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Abstract:

Pheromones are complex organic compounds that are responsible for communication between
members of the same species. Originally, they were defined as chemical compounds responsible only
for the sexual attraction of insects, but today many other functions are known, such as aggregation,
social hierarchy, warning of danger, marking the way to food, etc. They are characteristic of the entire
living world, and since they have a broad field of activity, they are characterized by a great structural
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1. UuvOD

Feromoni su kemijski spojevi koji omoguéavaju komunikaciju izmedu pripadnika
Zivoga svijeta. IzluCuje ih jedinka u obliku razliitih sekreta pri Eemu izaziva specifi€an odgovor
kod jedinke iste vrste. KarakteristiCni su za cijeli Zivi svijet, a njihovo djelovanje posebno je
istraZzeno na kukcima. U isto vrijeme njihova aktivhost i postojanje kod ljudi jo$ uvijek nije
dovoljno istrazeno.

Najcesée se njihovo djelovanje veZe uz upozoravanje drugih jedinki na opasnost,
obiljeZavanje puta do hrane, spolno privlacenje, agregaciju tj. zdruZivanje (npr. mravinjaci),
drustvenu hijerarhiju (npr. matica i radnici) i prepoznavanje srodnika te kontroliranje ponasanja
kukaca parazita (kod biljaka). Zivotinje ih izluduju pomoéu specijaliziranih Zlijezda ili su prisutni
u sklopu drugih tjelesnih izlu€evina. Nadalje, zivotinje detektiraju feromone pomocu
vomeronazalnog organa (VNO) koji je smjesten u prednjoj nosnoj Supljini i sadrzi bipolarne
receptorske stanice. Poznato je da VNO ili Jakobsonov organ postoji i kod ljudi te da je
smijesten izmedu nosa i usta. VNO se u embrionalnoj fazi potpuno razvija, tijekom rasta
zakrZlja, no aktivira se s vremena na vrijeme kao npr. nakon poroda kod majke i bebe, kod
biranja partnera i pri udahu eteri¢nih ulja.

Buduéi da imaju Siroko podrucje djelovanja, karakterizira ih i velika strukturna
raznolikost — od malih hlapljivih molekula do velikih proteinskih kompleksa. Omijer
komponenata feromonske smjese izravno je vezan uz uc€inak feromona. UnatoC€ velikoj
strukturnoj raznolikosti, da bi komunikacija izmedu vrsta bila uspje$na, nuzno je da signal u
obliku feromona bude odgovarajuce strukture, konformacije i kiralnosti.

Cilj ovoga ZavrSnoga rada bio je istraZziti i opisati feromone, njihovu strukturu, podjelu,
bioloSku dostupnost i djelovanje te opisati nacine izolacije, sinteze i detekcije feromona
pomocu raznih spektroskopskih metoda poput ultraljubiCaste (UV) i infracrvene (IR)
spektroskopije, spektroskopije nuklearne magnetske rezonancije (NMR) i najceS¢e koristene

spregnute tehnike plinska kromatografija-spektrometrija masa (GC-MS).



2. TEORIJSKI DIO

2.1 Feromoni

Feromoni su slozeni organski spojevi koji sluze za komunikaciju izmedu pripadnika
iste vrste [1]. RijeC feromon dolazi od starogrckih rije€i pherein Sto znadi prenijeti i hormo-
nes Sto znaci uzbuditi [2]. U pocetku su bili definirani kao kemijski spojevi koji su odgovorni
samo za spolno privlacenje insekata, medutim, danas je poznato da su vazni za cijelo
Zivotinjsko carstvo [3]. 1zlu€uje ih jedinka izazivajuci pri tome poseban odgovor kod druge
jedinke iste vrste. Zivotinje ih izluuju pomoéu specijaliziranih Zlijezda ili mogu biti prisutni
u sklopu njihovih drugih tjelesnih izlu¢evina [4].

Njihovo djelovanje obuhvaca razliite vrste reakcija koje su vezane uz upozoravanje
na opasnost, obiljezavanje puta do hrane, spolno privlaCenje, agregaciju tj. zdruzivanje
(mravi, termiti), drustvenu hijerarhiju i prepoznavanje srodnika, te kontroliranje ponasanja
kukaca parazita (kod biljaka). S obzirom da su insekti jako rasprostranjeni, veliki broj zivo-
tinja oponasa ovakve tipove njihove kemijske komunikacije da bi privukli plijen ili oprasi-
vace. Primjerice, neke vrste orhideja izgledaju i miriSu isto kao razli¢ite vrste moljaca kako
bi privukle oprasivace [1, 5]. Danas je poznata upotreba feromona u primjeni feromonskih
mamaca za otkrivanje kretanja nametnika i kao takvi mogu prodnijeti smanjenju upotrebe
insekticida [6].

Postojanje feromona kod ljudi jo$ uvijek je nedovoljno istrazeno. Postoje neka istraZi-
vanja koja potvrduju da ljudski hormoni dobiveni iz aksilarnog znoja i suza imaju utjecaj na
lu€enje razli¢itih hormona, ovulaciju, privrzenost prema partnerima, raspolozenje i sinkro-
nizaciju menstrualnog ciklusa kod cimerica, ali postoje i ona koja to opovrgavaju [3].

Primjerice, poznato je da Jakobsonov organ ili vomeronazalni organ (VNO) (slika 1)
koji se nalazi u vomer kosti (izmedu nosa i usta) postoji i kod ljudi, a njime se detektiraju
feromoni koje lu€e ostali sisavci, te se osjete npr. eteri¢na ulja. Jacobsonov organ sadrzi
senzorne neurone u unutradnjosti koji su zaduzeni za otkrivanje razlicitih kemijskih spo-
jeva. Kod odraslih ljudi, vomeronazalni organ javlja se samo djelomi¢no, kao nedovoljno
razvijen organ koji nije u potpunosti u funkciji. Smatra se da se on u embrionalnom periodu
u potpunosti razvije, ali kasnije zakrzlja. Ipak, aktivira se s vremena na vrijeme, pa su
odli¢ni primjeri aktivacije nakon poroda kod majke i bebe, te kod biranja partnera (pretpo-

stavlja se da se partnera/ica 'namiriu’) i naravno pri udahu eteri¢nih ulja.



Slika 1. Jakobsonov organ ili vomeronazalni organ (VNO),

smijestaj kod ljudi (prema 1)

Zivotinje poput vodozemaca, gmazova i nekih sisavaca feromone detektiraju preko VNO
koji je smjesten u prednjoj nosnoj Supljini i sadrzi bipolarne receptorske stanice. Kod fetusa
Covjeka, dokazana je prisutnost VNO i bipolarnih receptorskih stanica, ali kako je prije
navedeno, oni nakon rodenja ne pokazuju aktivnost. Geni koji kodiraju za proteinske receptore
su pseudogeni, stoga translacijom ne nastaje funkcionalni protein koji se mozZe detektirati kao
receptor. Medutim, neki feromoni se kod neljudskih sisavaca detektiraju putem osjetila za njuh.
Buduci da su ljudska osjetila jednako dobro razvijena, sli€éno bi se moglo pretpostaviti i za
ljude, iako je kod ljudi osjetilo za njuh poznato kao najmanje vazno [7]. Glavni olfaktorni epitel
mogao bi biti odgovoran za otkrivanje ljudskih feromona jer ljudski mirisni receptori detektiraju

androgene iz znoja za koje se pretpostavlja da djeluju kao feromoni [3].

2.1.1. Otkrice feromona

Adolf Butenandt i suradnici su identificirali feromone prvi put 1959. godine, a prvi
kemijski identificirani feromon nazvan je bombikol - spolni feromon Zenke dudova svilca
(Bombyx mori) koji pruza informaciju o dostupnosti i lokaciji Zenke (slika 2). Timu je bilo
potrebno dvadeset godina da prikupe dovoljnu koli€inu uzoraka abdominalnih Zlijezdi 500 000
Zenki dudova svilca i provedu istrazivanje. Nakon provedene frakcijske destilacije, dio svake
frakcije razrijeden je i testiran na sposobnost da privu€e muzjake $to se detektiralo leprSanjem
krila kod muzjaka. Ustanovljeno je da je koncentracija od 200 molekula/cm?® dovoljna da
privuCe muZjake. Danas bi uzorak izuzet iz jedne Zenke bio dovoljan za analizu spregnutom
tehnikom plinska kromatografija-spektrometrija masa (GC-MS). Ovaj biolo$ki test koji se
sastoji od frakcijske destilacije i pracenja bihevioralnog odgovora ostao je uobicajeni nacin

identifikacije mnogih feromona. Primjerice, na isti nacin ustanovljen je da 2-metilbut-2-enal
3



predstavlja feromon iz zeCje dojke, a kao bihevioralnim odgovorom smatralo se sisanje
mladunceta. Naravno, ovim testom ne utvrduje se postojanje svih feromona, pa identifikacija

ostalih feromona zahtjeva drukgije vrste bioloskih testova koji imaju fizioloSke ucinke [5, 8].

Y OH

bombikol

Slika 2. Prikaz strukture bombikola (prema 1)

2.1.2. Struktura feromona

Feromone karakterizira velika strukturna raznolikost koja ukljuCuje male hlapljive
molekule, derivate steroida, masne kiseline, peptide i velike komplekse protein-ligand [3].
Kao glavne molekule navode se ugljikohidrati (linearni ili razgranati), esteri masnih
kiselina, alkoholi, kiseline, epoksidi, ketoni, terpeni, trigliceridi. UnatoC velikoj strukturnoj
raznolikosti, da bi komunikacija izmedu vrsta bila uspjeSna, nuzno je da signal u obliku

feromona bude odgovarajuce strukture, konformacije i kiralnosti [1].

Biosinteza feromona insekata zapoc€inje iz slinih prekursora, uglavnom iz masnih
kiselina i izoprena, a najéeS¢e modifikacije obuhvacaju dodavanje funkcijskih skupina
alkohola, aldehida, acetata, epoksida ili ketona, pripajanje razgranatih aminokiselina ili
masnih kiselina ili promjene u stereokemiji molekula. Primjerice, agregacijski je tip
feromona kod insekata evoluirao, ali ve¢inom se sastoji od sli€nih komponenti. Kod
resokrilaca sadrZzava estere, kod stjenica smjesu hlapljivih spojeva koji sadrzavaju sumpor,
aldehide i ketone, kod pcela i osa hlapljive terpenoide, kod moljaca hlapljive ketone,
aldehide, monoterpene i alkohole. Kornjasi koriste razliCitu smjesu spojeva kao
agregacijski feromon ovisno o taksonomskoj skupini, tako da crvene bradnare sadrzavaju
hlapljive aldehide, potkornjaci veéinom terpenoide, a strizibube smjesu ketona, alkohola,

terpenoida i aromatskih komponenti [9].

Kod termita Reticulitermes speratus prisutan je viSekomponentni agregacijski feromon
koji se sastoji od dva duga alifatska ugljikovodi¢na lanca (C25 i C27), dviju masnih kiselina
(palmitinska i trans-vakcenska kiselina), aromatskih komponenti (2 fenilna prstena C11) i
kolesterola. Svaka od ovih komponenti samostalno ima ucinak okupljanja jedinki u kratkom

vremenu, ali sinergistickim djelovanjem pojaCava se njihova aktivnost privlacenja. Uz ova

4



Cetiri glavna sastojka, takoder su prisutni nestabilni aldehidi, esteri, ketoni i terpenoidi koji
pojaCavaju agregacijski u€inak. Ustanovljeno je da se u odsustvu feromona, termiti
slobodno krec¢u i zaustavljaju, dok u slu¢aju kad su neke od navedenih feromonskih
komponenti prisutne, termiti se okupljaju i zadrzavaju oko njih. Vazno je spomenuti da kraci
ugljikovodicni lanci ili cis izomer vakcenske kiseline ne bi imali isti u€inak, stoga je vazno

osigurati specificnost ovih molekula [9].

Buduc¢i da se biosinteza spojeva koji se koriste kao feromoni insekata (alkoholi,
aldehidi, esteri, ugljikovodici, karboksilne kiseline i terpeni) provodi preko metaboli¢kih
putova lipida, osnovne strukture agregacijskog feromona sintetiziraju se iz lipidnih
derivata, a dodavanjem odbijaju¢ih spojeva (jedinstvene strukture npr. aromatska

struktura) na osnovnu strukturu osigurava se razlikovanje od feromona drugih vrsta [9].

Feromoni su uglavnom smjesa molekula specificnog omjera, ali neke vrste primaju
signal u obliku samo jednog izomera, dok druge vrste pak na temelju omjera komponenti
u smjesi feromona raspoznaju ne samo svoju vrstu, nego i druge populacije unutar vrste
kao &to su kaste, kolonije, rodbinske grupe i sl. To je vazno jer se promjenom omjera
komponenti, signal koji pojedinac prima moze promijeniti. Kako je vidljivo iz primjera na
slici 3., veéina feromona specifitna je mjedavina molekula pa tako razliite vrste

kukuruznog moljca Ostrinia dijele razliite kombinacije i koncentracije Sest molekula.
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Slika 3. Visekomponentni sastav feromona (prema 8)

Prisutnost i polozaj dvostruke veze, kiralnost, duljina lanca i derivatizacija s drugim
molekulama znatno utjeCu na kemijsku raznolikost feromona, ali i na njihovu funkcionalnu
specificnost [1]. Polozaj dvostruke veze medu srodnim vrstama mozZe se znacajno

razlikovati, a biti presudan za funkcionalnost. Tako Zenski afrodizijak vinske musice D.
5



melanogaster heptakozadien sadrZi konstitucijske izomere: kozmopolitske populacije
proizvode (Z,Z2)-7,11-heptakozadien (slika 4., gore), dok afriCke i karipske populacije
proizvode (Z,Z2)-5,9-heptakozadien (slika 4., dolje) [10]. Mala razlika u strukturi, kao §to

pokazuje ovaj primjer, moze znacajno utjecati na diskriminaciju partnera.

Slika 4. Prikaz strukture (Z, 2)-7,11-heptakozadiena (gore) i
(Z, Z)-5,9-heptakozadiena (dolje)

Apsolutna konfiguracija takoder je vazna za aktivnost feromona. Konfiguracijski
izomeri (R) i (S) Cesto nemaju jednaku aktivnost [1]. Primjerice, feromon muhe masline
(Bactrocera oleae) olean aktivan je kao (R)-izomer za muzjake, a kao (S)-izomer za zenke
[11]. Takoder, kod mrava rezaca liS¢a (S)-4-metil-heptan-3-on, feromon koji se izlu€uje kao
alarm u opasnosti, djelotvorniji je 400 puta od (R)-izomera [12]. Zanimljivo je da prirodna

konfiguracija feromona nema uvijek najdjelotvorniji u€inak [1].

Razli¢ite duljine ugljikovodi¢nih lanaca nemaju jednako djelovanje, pa ve¢ spomenuti
C25 i C27 lanci iz Reticulitermes speratus imaju agregacijski u€inak, dok je ustanovljeno

da bi kraéi lanci manje pridonosili istom [9].

Aktivhost feromona takoder je odredena udjelom drugih molekula u smjesi i njihovim
medusobnim interakcijama. Na primjer, egzobrevikomin, agregacijski hormon kornjasa
zapadnog bora Dendroctonus brevicomis pokazuje najvecu aktivnost u kombinaciji dvaju
bicikliCkih acetala: (1R, 5S, 7R) egzobrevikomina i (1S, 5R)-frontalina [13].

2.1.3. Podjela feromona
Buduci da su feromonske molekule strukturno vrlo raznolike, podjela feromona vrsi se

prema njihovom djelovanju. Postoje Cetiri glavne grupe feromona:



otpustajuci,

>

» signalni,
» modulirajuéi i
>

primarni.
Osim njih, navedene se jo$ neke obzirom na to tko ih otpusta i koja je njihova funkcija.

Otpustajuéi feromoni izazivaju vrlo brze specificne odgovore i imaju najveéi utjecaj na
ponasanje zivotinja. Primjer otpustajucega feromona bio bi androstenon (5a-androst-16-en-

3a-on) koji otpustaju veprovi, a kod Zenki izaziva spremnost na parenje.

Signalni feromoni su vecéinom odgovorni za prijenos informacija vezan uz drustveni
poredak i dostupnost hrane, pruzaju informacije o pojedincu u populaciji — njegovom polozZaju

i nedavnoj ishrani. Takoder su vazni za odabir partnera.

Modulirajuéi feromoni imaju utjecaj na neuropsiholo$ka stanja tj. raspolozenje i osjecaje,
no kod Zivotinja su teSko mijerljivi, stoga su istraZivanja moduliraju¢ih feromona uglavnhom

vezana za ljude.

Primarni feromoni djeluju na neuroendokrini sustav koji je, izmedu ostalog, povezan s
razvojem i reproduktivnosti ukljuéujuéi menstrualni ciklus [7]. Promjene koje oni uzrokuju su
dugotrajne [3].

Primjerice, spolni feromoni u urinu dominantnih muzjaka mozambicke tilapije
(Oreochromis mossambicus) odvracaju podredene muzjake, privlae Zenke i pokrecu
ovulaciju kod Zenki (slika 5). Primjeri su to uCinaka otpustajucih i primarnih feromona. U
mokraci dominantnih muzjaka u velikoj koli€ini proizvode se dva steroidna glukuronata (5p-
pregnan-3a,17a,20B-triol-3-glukuronat i njegov 20a-epimer) koji djeluju na specifiCne
olfaktorne receptore kod Zena i induciraju proizvodnju i otpustanje glavnog hormona 17,204

dihidroksipregn-4-en-3on (17,20B-P) koji potiCe sazrijevanje jajnih stanica kod Zenki [8].
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Slika 5. Visestruko djelovanje feromona kod muzjaka mozambicke tilapije (prema 8)

Takoder, skupina feromona koja putem mirisa ima utjecaj na endokrini sustav nazivaju
se pocetni feromoni. Od otpustajucih feromona razlikuju se jer otpustajuci induciraju brze
promjene u ponasanju kao §to su parenje, agresija i strah. Kod mideva se nalaze u mokraci
i imaju utjecaj na poCetak i na odgodu estrogenskog ciklusa kod Zenki. Estrogenski ciklus
predstavlja povecani spolni nagon tj. Zelju za parenjem kod Zenki sisavaca koji se javlja
jednom ili viSe puta godiSnje. Dokazano je da su pocetni feromoni kod miSeva regulirani
testosteronom jer je njihova prisutnost utvrdena u mokraéi muzjaka, dok kod Zenki i

kastriranih muZjaka nije [3].

Poznato je da eusocijalne populacije insekata karakterizira kooperativha podijela rada
izmedu matice i radnika. Feromoni koje izluCuje matica odreduju drustvenu hijerarhiju
oglasavanjem plodnosti matice i suzbijanjem plodnosti radnika (slika 6). Stoga, moze se
reci da mati€ini feromoni imaju znacajni utjecaj od feromona radnika. Analizom 64 razli€itih
vrsta bumbara, mrava i osa utvrdeno je da feromoni matica sadrze zasi¢ene linearne i
razgranate ugljikovodike. Zanimljivo je da ista kombinacija linearnih alkana (n-C27, n-C29,
i 3-MeC29) ima sposobnost inhibirati razvoj jajnika kod osa, bumbara i mrava, triju
neovisno evoluiranih kukaca. Na temelju toga, pretpostavlja se da maticin feromon potjece

iz uobicajenih signala za plodnost koji je koristio kukac, predak svih eusocijalnih kukaca

[5].
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Slika 6. Primjeri feromona kod kukaca i njihova struktura (prema 1)

2.2. Bioloska dostupnost i uloga feromona

2.2.1. Insekti
Kod insekata, veliku ulogu u prijenosu signala imaju ugljikovodici smjesteni u kutikuli.
Odgovorni su prepoznavanje srodnika i agresiju kod mrava, osa, pcela i termita. Signal je
kvalitativno jednak izmedu srodnika, ali kvantitativno razliit. Vec¢inom se izlu€uju u obliku

smijese specifi€noga omjera, a rjede u obliku pojedinacne molekule.

U kontaktu sa stranim feromonom, kod insekata je zapazeno agresivno ponasanje u
obliku poja¢anog kretanja ticala i donje Celjusti [1]. Utvrdeno je da se kod mrava stolara
(Camponotus japonicus) u ticalima nalaze osjetiine stanice koje su odgovorne za
prepoznavanje nesrodnika. U osjetilnim neuronima ticala, zabiljeZena je poveéana elektricna
aktivnost nakon izlaganja staklenom Stapi¢u koji je bio obloZen kutikularnim ugljikovodicima iz
pripadnika drugog mravinjaka. Poveéane elektricne aktivnosti nije bilo u dodiru s pripadnicima
istog mravinjaka [14]. Dokaz kljuéne uloge kutikularnih ugljikovodika u prepoznavanju
srodnika dobiven je u istrazivanjima ose Polistes biglumis koja nakon ispiranja pentanom nije

prepoznala svoje srodnike, a nakon ponovnog dodatka kutikularnog ekstrakta, jest [1].

Nadalje, na povrSini kutikule mnogih dvokrilaca (kuéne musice, vinske musSice,
komarci) nalaze se dugolan€ani dienski i monoenski ugljikovodici koji sluze kao spolni
feromoni i afrodizijaci, utjeCu na izbor partnera i poti€u udvaranje [15,16]. Iz ku¢ne musSice
Musca domestica izoliran je prvi kutikularni ugljikovodik (Z)-9-trikozen koji se nalazi u izmetu
i kutikuli Zenke privlace¢i muZjake (slika 7) [17]. Takoder, kutikularni ugljikovodici mogu

djelovati i kao anti-afrodizijaci i imati ulogu u sprje€avanju privlatenja medu vrstama [1].
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Slika 7. Feromoni odgovorni za privlacnost i parenje kod navedenih kukaca (prema 1)

Sliéno kao i spolni feromoni, agregacijski feromoni imaju ulogu privia¢enja pripadnika
iste vrste, samo $to agregacijski djeluju i na muzjake i na Zenke. Poznato je da agregacijske
feromone koriste kornjasi, grinje, termiti [9], muhe, p&ele, skakavci, a izlu€uju se naj¢eSce kao
mjeSavina mirisa u paru s drugim privlaCnim podrazajem, npr. hranom. Okupljanje oko izvora
hrane olakS8ava pronalaZenje partnera, promie zajedni¢ko hranjenje i pruza zastitu od
okolisnih uvjeta i predatora [1]. Zajedni¢ko hranjenje posebno je vazno npr. za potkornjake
kod kojih je potrebno viSe pojedinaca za prevladavanje obrambenih mehanizama drvecéa kao

8to su toksini i sokovi [18].

Alarmni feromoni obi¢no su manje specijalizirani od drugih vrsta feromona i uglavhom
sluze kao op¢i komunikacijski signali koje mogu primati i druge vrste [1]. Jedan od najbolje
istrazenih alarmnih feromona je (E)-pB-farnezen (slika 8), seskviterpen koji oslobadaju mnoge
vrste lisnih usiju koje nakon predacije signaliziraju srodnicima da se prestanu hraniti i rasprse

[19]. Takoder, (E)-B-farnezen sredstvo je za sprjeCavanije lisnih uSiju da se hrane biljkama [20].

Alarm

lisne usi (E)-B-farnezen 7

n
N N

koristi se u poljoprivredi

Slika 8. Alarmni feromon lisnih uSiju (E)-B-farnezen (prema 1)
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2.2.2. Sisavci
Prirodni izvori feromona kod sisavaca kao $to su mokraca, znoj, slina i suze sadrze
smjese prirodnih spojeva koje se razlikuju ovisno o vrsti, spolu, dobi, genotipu i endokrinom
stajnu, a utjeCu na agresiju, prepoznavanje pojedinaca (srodnika i pripadnika drugih vrsta),
seksualnu privlanost, reproduktivnost, dojenje, ponadanje majke i novorodenéeta. Sli¢no kao
i kod insekata, izlu€uju se u slu€aju opasnosti, pruzaju informacije o drudtvenoj hijerarhiji i

dostupnosti hrane [3].

Mnogo hlapljivih tvari u mokraci regulira reproduktivnost, priviacnost i agresivno
ponas$anije. Identificirani spojevi u mokraci strukturno su razliciti i razlikuju se kod muzjaka i
zenki, ali izazivaju odgovore podjednako visokog afiniteta u glavnom olfaktornom epitelu te
kod apikalnih vomeronazalnih osjetilnih neurona. To€an mehanizam detekcije je i dalje
nepoznat [3]. Feromoni prisutni u mokrac¢i muzjaka miseva poti¢u sinkronizaciju estralnog
ciklusa kod Zenki €ime osiguravaju da Zenke budu plodne u vrijeme susreta sa muzjakom
(Whittenov efekt), potiCu ubrzani razvoj zenki tj. razvoj maternice i sam pocetak estralnog
ciklusa (Vandenberghov efekt) [21] i utje€u na odgodu estralnog ciklusa ukoliko 8-10 zZenki zivi

u skupini [3].

Nadalje, androgeni steroid, ve¢ spomenuti androstenon 5a-androst-16-en-3-on djeluje
kao seksualni feromon kod svinja (Sus scrofa). Proizvodi se u slini muzjaka svinja i Zvakanjem
prelazi u aerosol. Kod Zenki u estralnom ciklusu izaziva privlacnost Sto rezultira zauzimanjem
specificnog poloZaja za parenje. Detekcija steroida ide putem glavnog olfaktornog epitela, a
ne preko VNO. Kod ljudi se srodan feromon nalazi u znoju, a detekcija ide preko mirisnih

receptora [3].

Glavni sastojci misjih suza i sline su egzokrini peptidi koje izlu€uju Zlijezde ESP (engl.
Exocrine Gland—Secreting Peptides), koji su slabo istrazeni. ESP je skupina sli¢nih proteina
veli€ine 7-10 kDa koji se proizvode u egzokrinim Zlijezdama miSa i suznoj Zlijezdi koja

proizvodi suznu tekucinu. Razli€iti su za muzjake i Zenke i imaju utjecaj na privliaénost.

Novorodeni sisavci odmah nakon rodenja pokazuju instinktivnu reakciju sisanja [3].
Primjerice, feromon koji potjeCe iz ze€jeg mlijeka iz dojke, 2-metilbut-2-enal izaziva urodenu

reakciju sisanja kod novorodencadi koja prethodno nije dojena [22].

Agresivno je ponasanje kod sisavaca temelj obrane teritorija, potomaka i partnera od
neprijatelja. Dokaz da na agresivno ponasanje izravno utjeCu feromoni jest da u dodiru sa
strancem, domaci muzjaci napadaju strane muzjake, ali ne zenke i kastrirane muZzjake.
Nadalje, ukoliko se kastriranog muZzjaka dovede u kontakt sa muskim urinom ili njegovim
prociS¢enim sastojcima, vra¢a mu se agresivnost [3].
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2.2.3. Ljudi

Feromoni kod ljudi (slika 9) prisutni su u tjelesnim izluCevinama kao $to su mokraéa,
sperma, vaginalni sekret, majcino mlijeko, potencijalno slina i znoj koji je najviSe istrazen. Znoj
izlu€uju Zlijezde znojnice i lojnice kao tekucinu bez mirisa, ali u kontaktu sa odjec¢om i
mikroflorom koZe poprima miris. Glavnhe komponente znoja su jednostavne organske kiseline
(npr. E-3-metil heks-2-enska kiselina i 3-metil-3-hidroksiheksanska kiselina), a pretpostavljeni
feromoni znoja su komponente steroidne strukture, osobito mirisni 16-androsteni:
androstadienon (4,16-androstadien-3a-on), androstenon (gore spomenut) i androstenol (5a-
androst-16-en 3-ol). Androstadienon ima najjaci u€inak na oba spola, ali je u€inak izrazeniji
na zenama. Koncentracije 16-androstena vecée su kod muskaraca, nego kod Zena pa su tako
zene osjetljivije na njih od muskaraca pozitivno utje€uéi na njihovo raspolozenje. Feromon koiji
lu¢e samo Zene naziva se estratetraenol (estra-1,3,5(10),16-tetraen-3-ol) i prvi put je izoliran

iz urina trudnica. Pretpostavlja se prisutan i u znoju [7].

androstenon an'drostehol
(5a-androst-16-en-3-on)  (Sa-androst-16-en-3a-ol)

0§,
A

androstadienon estratetraenol
(androsta-4,16-dien-3-on) (estra-1,3,5(10),16-tetraen-3-ol)

Slika 9. Glavni feromoni kod ljudi (prema 7)

2.3. Izolacija i sinteza feromona

2.3.1. Alarmni feromon (trans-B-farnezen) iz lisne usi
Lisne uSi u sluaju napada predatora iz svojih roznica izlu€uju kapljice koje svojim
mirisom uzrokuju bijeg lisnih uS$iju koje se nalaze u blizini, najéeS¢e na mjestu hranjenja.

Upravo se te kapljice smatraju alarmnim feromonom.
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Tkiva lisnih uSiju homogenizirana su u smjesi dietil-etera i metanola u omjeru 3:1 i
zatim filtrirana. Filtrat je osuSen pomoc¢u natrijeva sulfata. Nakon uparavanja otapala u
vakuumu, ostatak je otopljen u heksanu i provedena je kromatografija na Florisil koloni. Samo
je ugljikovodi¢na frakcija tj. heksanski eluat pokazao bioloSku aktivnost. Ugljikovodici su dalje
odvojeni kolonskom kromatografijom na Florisil koloni impregniranom srebrovim nitatom.
Eluacija se provodila rastué¢im koncentracijama dietil-etera u heksanu. BioloSka aktivnost bila
je prisutna u frakciji sa 6 %-tnim dietil-eterom u heksanu.

Rezultati provedenih kromatografija, ukazali su na prisutnost spoja koji sadrzi tri do
Cetiri dvostruke veze. Na aktivnoj frakciji provedena je plinsko-tekucinska kromatografija na
Carbowax 20-M i utvrdena je prisutnost dva istaknuta pika. BioloSka aktivnost u frakcijama
nakon plinske kromatografije obnovljena je hladenjem u kapilarama. Jedan od ova dva pika
sadrZzavao je alarmni feromon koji je detektiran spregnutom tehnikom plinska kromatografija-
spektrometrija masa (GC-MS).

Identificirani feromon sadrZzavao je molekularni ion 204 koji prema cjelokupnom
ugljikovodicnom sastavu odgovara molekulskoj formuli C1sH24 s Cetiri nezasi¢enem dvostruke
veze. PredloZena struktura bila je ugljikovodiCna struktura farnezena koja je bila poznata je

jer trans,trans-o-farnezen idetificiran iz mrava (slika 10).

' | |
\ \ /

Slika 10. Prikaz strukture trans-o-farnezena (prema 19)

Da se istrazi moguca sli€nost struktura kod lisnih usi, sintetiziran je trans-p-farnezen
[19]. Sinteza se provodila zagrijavanjem 10 g nerolidola u 100 mL dimetil-sulfoksida u staklom
obloZzenoj posudi na 150 °C kroz 20 h. Pripravijeno je 74 % ugljikovodika iz ¢ega je
preparativnom plinskom kromatografijom izoliran trans-p-farnezen. Struktura je potvrdena
rezultatima IR, UV i NMR analiza.

Navedenim tehnikama i metodama, trans-p-farnezen identicifiran je kao alarmni
feromon u lisnoj u8i ruze, gradka, zelene stjenice i pamuka. Buduc¢i da izloZzenost ovome
feromonu uzrokuje rasprSivanje lisnih u8iju sa mjesta hranjenja, trans-p-farnezen ima veliki

potencijal u istraZivanju metoda u borbi protiv insekata [19].
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2.3.2. Agregacijski feromon iz termita Reticulitermes speratus

Ve¢ spomenuti agregacijski feromon iz termita Reticulitermes speratus

viSekomponentna je smjesa koja se sastoji od ugljikohidratnih lanaca, masnih kiselina,

aromatskih komponenti i kolesterola. Njegova ekstrakcija provedena je iz tijela 2000 jedinki

po koloniji u staklenu bogicu od 100 mL koja je sadrzavala 10 mL n-heksana. Cetiri uzorka

uzeta su za Cetiri kolonije (A, B, K i L). Sirovi heksanski ekstrakti (otprilike 200 jedinki/mL)

prebaceni su u nove epruvete i Cuvani u zamrzivacu na -30 °C. Sljedeéi koraci ekstrakcije

provedeni su prema Shemi 1.

Sirovi ekstrakt

Vodeni sloj HC, voda Heksanski
1 sloj 1
Heksan/NaOH, voda NaOH, voda
(pH > 10) -
Neutralni Vodeni sloj 2
Osnovna sloj 1
Vodeni sloj frakcija
Eluacija silika-gela s Heksan/HCI, voda (pH < 2)
DEE/heksanom
| | Kiselinska
Vodeni sloj frakcija

Heksanska| | 10% DEE | | 30% DEE | | 50% DEE DEE
frakcija frakcija frakcija frakcija frakcija

Shema 1. Shematski prikaz ekstrakcije agregacijskog feromona iz

termita Reticulitermes speratus (prema 9)

Prvo je sirovi ekstrakt ekstrahiran s 1M klorovodikom i potom frakcioniran u heksanski

sloj 1 i vodeni sloj 1. Vodeni sloj 1 je alkaliziran dodatkom 1M natrijeva hidroksida na pH 10

pa potom ekstrahiran heksanom. Koncentriranje ekstrakta provedeno je koriStenjem

rotacijskog uparivata da se dobije osnovna frakcija.

Heksanski sloj 1 je dodan u volumen heksana i ekstrahiran sa 1M natrijevim

hidroksidom i frakcioniran u neutrani sloj 1 i vodeni sloj 2. VVodeni sloj 2 je zakiseljen dodatkom

1M klorovodika na pH 1 i ekstrahiran heksanom. Dobiveni ekstrakt se zatim koncentrira bez

isuSivanja na rotacijskom uparivacu da se dobije kiselinska frakcija.

Neutralni sloj 1 ide na kromatografski stupac silikagela. Kolona se uzastopno eluira

heksanom, trima koncentracijama dietil-etera u heksanu (10 %, 30% i 50%) i dietil-eterom.

Dobiveni alikvoti svake frakcije koncentrirani su u manje volumene i izloZzeni parama dusika.
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Potom su podvrgnuti GC-MS-u i stavljeni u zamrziva¢ na -30 °C na Cuvanje za kasnije analize

9.

2.4. Detekcija i karakterizacija feromona

Metode koje se koriste za detekciju feromonskih molekula su ultraljubiCasta (UV) i
infracrvena spektroskopija (IR), nuklearna magnetska rezonancija (NMR) i naj¢eS¢e koridtena
spregnuta tehnika plinska kromatografija-spektrometrija masa (GC-MS). Navedene metode
omogucavaju strukturno definiranje feromona.

Masa molekulskog iona pruza preliminarno odredivanje elementog sastava i
odredivanije svojstava kao $to je stupanj zasi¢enosti. Disocijacijom molekulskog iona dobivaju
se detaljnije informacije o strukturi molekule feromona. Uglavnom se za fragmentaciju koriste
tandem MS i ionizacija elektronima (El, eng. Electron ionisation). U nastavku teksta slijedi opis
pojedina¢nih metoda za detekciju i karakterizaciju feromona uz recentna istrazivanja vezana

za polarnost i molekule s ve¢om molekulskom masom.

2.4.1. Plinska kromatografija

Plinska kromatografija naj¢eS¢ée je koriStena metoda za detekciju, kvantifikaciju i
strukturnu karakterizaciju hlapljivih feromona. Ekstrakti kutikularnih lipida ubrizgavaju se u
kromatografsku kolonu i dolazi do odvajanja spojeva na temelju njihove hlapljivosti i afiniteta
za stacionarnu fazu. Spojevi sadrzani u eluatu dalje se analiziraju plameno ionizacijskim
detektorom (FID) ili spregom sa spektrometrijom masa (MS). Uzorak se, nakon izlaska iz
kolone, mijeSa sa smjesom zraka i vodika i zapali pri ¢emu dolazi do pirolize (kemijske
razgradnje) uzorka. Pri tom iz organskih spojeva nastaju ioni koji se skupljaju na katodi pri
¢emu se stvara elektriCni signal koji je proporcionalan koncentraciji C-atoma u plamenu.
Identitet spoja odreduje na temelju retencijskih vremena koja su prethodno odredena pomocu
standarda.

Eluat dobiven plinskom kromatografijom moze se detektirati MS-om nakon provedene
ionizacije elektronima (El). El proizvodi tipicne molekulske ione i na razliCite nacine
fragmentira molekule koje se mogu pretraziti u bazama podataka (The Wiley Registry of Mass
Spectral Data i The National Institute of Standards and Technology). GC-MS analiza posebno
je korisna za razlikovanje razgranatih alkana na temelju karakteristicnog indeksa vremena
zadrzavanja. Medutim, odredivanje polozaja i stereokemije funkcijskih skupina i dvostrukih
veza uglavnom zahtjeva kemijsku pretvorbu prije GC-MS analize.

lako je GC analiza naj¢eSce koristena, ima i nekih nedostatka. Primjerice, provodenije

GC-a u standardnim uvjetima koji se koriste za detekciju i karakterizaciju ugljikovodika
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ograniCava analizu na nepolarne lipide niske molekulske mase. Koridtenjem
visokotemperaturnih kolona i prilagodavanjem temperaturnih i ionizacijskih parametara,
analiza se moze prosiriti i na spojeve ve¢e molekulske mase kao Sto su trigliceridi [23].
Nadalje, uporabom El oslobada se velika koli€ina unutarnje energije koja se prenosi na analit
i moze uzrokovati brzu fragmentaciju molekulskog iona §to otezava odredivanje molekulske
mase. Utemeljen je GC-MS na hladnoj El koji omoguéava detekciju molekularnih iona s nizom
temperaturom eluiranja [24]. Takoder, priprema uzorka moze bit dugotrajna i slozena jer

zahtijeva prikupljanje iz viSe pojedinaca.

2.4.2. Spektrometrija masa (DART, MALDI, LDI i ESI)

Izravna analiza u stvarnom vremenu (DART, eng. Direct analysis in real time) metoda
je koja se koristi za stvaranje molekulskih iona. Provodi se u uvjetima atmosferskog tlaka gdje
visoki elektri¢ni potencijal stvara struju plinovitog helija i generira ione (filtriraju se za DART
analizu) i atome helija u pobudenom stanju. Pobudeni atomi helija izravno reagiraju s vodom
u atmosferi ¢ime nastaju nabijeni klasteri vode koji lako prenose proton na mnoge vrste
molekula analita generirajuci protonirane molekule ([M+H]+) (slika 11). Neke od prednosti
DART-MS su laka priprema uzorka i njihovo izravno stavljanje u izvor (npr. kod istraZivanja
insekata, jedinka se pincetom stavlja u izvor), otkrivanje polarnijih molekula i molekula vece

molekulske mase (npr. trigliceridi, dugolan¢ani masni alkoholi i steroli).
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Slika 11. Prikaz DART-MS metode (prema 1)

Matricom potpomognuta ionizacija laserskom desorpcijom (MALDI, eng. Matrix-

assisted laser desorption/ionization) koristi se za ionizaciju termolabilnih nehlapljivih molekula
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velike molekulske mase. Stoga je pogodna za analizu lipida. Uzorak kokristalizira sa
matriksom i nanese se na plocCicu u analizatoru. Na njega se usmijeri laserska zraka (dusikov,
UV i IR laser) pri ¢emu glavninu energije apsorbira matriks koji se zbog toga brzo zagrijava.
Uzorak pri tome desorbira sa plocice i ionizira se. MALDI u kombinaciji s litijskom matricom
koriSten je za analizu kutikularnih ekstrakata termita, mrava, Zohara i musica [25]. Otkriveni
su neoCekivano teski nepolarni ugljikovodici dugih lanaca. Takoder, postoji i varijacija metode,
ionizacija laserskom desorpcijom (LDI) (slika 12) koja isklju€uje upotrebu matrice, a kukci ili
dijelovi kukaca izravno stavljaju se u instrument i ozraduju laserskom zrakom u uvjetima

srednjeg tlaka [1].
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Slika 12. Prikaz LDI-MS metode (prema 1)

lonizacija elektrosprejem (ESI, eng. Electrospray ionization) koristi se za velike
bioloSke molekule koje tesko prelaze u plinovito stanje i ioniziraju (slika 13). Omoguéuje
ionizaciju Sirokog spektra biomolekula uklju€ujuéi polarne i nepolarne lipide, peptide, proteine
i ugljikohidrate. Uzorak se otopi u polarnom hlapljivom otapalu i pod visokim tlakom prolazi
kroz kapilaru na &iji je vrh priklju¢eno jako elektri¢no polje (3-4 kV). Na izlazu iz kapilare uzorak
se rasprSuje u aerosol jako nabijenih kapi koje se zatim provode kroz struju vrucega plina pri
¢emu otapalo isparava pa se kapi rasprSuju u jo$ sitnije kapljice sve dok se ne dobiju
pojedinacne ionizirane molekule. Ova metoda se u literaturi rijetko nalazi kao metoda za

analizu feromona [1].
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Slika 13. Prikaz ESI-MS metode (prema 1)

2.4.3. Online metode za detaljniju analizu strukture

Navedene metode ionizacije (DART, LDI i ESI) mogu se sprezati s razli¢itim online
metodama u svrhu dobivanja detaljnije i preciznije strukture. Tandem masena spektroskopija
(MS/MS) uobiCajena je karakteristika vecine komercijalnih MS uredaja. loni se iz smjese
odvajaju u plinovitoj fazi na temelju omjera mase i naboja (m/z) pomocu uredaja za selekciju
iona (npr. kvadrupolni analizator mase). Odabrani ioni podvrgavaju se fragmentaciji u sudaru
s inertnim plinom (npr. agronom). Ovaj postupak moguce je primijeniti na Siroki spektar
neutralnih i polarnih lipida i dobiti informacije o identitetu molekula i polozaju funkcijskih
skupina [26].

Razvijena je online metoda nazvana ozonom inducirana disocijacija (OzID) koja
olakSava odredivanje polozaja dvostruke veze. loni odabrani na temelju mase izlaZzu se
ozonskim parama €ime ozon brzo pretvara dvostruke veze izmedu ugljika u ozonide [1].
Cijepanje na mjestu dvostruke veze daje fragmente iona toéno odredene mase prema kojoj je
poznat polozaj dvostruke veze [27, 28]. Primjerice, OzID je koriSten za identifikaciju izobara i
odredivanje masnih acilnih komponenti koje su pronadene u trigliceridnim feromonima

Drosophiliae [29].

2.4.4. Plinska kromatografija povezana sa detekcijom elektroantenograma (GC-EAD)
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GC-EAD omogucava istovremenu kemijsku identifikaciju i procjenu funkcionalne
aktivnosti. Nakon provedene plinske kromatografije sa sirovim ekstraktom, eluat se dijeli na
dva razli¢ta detektora: jedan dio eluata ide na detektor plamene ionizacije, a drugi dio se
ispuhuje preko bioloskog senzora u obliku kukca (slika 14). Elektrode umetnute u antene,
mjere elektricnu aktivnost osjetilnih neurona. Ova je metoda iznimno korisna za identifikaciju
feromona koje emitiraju razli¢ite vrste kukaca i ¢lankonozaca i hlapljivih mirisa biljaka koji su
priviaéni kukcima [1]. Primjerice, alkil aldehid nonanal identificiran je kao atraktivan miris
pomocu kojega komarci pronalaze ljude i ptice [30]. Prednost ove metode je osjetljivost na
vrlo niske koncentracije liganda $to pruza identifikaciju koli€inski vrlo malih feromonskih

mjeSavina. Takoder, omogucava procjenu vaznosti pojedinih komponenti unutar smjese [1].
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Slika 14. Prikaz GC-EAD metode (prema 1)

2.4.5. Nuklearna magnetska rezonancija (NMR)

Nuklearna magnetska rezonancija spektroskopska je metoda koja zasada pruza
najjasniju strukturnu analizu molekula. Njezin je nedostatak Sto koli¢ina uzorka za analizu
mora biti u stotinama mikrograma do miligrama $to moze predstavljati problem kod bioloSkih
molekula niske dostupnosti koje se izoliraju iz prirodnih materijala. Metoda se nastoji
unaprijediti da i koli€¢inski manji uzorci budu pogodni za analizu [1]. Tako su Dossey i sur.
koristenjem NMR sonde manjeg volumena, uspjeli analizirati obrambene izlu€evine insekta
[31]. Takoder, koristenjem 2D NMR spektra omoguéena je usporedba dva uzorka dobivenih iz
razli€itih uvjeta &to je uspjesSno iskoristeno za identifikaciju aktivnih i neaktivnih frakcija spolnih
feromona iz Caenorhabditis elegans. Medutim, NMR tek treba doZivjeti svoj procvat u analizi
slozenih bioloskih smjesa kao $to su feromoni [1].
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3. ZAKLJUCCI

1.

10.

Feromoni su slozeni organski spojevi koji sluze za komunikaciju izmedu pripadnika
iste vrste, a njihovo djelovanje vezano je uz upozoravanje na opasnost, obiljeZzavanje
puta do hrane, spolno privlaCenje, agregaciju tj. zdruzivanje (mravi, termiti), druStvenu
hijerarhiju i prepoznavanje srodnika, te kontroliranje ponasanja kukaca parazita.
Sisavci detektiraju feromone pomoc¢u vomeronazalnog organa (VNO) koji je smjesten
u nosnoj Supljini i sadrzi bipolarne receptorske stanice, dok je kod ljudi VNO zakrzljao,
iako je povremeno aktivan.

Feromone karakterizira velika strukturna raznolikost. Prisutni su u obliku jedne mole-
kule i u obliku smjese molekula. Naj¢esc¢e su to: male hlapljive molekule, ugljikohidrati
(linearni ili razgranati), esteri masnih kiselina, alkoholi, kiseline, epoksidi, ketoni, izo-
preni, trigliceridi.

Omijer komponenata smjese feromona ima klju¢nu ulogu za feromonski ucinak. Isti
sastav molekula u pogreSnom omjeru moze dati drugi ucinak, nekad i nezeljeni. Time
se osigurava specifi¢nost feromona.

Podjela feromona vr8i se prema njihovom djelovanju pa ih dijelimo na otpustajuce,
signalne, modulirajuce i primarne.

Ugljikovodici smjesteni u kutikuli insekata imaju veliku ulogu u prijenosu signala u ob-
liku feromona. Odgovorni su prepoznavanje srodnika i agresiju kod mrava, osa, pcela
i termita.

Prirodni izvori feromona kod sisavaca kao $to su mokraca, znoj, slina i suze sadrze
smjese prirodnih spojeva koje se razlikuju ovisno o vrsti, spolu, dobi, genotipu i endo-
krinom stajnu, a utjeCu na agresiju, prepoznavanje pojedinaca (srodnika i pripadnika
drugih vrsta), seksualnu privliaénost, reproduktivnost, dojenje, ponasanje majke i no-
vorodenceta.

Feromoni kod ljudi prisutni su u tjelesnim izlu¢evinama kao sto su mokraca, sperma,
vaginalni sekret, maj¢ino mlijeko, potencijalno slina i znoj.

Naj¢esSce metode izolacije feromona su homogenizacija, suSenje, uparavanje, otapa-
nje u heksanu, ekstrakcija i kromatografija.

Metode koje omogucuju strukturno definiranje feromona su ultraljubi¢asta (UV) i infra-
crvena spektroskopija (IR), nuklearna magnetska rezonancija (NMR) i naj¢eS¢e koris$-

tene spregnute tehnike plinska kromatografija-spektrometrija masa (GC-MS).
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11. DART-MS metoda je stvaranja molekulskih iona koja je pogodna za analizu polarnih
molekula i molekula ve¢e molekulske mase kao $to su vrlo ¢esto feromoni.
12. LDI varijacija je MALDI jer ne ukljuCuje upotrebu matrice, ali je pogodna za izolaciju

feromona iz kukaca.
13. GC-EAD metoda je koja pruza identifikaciju koli¢inski vrlo malih feromonskih mjeSa-

vina i omogucava procjenu vaznosti pojedinih komponenti unutar smjese.
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Izjava o izvornosti
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njegovoj izradi nisam koristio/la drugim izvorima, osim onih koji su u njemu navedeni.
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