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§ Sazetak vii

§ Sazetak

Ovim radom predstavlja se pregled pigmenata izoliranih iz ruza, odnosno njihovih
Sarolikih cvjetova. Zuta boja i njene nijanse proizlaze od karotenoida, crvena i ljubicasta
produkti su antocijanina, dok naranc¢asta moze biti i jedno i drugo ili pak kombinacija. Takoder
moze se uvidjeti strukturalna raznolikost koja se pojavljuje u prirodi, karotenoida ima mnogo
viSe nego Sto ima antocijanina. Razlog tome moze se priloziti sama biosinteza karotenoida koja
zapoc€inje od lancanog spoja pa se reakcijama hidroksilacije, epoksidacije i transformacije
epoksida doraduje. RuZe koje sadrzavaju karotenoide su obi¢no veoma mirisne, ¢emu u prilog
ide razgradni put (C4o — Ci3 + Co7 — C13 + Cu4) kojim kao $to vidimo nastaje C13 mirisna
jedinica.

Kada se govori o antocijaninima, oni su vise zasluzni za samu boju cvijeta, nego je to
slucaj kod karotenoida. No, kako bi se ta boja stabilizirala, u prirodi se pojavljuju kompleksi
pigment/kopigment ¢ime se predstavlja pojam kopigmentacije. Ovakve nekovalentne
supramolekulske strukture proucavane su posljednjih desetljeca kako bi se na molekularnoj
razini objasnila kopigmentacija. Ovim radom opisuje se priroda interakcija aromatskih
prstenova, odnosno pokuSava se razrijeSiti pitanje radi li se o interakcijama izmedu =-
konjugiranih sustava ili pak o vodikovim vezama koje nastaju izmedu donorskih i akceptorskih
skupina pigmenta i kopigmenta. Uslijed nastajanja ovakvih vrsta interakcija postavlja se pitanje

je li moguce postojanje ruze sa slike 1.

Slika 1: Obojana plava ruza
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§ 1. Uvod 1

§ 1. UVOD

Ruze imaju, sa svojim prekrasnim cvjetovima raznih boja, rezervirano posebno mjesto
u vrtu. Pria o boji zapocinje apsorpcijom elektromagnetskog zracenja. Organski spojevi, u
¢ijoj strukturi je sadrzan z-konjugirani sustav, odreduju pigment ruze ili nekog drugog cvijeta.
Apsorpcijski maksimumi (4max) takvih z-konjugiranih sustava se odreduju uporabom klasi¢ne
apsorpcijske kromatografije te ako se oni nalaze u vidljivom djelu spektra, boja ruze odgovara
komplementarnoj boji kojoj odgovara maksimum. Danas je poznat veliki broj spojeva koji
pripadaju pigmentima (karotenoidi, antocijanini, malvin...), ali neki od tih spojeva nisu stabilni.
Istrazivanja su pokazala kako su u takvim situacijama potrebni neki drugi pigmenti ili kofaktori
kao stabilizatori, potrebna je kopigmentacija.

Kopigmentacija se moze definirati kao (i) nastajanje (uz prisutnost ili u odsustvu
metalnog iona) kompleksa koji ukljucuje pigment (npr. antocijanin ili derivat antocijanina) i
kopigment i (ii) posljedi¢no tome, promjena opti¢kih svojstava samog pigmenta.! Sama
kopigmentacija ovisi o strukturi pigmenta te o pH vrijednosti okoline u kojoj se nalazi.
Sukladno tome kopigmenti bi trebali u svojoj strukturi imati z-konjugirani sustav i
donorske/akceptorske skupine koje ¢e stvarati vodikove veze s takvim skupinama u strukturi
pigmenta.

Vecina danas poznatih ruza dobiveno je od divlje ruze, pa procesima hibridizacije,
mutacije i selekcije dolazimo do broja takovih vrsta koji iznosi vise od 50000.% Ovakve ruze
imale su ulogu u povijesti, arhitekturi, umjetnosti, knjizevnosti,® ili pak kao ukras na stolu
prilikom svecanih dogadanja. Razli¢itim tehnikama dobivene su Zute, narancaste, crvene,
ljubicaste 1 zelene ruZe, ali ne postoji ruza plave boje. Dapace, iz biljaka se mogu izolirati razni
pigmenti, Klorofil iz listova, karotenoidi, antocijanini, malvin... iz latica, krizantemin (crna
boja) iz Sipka ruze. Neki od navedenih pigmenata detaljnije ¢e biti opisani u sljede¢im

odjeljcima.
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§ 2. Karotenoidi 2

§ 2. KAROTENOIDI

6 8 10 12

1, 1a, pitoen, & =275, 285,298

/L\/\)\/MW\W

=331, 347,367

12, a-kriptoksantin (prije zeinoksantin), 4, = 420, 444, 472

2, 2a, pitofluen, 3

‘max

J\/\/L\/\/k/\)\/\ﬁ/\/\\/\/ﬁ/\/ﬁ/ 13, 13a, 13b, zeaksantin, &__, = 450, 478

3, 3a, 3b, L-karoten, &, =379, 400, 424

4, 4a, 4b, neurosporen, 4 = 416, 438, 468 14, lutein (prije ksantofil), & =420, 444, 472

AAAIAAIA~~S~Y

5, 5a - Se, likopen, &, = 444, 470, 501

6, 6a, p,y-karoten (prije 7-karoten), 2 = 435, 459, 489

18, (8S)-mutatoksantin, &, =404, 427, 452

9, p,e-karoten (prije 8-karoten), l__' =429, 455, 484

& 19, violaksantin, & = 415, 438, 468

10, 10a - 10e, rubil in((5'2) = i in), &, = 435, 460, 491

20, 20a, (8R)-luteoksantin, & =398, 422, 448

11, 11a - 11e, f-kriptoksantin, & = 450, 478

Slika 2: Karotenoidi izolirani iz ruza i pripadajuée vrpce u vidljivom dijelu

elektromagnetskog spektra (Amax/ nm)?
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§ 2. Karotenoidi 3

OH

\b’?
31, karpoksantin, 2 = 420, 444, 472
S
$ CHO
HO
32, p-citraurin, lm =445, 470
CH,0H
33, 10-apolikopen-10"-ol, 3, =392, 414, 441
23, (88, 8'R)-auroksantin, &, =378, 398, 423
/K/\/‘\/\/L\/\)\/\/\'/\/Cw“
, 34, 10’-apolikopen-10’-karboksilna kiselina, 1nu =415, 437, 465
A
S
24, 24a, (92),(8R, 8'R)-auroksantin, & =378, 398, 423 X N CH,;OH
WOy~
35, 35a, 10’-apo-fi-karoten-10"-ol, 2 =378, 398, 418
&
25, 25a, neoksantin (prije troliksantin, foliaksantin), oy = 415, 438, 468 y R

IJI\/\)\/\/\T/\/CHIOH
o AN

£ 408 &
s 36, 36a, 10'-ap in-10"-ol in), A, =378, 398, 418
3" W XD
H

26, (8'S)-neokrom (trolikrom), &, =398, 422, 448 “‘\\

CH,OH
7
| Lo
HO,

HO

37, 37a, sinensiaksantin, & =373, 393, 418

OH

CH,0H

38, 38a, (92),(8R)-sinensiakrom, lm =351, 370, 398

.“&

39, 39a, (92),(8S)-sinensiakrom, lm =351, 370, 398

29, (8'R)-latokrom, 2= 398, 422, 448

CH,OH
HOCH,
Son
& 40, 40a, rosafluen, 3, =323, 338, 358
HO' )
OH

30, (8'S)-latokrom, &, =398, 422, 448

Slika 3: Nastavak slike 22
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§ 2. Karotenoidi 4

Karotenoidi su spojevi koji su istrazivani, zbog svoje vaznosti u razli¢itim bioloskim
funkcijama, jo§ od pocetka 19. stoljeéa.* Istrazivanja su uzela maha 1930. godine kada je Paul
Karrer odredio strukture likopena i B-karotena. Broj otkrivenih struktura karotenoida raste
svake godine, linearno te prema ovim podacima, dolazimo do broja koji danas iznosi preko
1100 razli¢itih struktura.’ Na slikama 2 i 3 prikazane su molekulske strukture karotenoida
izoliranih iz ruZza te njihovi pripadni apsorpcijski maksimumi. Molekulske strukture oznacene
brojem i slovom ozna¢avaju spojeve Z-strukture, a molekulske strukture bez slova ozna¢avaju
E izomere. Polozaj dvostruke veze E konfiguracije oznacen je valovitom crtom. Kao primjer
takvih struktura posebno je izdvojen fB,-karoten (slika 4). Moze se uociti da neke strukture
posjeduju epoksidnu skupinu (22, 23, 24) u ¢ijim samo E-konfiguracijama uocavamo 20
dijastereoizomera, ako spoj posjeduje samo jednu Z dvostruku vezu, broj enantiomernih parova
se povecava. Tehnike koriStene kako bi se identificiralo 40 uzoraka sa slika 2 i 3 su HPLC,
spektroskopija UV/VIS; NMR, masena spektrometrija i cirkularni dikroizam. Ovim tehnikama
moguce je identificirati spojeve Koji su prisutni samo u tragovima kod izolacije iz organskog

materijala.

\\“\“E‘K\\\\

Slika 4: Primjer E/Z izomerije koja se javlja u prirodnim spojevima kao §to je B,p-karoten

2.1. Biogeneza karotenoida u cvijetu ruza
Biogeneza, u ovom slucaju, govori o najvaznijim koracima biosintetskog puta
karotenoida 1 transformaciji molekule kako bi nastao Zeljeni spoj. U daljnjim odjeljcima poblize

su opisani koraci sinteze. Biosinteza svih spojeva koji pripadaju karotenoidima zapocinje iz
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§ 2. Karotenoidi 5

acetila-CoA, ¢ijom nadogradnjom nastaje pitoen (spoj broj 1 naslici 2) iz C4o jedinice. Prilikom
izolacije spoja, identificirani su i (15-Z2)-1 i (15-E)-1, dok su ostale dvostruke veze u njemu sve
E-konfiguracije. No, daljnjim izolacijama spojeva u putu sinteze uoc¢eni su spojevi koji imaju
Z/E-izomeriju na drugim C atomima, $to dovodi do zaklju¢ka da postoji viSe biosintetskih
puteva u kojima svaki od njih imaju Z/E-izomere kao intermedijere.
2.1.1. Dehidrogenacija

U procesima dehidrogenacije, ako polazimo od spoja 1, dolazimo do spojeva 2-5.
Svakim sljede¢im korakom nastaje dodatna dvostruka veza kako bi se povecao m-konjugirani
sustav. Spojevi 2 i 3 pretezito su izolirani iz bijelih ruza $to inducira njihov nedostatak obojenja,
dok su spojevi 4 i 5 obojeni, ali se u ruzama pojavljuju u kratkom vremenskom intervalu.
Ovakva opazanja ukazuju na prazninu u paleti boja zbog apsorpcijskih maksimuma ovih
spojeva, ali 1 upuéuju na zakljuc¢ak da se spojevi 4 1 5 veoma brzo trose u sljede¢em koraku
ciklizacije.
2.1.2. Ciklizacija

U prethodnom koraku utvrdeno je kako je likopen najvazniji supstrat nastanka
cikliziranih spojeva, no nije jedini. Ciklizacijom spojeva 4 i 5 nastaju produkti koji imaju
razlicite prstenaste strukture (B i €). Jedini moguci zaklju€ak iz ovakvih opazanja je taj da spoj
6 nastaje ciklizacijom (5E)-likopena, a spoj 8 nastaje ciklizacijom (52Z)-likopena. Mnogi
eksperimenti pokazali su kako metilna skupina na C(5) atomu ne mijenja svoju konfiguraciju
prilikom kataliziranog zatvaranja prstena.®’ U nastalom prstenu javlja se C(6) kiralni centar
koji je R konfiguracije u svim vis$im biljkama.
2.1.3. Hidroksilacija

Reakecija hidroksilacije javlja se kod ruza samo u spojevima koji imaju ciklic¢ki kraj u
svojoj strukturi. Spojevi sa B prstenom posjeduju iskljuc¢ivo 3R kiralnost, a spojevi sa €
prstenom posjeduju obrnutu konfiguraciju. Primjene li se CIP-pravila na spomenuti Kiralni
centar sa hidroksilnom skupinom na C(3') atomu u ¢ prstenu, dobiva se zaklju¢ak kako on
takoder ima 3R konfiguraciju. Zasad ne postoje indikacije da proces hidroksilacije moze
nastupiti u nekom sljede¢em koraku biogeneze karotenoida.
2.1.4. Epoksidacija

Spojevi 16 i 19 koji imaju 5,6-epoksidnu skupinu, se pojavljuju u ve¢em broju ruza.

Proces epoksidacije odvija se preferentno na spojevima koji imaju hidroksilnu skupinu na
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§ 2. Karotenoidi 6

prstenu u svojoj strukturi. Kisikov atom u epoksidnoj skupini dolazi iz molekule Oz, a u

strukturu spoja dolazi preko takozvanog ,,violaksantin“ ciklusa (slika 5).8

mrak mrak
zeaksantin (13)T_h_’ anteraksantin (16):—h_’ violaksantin (19)
v y

Slika 5: ,,Violaksantin® ciklus®

Uoceno je zatim da Zute ruze posjeduju veliku koli¢inu epoksidnih spojeva, viSe od 80%, ¢ime
se zaklju€uje da spojevi sa hidroksilnom skupinom ne utjecu na apsorpciju svjetla (ruze ostaju
narancCaste), a epoksidni spojevi pomicu apsorpcijske maksimume prema manjim valnim
duljinama. U isto vrijeme, proces epoksidacije ¢ini molekulu reaktivnijom, §to znaci da su
epoksidi nestabilni u kiselom mediju.
2.1.5. Transformacija epoksida

Reakcija od 5,6-epoksida do 5,8-epoksida katalizirana prisutno$¢u kiseline jedna je od
vaznijih reakcija transformacija u ruza. Prilikom reakcije konfiguracija C(5) atoma se ne
mijenja, ali istovremeno nastaje novi kiralni centar na C(8) atomu. Svim neenzimski
kataliziranim reakcijama nastaju dijastercoizomeri. MjeSavina ovakvih spojeva lako se
reakcijama peroksidacije i preuredivanja prevodi u lakton, koji npr. pridonosi aromi &aja.?
Spomenuto smanjenje apsorpcijskih maksimuma u odjeljku 2.1.4. dolazi jo§ vise do izrazaja

prilikom ovakve transformacije epoksida i mijenja se boja iz Zute u zelenozutu.

2.2. Katabolizam karotenoida

Cvjetovi ruza mogu posluziti kao izvor spojeva koji nastaju razgradnjom karotenoida,
apokarotenoida, Cije strukture se nalaze na slici 3, brojevi od 32 do 40. Karotenoidi su spojevi
koji sadrze 40 C atoma u svojoj molekulskoj strukturi, a njihovom razgradnjom dobivaju se
jedinice od 13, 14 i 27 C atoma. Ovakvi spojevi mogu, isto kao i karotenoidi, pridonijeti boji

cvijeta ruze.
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§ 2. Karotenoidi 7

Slika 6: ,,Maréchal Niel“ , penjacica, Pradel, 1864, najpoznatija od starih Zzutih ruza?

Primjer ovakvog bojanja cvijeta ruze je ruza sa slike 6. Ako se ona uzgaja u stakleniku,
iz nje se moze izolirati spoj 33 i ruza je Zute boje, a prilikom uzgaja na direktnom suncu, iz nje
se moze izolirati spoj 34, a u cvijetu ima malih naznaka zelene boje.? Sa slike 3 moze se vidjeti
kako spoj 33 ima u svojoj strukturi alkoholnu skupinu koja na suncu, reakcijama oksidacije,
prelazi u karboksilnu skupinu. Ovakvom reakcijom dolazi do promjene apsorpcijskog
maksimuma spoja pa dolazi i do promjene boje.

Gore ve¢ spomenuti spojevi skoro su svi gradeni od Cz7 jedinice. Ti apokarotenoidi
nastaju cijepanjem pocetnih spojeva na C(9) 1/ili C(9') atomu 1 pritom nastaju pripadni alkoholi,
a ne aldehidi. Kao dokaz tome moze se priloziti Car(15,15") dioksigenaza. Ovaj enzim cijepa
B,p-karoten na dva retinala (Coo jedinice). Takav spoj se ne skladisti nego se reducira u pripadni
alkohol 1 nastaje Vitamin A. Sukladno tome moze se zakljuciti da kod degradacije karotenoida
u ruza nastaju aldehidi, koji se brzo prevode u alkohole.® Prema reakcijama koje su prikazane
na slici 7 moguce je vidjeti da enzim dioksigenaza cijepa B,3-karoten najprije na Cz7 i Cis
jedinice, a zatim jedinicu od 27 C atoma jo§ jednom cijepa na Ci4 i C13 jedinice. Cijepanje 7t-
konjugiranog sustava vrsi se na 9,10 te 9',10' dvostrukoj vezi. Gore opisanim reakcijama dolazi
se do aldehida koji se kod ruza brzo prevode u alkohole §to se zakljuCuje iz nemoguénosti

izolacije pripadajucih aldehida.
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§ 2. Karotenoidi 8

B.p-karoten
O, CCD1
o}
NN+ o s
10’-apo-p-karoten p-ionon
0, CCD1
O
Ny, 4 Y S e T AT

o}

flonon C,-dialdehid

Slika 7: Raspad B,B-karotena na pripadajuée apokarotenoide razli¢itog molekulskog sastava'®

Ve¢ spomenute jedinice C7 nastale djelovanjem enzima Car(9,10:9',10") dioksigenaza
nisu krajnji produkti razgradnje karotenoida ve¢ nastaju Ci3 i Cis jedinice. Ovakvi spojevi
acilnih alkohola i ketona takoder se detektiraju u cvijetu ruza, uz pomoc¢ plinske kromatografije
posto nisu skladiSteni kao glikozilirani produkti.

Prema svemu gore opisanom u prethodnim odjeljcima, karotenoidi sluZe samo kako bi
cvijece bilo obojano, odnosno kako bi privuklo insekte koje ¢e ih oprasiti. Uloga karotenoida
nije samo takva ve¢ se njihovom razgradnjom dobivaju arome 1 drugi spojevi razli¢itih
fizioloskih svojstava. Poznavajuci zatim mehanizam fotosinteze, odnosno informaciju da
kompleks za sakupljanje svjetlosti sadrzi karotenoide, moZemo uvidjeti da karotenoidi imaju
ulogu u prijenosu elektrona kroz svoj m-konjugirani sustav.!! Sve u svemu, karotenoidi su

polifunkcionalna skupina spojeva i kao takvi prednjace ispred svih prirodnih skupina spojeva.

2.3. Bijela ruza
Latice bijelih ruza reflektiraju veliku koli¢inu svjetlosti koja dostize do njih, dakle one
su viSe-manje slobodne od spojeva koji apsorbiraju svjetlost valnih duljina izmedu 400 nm i

700 nm. Bez obzira na njihovu prirodu apsorpcije svjetlosti, one nisu prozirne, a to se moze
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§ 2. Karotenoidi 9

zahvaliti unutarstanicnom prostoru koji je ispunjen zrakom te se nalazi izmedu samih stanica.
Ako se latice bijelih ruza stave u aceton, zrak iz unutarstani¢nog prostora izlazi van, a sjaj ruza
1 refleksija zracenja su znatno smanjeni. Zakljucuje se kako bijele ruze posjeduju pigmente, ali
oni apsorbiraju zracenje u UV podrucju elektromagnetskog zracenja. Pored svih flavanoida i
njegovih glikoziliranih derivata, detektirane su i znatne koli¢ine karotenoida. Od karotenoida
koji su izolirani iz bijelih ruza dominiraju bezbojni lanc¢ani n-konjugirani sustavi, a ostali
izolirani spojevi su epoksidi ili obojeni karotenoidi. U prijasnjim odjeljcima je navedeno kako
ovi ostali izolirani spojevi imaju odredene apsorpcijske maksimume koji odgovaraju Zutoj ili
narancastoj boji pa se zakljucuje kako su oni vjerojatno izolirani iz baze latica ruza kojoj
odgovaraju ovakve boje. U bijelim ruzama takoder je moguca prisutnost apokarotenola koji su
produkti katabolickog puta u biljkama te oni u ponekim slu¢ajevima djeluju kao pojacivaci
svjetline samih ruza, odnosno postotak bjeline se povecava.

U cvjetovima nekih bijelih ruza moze biti naznaka zelene boje. Takve biljke imaju uz
karotenoide 1 nesto klorofila u svojim laticama. Ako se ode u krajnost kada govorimo o
pigmentima, postoje ruze koje su u potpunosti zelene. Dakle, takvi rijetki primjerci, uz listove
1 stabljike koji su zeleni ima i zelene cvjetove. Za zelenu boju koja se prozima kroz cijelu biljku

zasigurno je zasluzan klorofil.
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§ 3. ANTOCIJANINI

Amaz [Ilm]
62: R! = R? = 3-D-glukoza; pelargonin 497
63: R! = H, R? = §-D-glukoza; kalistefin 501
64: R! = 5-D-glukoza, R? =H 507
(65: R! = R? = H, pelargonidin) 511

Slika 8: Antocijanini izolirani iz ruza i pripadajuce vrpce u vidljivom dijelu

elektromagnetskog spektra (Amax/ nm)>2

Antocijanini su vrsta spojeva koja puno vise doprinose boji ruze od karotenoida ¢ija
uloga je puno veca. Boja same ruze, kada su u pitanju antocijanini, moze jako varirati zbog toga
Sto ti spojevi apsorbiraju svjetlost u puno ve¢em dijelu spektra. Ovdje govorimo o narancastoj,
koja se slu¢ajno moze zamijeniti sa narancastom bojom karotenoida, preko crvene pa sve do
ljubicaste. Istrazivanja koja su zapocela jo§ davne 1915. izolacijom cijanina pokazala su kako
se ova vrsta spojeva ponasa bitno drugacije od karotenoida, hidrofilne su molekule i otapaju se
u staniénom soku biljke.!?

Kostur u strukturi ovih molekula ¢ini flavonoid, ¢ija su tri prstena A, B i C prikazana na
slici 8. Ako se ovakvi spojevi izoliraju iz voca i povrca, onda nalazimo supstituirane vodikove
atome na B prstenu s hidroski- ili metoski- skupinom te ih zovemo antocijanidini (65, 70, 74).
Cvijece, pairuze, imaju mogucnost glikozilacije antocijanidina te tako nastaju analogni spojevi
antocijanini.! Podaci na slici 8 potvrduju ovakve zakljucke posto su na njoj prikazani spojevi
izolirani iz ruza i vidi se kako su spojevi najéesce supstituirani D-glukozom preko B-glikozidne
veze. U odredivanju boje ruze dominantni su 3,5-diglukozidi, dok ostali igraju manju ulogu.
Ovakav primjer glikoziliranog antocijanina nalazi se na slici 9 kod kojeg je vidljiva O-

glikozidna veza izmedu Secera i flavonoidnog kostura antocijanina.
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Slika 9: Prikaz glikoziliranog antocijanina, pelargonina
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Slika 10: Biosintetski put flavonoida kod ruza?
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Slika 11: Legenda za sliku 102

Slika 10 prikazuje biogenezu antocijanina koja ¢e detaljnije biti objasnjena u sljede¢im

odjeljcima, dok je na slici 11 legenda za sliku 10. Biogeneza predstavlja sintezu pigmenata kod

ruza te njihove biosintetske puteve. Podebljana strelica oznacava glavni put, tanka strelica

oznacava sporedni put, dok isprekidana strelica predstavlja put koji jos nje ustanovljen u ruza.

3.1.1. Pelargonin

Kod izolacije pigmenata (slika 8) iz ruza, pelargonin se nije mogao detektirati do 1929. godine,?

dok se za njegovu prisutnost u pelargonijama i iglicama znalo odavno. Do sinteze pelargonidina

dolazi samo u slu¢aju kada se redukcija dihidroflavonola A u flavandiol A ne inhibira, a pritom

mora biti blokiran put nastanka flavanona B iz flavanona A. Na taj nain je omogucena

glikozilacija kako bi nastao palargonin koji ruzama daje ruzic¢astu boju cvijeta.
3.1.2. Cijanin

66: R! = H, R’ = R? = 8-D-glukoza, cijanin
67: R! =R3 = #-D-glukoza, R’ = H
68: R! =R? = H, R? = f-D-glukoza, krizantemin
69: R! =R® = H, R? = -D-glukoza
70: R! =R? =R3 = H, cijanidin

3 [nm]

513

517
519
525

Slika 12: Antocijanini izolirani iz ruza i pripadajuce vrpce u vidljivom dijelu

elektromagnetskog spektra (Amax/ nm)>?

Boris Gomaz

San o plavoj ruzi



§ 3. Antocijanini 13

Za ruze crvene boje zasluzan je pigment cijanin (slika 12). Put njegove sinteze veoma
je eksprimiran, kao §to se moze vidjeti na slici 10. Ako se ne blokira reakcija nastajanja
flavanona B, spoj koji se sintetizira je cijanidin, ¢ijom pak glikozilacijom dolazimo do cijanina.
Prilikom izolacije ovog spoja, moze se uvidjeti kako je on Cesto u pratnji sa krizanteminom
(68). Ovaj spoj ruzama daje posebnu, tamnocrvenu boju. Dok, kod ruza iz kojih je izoliran ¢isti
cijanin, mozemo zamijetiti kako su one ljubicaste boje. Dakle zakljucuje se kako je cijanin

prisutan i u crvenim i u ljubicastim ruzama.

3.1.3. Peonin
b . [nm]
71: R! = R? = 3-D-glukoza, peonin 515
72: R! = H, R? = 3-D-glukoza, oksikokicijanin 517
73: R! = #-D-glukoza, R? =H 521
74: R! = R? = H, peonidin 527

Slika 13: Antocijanini izolirani iz ruza i pripadajuce vrpce u vidljivom dijelu

elektromagnetskog spektra (Amax/ nm)>?

Sinteza peonina (slika 13) odvija se isto kao i sinteza cijanina iz kojeg ustvari sam
peonin i potjeCe. Metiliranjem jedne hidroksilne skupine i hidrogeniranjem jedne acilne
skupine, dobiva se peonin iz cijanina. Ovakav biosintetski put zahtjeva barem i malu prisutnost
cijanina u svakoj ruza koja posjeduje peonin. Kao i kod cijanina, direktna sinteza iz aktivirane
ferulinske kiseline (3-O-metilkafeoil CoA) se ne smije zanemariti bez obzira §to ovakav put jos
nije istrazen. Slika 14 prikazuje ruZu koja ima jednu od najvec¢ih koncentracija ¢istog peonina

u svom cvijetu.

Slika 14: ,,Hansa“ grmolika ruza, Schaum and van Tol, 1905.2
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3.2. Pigmenti Sipka

Plodovi koji nastaju nakon cvatnje ruza istrazivani su takoder kao i same latice kako bi
se odredili pigmenti koji im daju boju. Sipak se pojavljuje u prirodi u raznim veli¢inama,
oblicima i bojama. UnutraSnjost ploda je najcesS¢e u Zivim bojama poput zute, narancaste, roze
ili crvene, moze biti smede boje ili ¢ak crne. Analiza Sipka je zapocela puno prije nego su
strukture karotenoida ili antocijanina bile poznate, zbog interesa da oni moguce sadrze
provitamin A;. Kod izolacije iz ovog ploda tesko je napraviti potpunu proc¢isenje spojeva i
identifikaciju istih, ali rezultati pokazuju dominaciju likopena i B,p-karotena od karotenoida, a
krizantemina od antocijanina. Kod karotenoida je pri¢a jasna te se za ove spojeve zna koje su
boje, no antocijanini odnosno krizantemin nisu u potpunosti jasni. Sipak iz koje je izoliran
krizantemin crne je boje prema ¢emu zakljucujemo kako je potrebna daljnja studija crnog
pigmenta, odnosno njegovih stabilizatora, kopigmenata, kako bi se objasnila ova neobicna

pojava, crno obojenje.
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§ 4. STABILIZACIJA | KOPIGMENTACIJA

Struktura antocijanina opisana je u odjeljku 3, no mora se naglasiti kako oni mogu
egzistirati u viSe formi koje su ovisne o pH vrijednosti sredine u kojoj se nalaze. Kada se govori
o0 obojenim antocijaninima onda se oni nalaze u formi flavij kationa (AH), ali takoder mogu
postojati u drugacijim, bezbojnim formama ili pak razli¢ito obojenim formama. Takva forma,
flavij kation, podlozna je hidrolizi i ovisna je o pH te egzistira pri jako niskom pH = 2. Biljke
u svim svojim stani¢nim odjeljcima imaju raspon pH od 3 do 8 pa prema tome ovakva vrsta
kationa u ovakvim uvjetima ne moZe opstati. U uvjetima blago kiselim, AH* forma prelazi u
svoj neutralni oblik, a molekula gubi jedan od svojih najkiselijih fenolnih protona (C7-OH, C4'-
OH, C5-OH). Sama molekula mora biti u svojoj neglikoziliranoj formi. Daljnjim porastom pH,
molekula iz svoje neutralne forme (A), prelazi u pripadaju¢u anionsku formu, bazu (A).
Ovakvim promjenama, vidljivim na slici 15, dolazimo do zakljuc¢ka kako je flavij kation

dikiselina i ima dvije pKa vrijednosti koje otprilike iznose 41 7.

O  Anionske forme (A°)

Flavij kation (AH")

Slika 15: Prikaz promjena flavij kationa prilikom povecanja pH i boje koje odgovaraju

pripadaju¢im strukturama?
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Na pH iznad 2 na flavij kation, takoder u svojoj neaciliranoj formi, moze se adirati voda.
Hidratacija se dogada na C2 ugljikovom atomu i1 nastaje mjeSavina bezbojnih epimera,
poluketala. Poluketal koji nastaje u brzoj je ravnotezi sa cis tautomerom dok je cis tautomer u
sporoj ravnoteZzi sa svojim trans tautomerom. Navedene promjene vidljive su na slici 16. Kao
opis ovakvoj kompliciranoj hidrataciji flavij kationa koristi se skupna termodinamicka

konstanta koja u svojoj formuli sadrzava sve promjene koje se posljedi¢no hidratacije dogadaju.

Flavij kation (AH")

~HO/+H* | +Hy0/-H*

OH
OH
HO 0 O
Poluketal O
=
OR

ok

OH

y HO br OH

8O — I
OH O

= OR

OH cis-halkon trans-halkon

Slika 16: Prikaz promjena flavij kationa prilikom adicije vode*

Gore ve¢ spomenuto, boja cvijeta ovisi u kojoj se formi sama molekula nalazi, odnosno
boja ovisi o pH 1 hidrolizi. Flavij kation obi¢no biljkama daje crvenu boju, neutralna forma je
ljubicaste boje dok je anionska forma plave boje. Prijenos protona uzrokuje (i) batokromni
(crveni) pomak vrpce sa najnizom energijom u vidljivom dijelu spektra, (i) Sirenje vrpci, (iii)
smanjenje apsorbancije koje je poznato pod nazivom hipokromni efekt.'®* Navedeni pomaci i
promjene, prikazani su na slici 17. Nadalje, poluketalna forma kod hidrolize kationa je
bezbojna, a cis i trans tautomeri su blago zute boje. 1z ovog zakljucujemo kako antocijaninske
forme, odnosno njihov m-konjugirani sustav, moze apsorbirati u cijelom podrucju vidljivog

zracenja te djelomi¢no u UV podrucju (bezbojni pigmenti).
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Slika 17: Ovisnost apsorbancije o valnoj duljini prilikom reakcije brzog nastajanja neutralne

(A) i anionske forme (A") analoga antocijanina tijekom njegova dodavanja u pufer (pH =2 —
pH =6)"

Sljedece pitanje koje se moZe postaviti je koje od gore navedenih sudbina ¢e zadesiti
flavij kationa. Gubitak protona i hidroliza kationa medusobno kompetiraju. Termodinamicki je
povoljnija hidroliza, ali je veoma spora, dok je gubitak protona kineti¢ki povoljnija reakcija.
Poluketalna forma je termodinamicki produkt, a forma A™ je dakle kineticki produkt veoma pH
ovisan. Ovaj obojeni produkt ¢e egzistirati nekoliko sekundi na niskom pH, dok ¢e na pH oko
6 egzistirati duze, nekoliko minuta. Dakle zaklju¢uje se da je AH" forma jedina forma koja je
podlozna hidrolizi, a porastom pH smanjuje se broj takvih molekula i reakcija adicije vode nije

moguca.

4.1. Kopigmentacija

pH okoline utjece na molekulu pigmenta koja se u njoj nalazi. Zbog njegove promjene
dolazi i do promjena u strukturi molekule, a promjenom strukture molekule dolazi do promjene
funkcionalnosti. Kako bi se novonastala molekula stabilizirala dolazi do stupanja u interakciju
s drugim molekulama i/ili ionima, dolazi do kopigmentacije. Dakle kopigmentacija moze se

definirati kao (i) nastajanje nekovalentnog kompleksa pigmenta ili njegovog derivata sa
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kopigmentom 1 (ii) promjena optickih svojstava uslijed nastajanja ovakve supramolekulske
strukture.

Kada se govori o spojevima koji mogu posluziti kao stabilizatori pigmenata, u obzir
mozemo uzeti vise od 10 000 spojeva.! Budu¢i da lista ovih spojeva nije dostupna, oni su
klasificirani i izradene su kategorije u koje se kompleksi pigment-kopigment mogu svrstati.
Ponajprije, potrebno je opisati kopigmente te njihove strukturne osobine. Kopigmenti, kao i
pigmenti, moraju u svom kosturu imati n-konjugirani sustav koji ¢e posluziti u interakcijama
aromatskih prstenova dajuci supramolekulske vrste. Uz ovakvu vrstu interakcija, potrebne su i
vodikove veze pa kopigmenti moraju imati donorske i akceptorske atome, kao §to su npr. OH
ili C=0. Prirodni spojevi koji najéesée sluze stabilizaciji pigmenata su tanini, flavonoidi i
fenolne kiseline. Flavonoidi zbog svoje trociklicke molekulske srzi kroz koju se proteze m-
konjugirani sustav u cjelini su okarakterizirani kao najucinkovitiji kopigmenti. Ovakva tri
aromatska prstena prekursori su za mnoge spojeve pa tako i antocijanine te su shodno tome i

opisani. U svojoj strukturi takoder imaju A, B i C aromatski prsten te poneku hidroksi ili keto

skupinu.
w — (B) Mm—
A EE———
V o
o T—— —
L B —
A 4

N
=5 =>

I Pigment (antocijanin) @Ry :\C|lna.
poveznica

[————1 Kopigment @ cniion

Slika 18: Interakcija aromatskih prstenova antocijanina i njegovog kopigmenta®
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Pri¢a o kopigmentaciji po¢inje 1916. godine!* kada su znanstvenici (referenca 14)
proucavali djelovanje tanina i galne kiseline na promjenu nijanse pigmenta u vinu. Smatralo se
kako je ova promjena karakteristi¢na samo za taj pigment, no kasnijim otkri¢em batokromnog
efekta ovakva teza je pobijena. Anocijanini i njihove interakcije, intra- ili intermolekulske,
proucavane su od tog trenutka. Kao $to je ve¢ navedeno, kopigmentacija je koncentracijski
ovisan proces koji je takoder osjetljiv na pH, temperaturu i otapalo. Nakon godina istrazivanja
ovakvih procesa, interakcija i sloZenih struktura, dobiven je model kojim se opisuju. Slika 18
prikazuje tipove slaganja pigmenta antocijanina sa samim sobom ili pak nekim kopigmentima
iI/ili metalnim ionom. Za razumijevanje A i B tipova kopigmentacija izvedeni su eksperimenti
u kojima se koristila CD tehnika zbog svoje visoke osjetljivosti na kiralnost supramolekulske
strukture nastale ili asocijacijom antocijanina i kopigmenta (A) ili asocijacijom dvaju molekula
antocijanina (B). Kompleks A lakSe je identificirati od kompleksa B poSto samoasocirane
molekule antocijanina nije moguce pronaci u otapalima razli¢itim od vode. Za takav kompleks,
sile koje spajaju paralelne aromatske jezgre, jedne uz drugu, okarakterizirane su kao hidrofobne
interakcije. Shodno tome smatra se povoljnijim spajanje aromatskih prstena pomoc¢u m-n
interakcija nego spajanje pomoéu vodikovih veze akceptorskih i donorskih skupina.®®

Prema slici 18, osim ovakve vrste kopigmentacije, boja se moze stabilizirati na mnoge
druge nacine. Primjer C prikazuje intramolekulsku kopigmentaciju u aciliranom antocijaninu,
dok primjer D prikazuje samoasocijaciju aciliranih antocijanina. Interkalacija u
intermolekulskoj kopigmentaciji moze se vidjeti na primjeru E, a kopigmentacija u metal-
antocijanin kompleks moze se vidjeti na primjeru F. Ako dolazi do acilacije, uvijek je rije¢ o
kovalentnoj glikozidnoj poveznici izmedu dviju molekula koja omogucava prisnije slaganje
takvih planarnih struktura 1 nastajanje nekovalentne interakcije izmedu njith. Metalni ioni koji
stabiliziraju boju nekog pigmenta najcesce su magnezij(Il), zeljezo(III) ili aluminij(IIT). Primjer
kompleksa antocijanina, kopigmenta i metalnog centra nalazi se na slici 19 koja prikazuje
kristalnu strukturu dobivenu rendgenskim zra¢enjem, a metalni centri koji su sadrzani u

njegovoj supramolekulskoj strukturi su ioni Fe3* i Mg?".
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Slika 19: Kristalna struktura protocijanina dobivena difrakcijom rendgenskog zra¢enja'®

Detaljnijim istrazivanjem fenomena kopigmentacije, utvrdeno je kako ovaj proces
utjeCe ne ravnoteze reakcija hidratacije i prijenosa protona. Ako se kopigment nalazi u blizini
pigmenta na koji ¢e se vezati, on je jedan od najvaznijih faktora koji odreduje koja vrsta ¢e
opstati. Utvrdeno je kako utjecaj kopigmenta utiSava reakciju hidrolize, §to znacéi da ce
izrazenija reakcija biti ona kod koje se odvija prijenos protona.l’ Prema tome, zakljucuje se
kako ¢e cvijet zasigurno biti obojen buduci da nema procesa hidrolize kojim nastaju spojevi €iji
se apsorpcijski maksimum nalazi van vidljivog dijela spektra. Sam proces kopigmentacije nece

biti toliko snazan, ako se pigment i kopigment nalaze u prisutnosti nekog organskog otapala,

kao §to je u vodenom mediju.
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§ 5. PLAVA RUZA

Biljke koje same sintetiziraju antocijanine i njegove derivate, potencijalno mogu biti
izvor kompleksa pigment-kopigment koji ¢e biti stabilan i odredene boje, doduse neki od takvih

slucajeva mogu se postaviti samo hipotetski.

OR3

75, R' = R? = ff-D-glukoza, R* = R* = CH,. malvin
Nije identificiran u laticama ruza

Slika 20: Pigment plave boje?

Mnogi uzgajivaci i mnogi ljubitelji ruza sanjaju o plavoj ruzi. U slu¢aju ruza, kompleks
pigment-kopigment koji bi joj dao nebesko plavu boju jos nije identificiran, odnosno o njemu
se mozZe pricati samo hipotetski. Postojece ruze koje su se istrazivale su crveno-ljubicaste ruze,
zatim su uzgojene one koje bojom vise naginju prema ljubicastoj ili lila, no ni jedno otkri¢e do
danas ne moZe se pohvaliti plavom ruZom.

Nastajanje plavog pigmenta (slika 20) u ruza nije mogu¢. Slika 10 prikazuje hipotetski
put nastajanja plavog pigmenta iz prekursora za ostale antocijaninske spojeve. Konvencionalne
metode uzgoja plave ruze nisu prepune nade za takav uspjeh. Ako se kao baza uzme peonidin
(74), za uspjesan uzgoj potrebna je intramolekulska pigmentacija odnosno slaganje sa esterom
disaharida i kafeinske kiseline. Zatim, ako se kao baza uzme cijanidin (70), potrebni su pogodni
procesi glikozilacije, acilacije i formacije takvog kompleksa s odredenim kationima.

Mnoga istrazivanja su provedena kako bi se ustanovio stabilan kompleks pigmenta i
kopigmenta uz uvjet da isti bude plave boje. Pigment i kopigment proucavani su u sustavima
in-vitro koji oponasaju uvjete koji odgovaraju uvjetima u biljci. Naravno, znanstvenici su
napravili i1 korak dalje i ispitali takve komplekse u razli¢itim pH vrijednostima, razli¢itim
koncentracijama pigmenta i/ili kopigmenta te u razli¢itim otapalima. Informacije dobivene
ovakvim pokusima govorile su o vezi strukture molekula i njihovoj efikasnosti. Potom,
kopigmenti se mogu rangirati prema tome koliko dobro mogu stabilizirati malvin, pigment

plave boje. Rangiranje tih spojeva dovelo je do zaklju¢ka kako bilo kakav dodatak u =-
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konjugirani sustav na fenolni prsten (supstitucija elektron donorskih hidroksi ili metoksi
skupina, konjugacija sa elektron odvla¢e¢om keto skupinom ili konjugacija preko 2,3 dvostruke
veze flavonoida) imaju pozitivan utjecaj na kopigmentaciju.

Odmaknemo li se malo od ruza, neke druge biljke imaju plave cvjetove. Takvo cvijece
ima takoder isti plavi pigment, ali uz neke druge uvjete, koji ¢e nadalje biti navedeni, on je
uspio zadrzati svoju boju. Malvin spada u skupinu pigmenata koji se nazivaju antocijanini, a
njihov sam naziv moze se prevesti kao plavi cvijet. Doduse, u blago kiselim ili neutralnim
uvjetima, plavo cvije¢e uop¢e ne bi bilo plavo bez kopigmentacije. Bez pomo¢i drugih
pigmenata, odnosno stabilizatora plave boje, oni bi bili zuti ili ¢ak bezbojni. Kopigmentacija
koja se najcesce pojavljuje u prirodi kada se govori o plavom ili ljubicastom cvijecu je bez
metalnog iona kao stabilizatora, odnosno tip C sa slike 18. Acilacija ovakvih kompleksa odvija
se gotovo na svakom prstenu iz strukture antocijanina te nastaju (poli)acilirani razgranati lanci.
Takoder, kod nekih drugih biljaka dolazi do poliacilacije na samo jednom od prstena strukture
antocijanina te se tako dobiva kopigment zbog kojeg dolazi do nastajanja kompleksa pigment-
kopigment prema tipu E na slici 18. Takvi kompleksi izazivaju slaganje pigmenata i
kopigmenata u supramolekulske strukture u kojima intra- i intermolekulske veze nastaju
istovremeno. Povezanost izmedu pigmenta i kopigmenta ne moze se direktno dokazati posto je
tesko izolirati kristale ovako labilnih molekulskih komplekasa koji bi se veoma lako podvrgnuli
kristalografiji rendgenskog zracenja za dobivanje to¢ne kristalne 1 molekulske strukture. Ono
§to je dobiveno, sheme slaganja, dobiveno je uporabom UV-vis apsorpcijske spektroskopije,
cirkularnog dikroizma te spektroskopijom NMR.

Spomenuti kompleksi koji u svojoj strukturi imaju metalni ion, naravno pojavljuju se
kod plavih cvjetova. Dakle, tip F kopigmentacije sa slike 18, metal-antocijanin kompleks
jednostavno veze kopigment izmedu dva antocijanina koji su povezani metalnim ionom ili je u

specijalnom sluc¢aju i kopigment vezan na metalni kation.
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Slika 21: Shema nastajanja metal-antocijanin kompleksa'®

Kompleks prikazan na slici 21 nastaje vezanjem antocijanina na metalni ion dok su
kopigmenti u strukturu povezani nekovalentnim interakcijama na pigmente. Za nastajanje
plavog obojenja u cvijetu, ovakav kompleks je od krucijalne vaznosti, bez obzira $to se plavi
pigmenti mogu stabilizirati i bez metalnog iona u strukturi. Prilikom nastajanja metal-
antocijanin kompleksa veoma dobro je poznata stehiometrija reaktanata koji ulaze u nj. Tri
antocijanina vezu se na jedan metalni ion preko svog B prstena te se takav postupak ponovi, a
u praznine koje nastaju ulaze kopigmenti koji se nekovalentno vezu na ostatak iz strukture
antocijanina te tako dobivamo stehiometriju od 2 : 6 : 6 = metal : antocijanin : kopigment.
Ovakva struktura prvi put je izolirana 1992. godine iz biljke komelina pa je pigment prema
tome nazvan komelin.!® Ovom izolacijom napravljen je veliki iskorak u istraZivanjima
prirodnog obojenja antocijaninima budu¢i da je struktura pigmenta dobivena rendgenskim
zraCenjem iz kristalnog uzorka. Posljedi¢no ovome, izolirane su mnoge strukture iz mnogih
biljaka i detektirali su se ne samo metal-antocijanin kompleksi sa slike 21 ve¢ i mnogi drugi
koji su spoj viSe tipova kopigmentacija ili pak kompleksi koji u svojoj strukturi imaju razlicite
metalne ione za stabilizaciju boje.

Ruze, dakle trebaju imati jednu od gore navedenih kopigmentacija, odnosno uvjeta koji
odgovaraju stabilizaciji plavog pigmenta. Ponovimo li, plavi pigment koji se ne nalazi u
odgovarajucoj okolini uopée ne mora biti plave boje ili pak ako se ne stabilizira odgovaraju¢im
kopigmentima, nece nastati supramolekulska struktura koji bi apsorpcijski odgovarala plavoj
boji. Moze se zatim jo$ navesti kako u laticama ruza ima jako puno estera galne kiseline, koja

na svom aromatskom prstenu ima tri hidroksilne skupine. Moze li se ovakva struktura pojaviti
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u B prstenu cijanidina? Osim ovakvih nekih konvencionalnih metoda transformacije strukture
moze se pribje¢i genetskoj modifikaciji koja bi uvela odgovarajuce gene za plavi pigment iz
neke ve¢ poznate srodne biljke. Mozda su sve te ideje previSe nategnute? No mora se istaknuti
kako bi uzgajivac koji proizvede, na bilo koji nacin, ruzu sa nebesko plavim cvjetovima zaradio
milijune!® budu¢i da takva ne postoji osim ako se koristi bijela ruza koja se oboja plavom

bojom.
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§ 6. ZAKLJUCAK

Studije o pigmentima iz ruza uvode svjetlo u dugu povijest uzgajanja ruza, no bez obzira
na sve, ostaje joS puno slagalice koje treba zavrsiti. Istrazivanja su pokazala kako postoji
praznina u apsorpciji vidljivog dijela spektra postojecih sorta ruza. One koje su zute, njihova
boja nije u potpunosti zasi¢ena, dok bi crvenu boju mogao pojacati veci udio krizantemina u
laticama. Ovo je pri¢a samo o njihovoj boji, a zapravo, kada je rije¢ o tome, potrebno je govoriti
o necem puno kompliciranijem, o kopigmentaciji.

Analiza spojeva dobivenih iz latica ruza pokazali su kako koli¢inski prednjace
karotenoidi, dok antocijanina ima samo nekolicina u usporedbi s njima. Mozda je ovdje zapravo
rije¢ o tome kako antocijanini potrebuju za procesom kopigmentacije pa posljedi¢no tome nije
potrebno puno spojeva ove klase. Pojam kopigmentacije dugo je bio tema koja se nije shvacala,
ali zajedno teorijska i eksperimentalna istrazivanja dala su uvid u molekularno stanje prilikom
nastajanja supramolekulske strukture. Tehnike koje su se koristile prilikom ovakvih istrazivanja
su definitivno jedne od modernijih (izotermalna titracijska kalorimetrija te NMR
spektroskopija), a samim time, odnosno poboljsanjem tehnika koje ¢e se koristiti ubuduce,
povecat Ce se kvaliteta eksperimentalnog dijela istrazivanja. Ovakve tehnike podupiru napredne
teoretske izracune koji ustvari govore o stabilnosti kopigmentacijskog kompleksa, odnosno
povezanosti izmedu pigmenta 1 kopigmenta. Buduca istrazivanja u ovom polju oc¢ekuju sljedece
proboje: (i) identifikacija faktora koji favoriziraju samoasocijaciju pigmenta ispred
kopigmentacija ili obratno, (ii) karakterizacija metalom posredovane kopigmentacije te njegove
termodinamicke efekte i (iii) bolje razumijevanje Sirenja vrpce u UV-vis spektru uslijed procesa
kopigmentacije, Sto uvelike pridonosi samoj boji.

Ruza prikazana na slici 1 u Sazetku rada nazalost ne postoji, niti se trenutno moze
uzgojiti. Za uspjesnu stabilizaciju plavog pigmenta potrebni su posebni uvjeti koji kod ruza nisu
ostvareni, a sintetski put samog pigmenta nije omogucen. Promjenom ili enzima koji ¢e pomoci
u sintezi pigmenta ili uvjeta u kojima ¢e se takav pigment stabilizirati ili oboje, uspjeh u uzgoju

plave ruze je zagarantiran, a dotle se 0 njoj moze samo sanjati.
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