveista, joita myytiin paikallisissa vahittdistukuissa. Tulosten
perusteella Kaakkois-Nigeriassa kasvava keltainen chilipippuri Nsukka oli Scovillen
asteikolla mitattuna tulisin. Al Othman et al. sen sijaan madrittivdt kapsaisiinin Aasiassa
kasvavista chili- ja paprikakasveista nestekromatografisesti ja tutkivat kyselylomakkeen
avulla riadilaisperheiden keskimiirdistd chili- ja paprikakasvien kulutusta Tulosten
perusteella tulinen chili (Hot Chili) oli Scovillen asteikolla mitattuna tulisin, ja
riadilaisperheiden péivittdinen kapsaisiiniannos 7,584 mg oli yli suositeltavan pdivésaannin

2,640 mg.*®*®
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