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Anotace

Teoreticka Cast prace je zaméfena na moznosti piipravy dimert trans-resveratrolu,
jejich vyskyt v rostlinach a moznosti izolace s dirazem na trans-e-viniferin.

Experimentalni cast se zabyva dimerizaci trans-resveratrolu zvolenymi c¢inidly,
jmenovité  2-hydroxy-1,4-naftochinonem, tetrachloro-1,4-benzochinonem, lakdzou a
chloridem zelezitym, za riznych reak¢énich podminek. S cilem pfipravy dimert trans-
resveratrolu je dale testovana Fentonova reakce a jeji modifikace. Posledni ¢ast této prace je

vénovana izolaci trans-g-viniferinu z révi pomoci chromatografickych metod.

Annotation

The theoretical part is focused on the preparation of the trans-resveratrol dimers, their
occurrence in the plants and their isolation possibility with emphasis to trans-e-viniferin.

In the experimental part of master thesis the selected reagents, namely 2-hydroxy-1,4-
naphthoquinone, tetrachloro-1,4-benzoguinone, laccase and ferric chloride, were studied with
the aim of the trans-resveratrol dimer preparation. Furthermore, the Fenton reaction and its
modification was also studied. Last part of this thesis is devoted to the trans-e-viniferin

isolation from grape cane by chromatographic methods.
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Uvod

1 Uvod

Rostlinné polyfenoly ptitahovaly velikou pozornost lidi na celém svété v minulych
desetiletich pro jejich pozitivni ucinek na lidsky organismus. Mezi takové polyfenoly lze
pocitat i stilbeny. Stilbeny jsou z chemického hlediska dvé benzenova jadra spojena
ethylenovym mastkem. Stilbeny spadaji do skupiny latek zvanych fytoalexiny, které hraji
vyznamnou roli v ochrané rostlin pfed biotickym i abiotickym stresem .

Resveratrol je pravé takova prirodni polyfenolicka sloucenina nachazejici se v celé
tad¢ rostlin, jejichz plody jsou na jidelni¢ku lidi odjakziva. Jmenovité Ize zminit hrozny révy
vinné, ofechy (napt. arasidy), fadu druhl zeleniny (napi. zeli, kapusta, brokolice, ¢esnek,
cibule...) @, moruse, boraivky, brusinky ¢&i zakie ®. Strukturni nézev resveratrolu je 3,4°,5-
trihydroxystilben.

Nicméné¢ resveratrol je pouze jednou slouceninou z velice rozmanité skupiny stilbentl.
V minulych létech byly prokazany pozitivni u¢inky jak monomernich, tak oligomernich
stilbenti na lidské zdravi. Mezi tuto pozoruhodnou tadu biologickych u¢inka lze také pocitat
schopnost potladit rist a vyvoj rakovinnych bunék * ®), antioxidacni ©, antibakterialni ),
antimykotické © %, modulovat metabolismus lipida ‘9, pozitivni u¢inek na kardiovaskularni
soustavu 9, pozitivni Giginek proti starnuti a angiogenezi *® a mnoho dalsich. Za zdfiraznéni
snad stoji nedavno objevené vlastnosti S-viniferinu: mirné antioxida¢ni ucinky a ucinky
chrénici pied oxidaci hemoglobinu ®%), protizanétlivé u¢inky na lipopolysacharid stimulovany
makrofagy mysi 4, uginky vykazujici piimou cytotoxicitu vybranych rakovinnych bungk
nejen pro &-viniferin, ale i daldi oligomery @, & 1éebné ucinky patologickych
neurodegenerativnich chorob, mezi které se fadi Alzheimerova choroba ().

Biologickym aktivitam oligomerd a polymert resveratrolu je velice malo porozuméno.
Pti¢inou je bezpochyby omezena dostupnost téchto sloucenin, zejména proto, ze naprosta
vétSina z nich miZe byt v soucasnosti ziskdna pouze prostiednictvim izolace z rostlinnych
materidli. Hlavnim cilem této prace je tedy snaha najit jednoduchy zplsob ptipravy
E-e-viniferinu a téz i1 jeho izolace z révy vinné. Réva se pro tento ucel zda byt velice
lukrativnim zdrojem, protoze kazdoro¢né jsou rok staré vyhony révy (dale jen révi) z vinice
odstrafiovany profezavanim. Navic jsou bohaté pravé na E-resveratrol a zminény dimer
E-g-viniferin (17,

Vyzkum stilbent i nadale pokracuje, protoze se predpoklada, ze tyto slouceniny budou
vykazovat i dal$i, doposud nepopsané biologické ucinky a pomohou zemédélsky a

ekonomicky vyznamnym rostlinnym druhtim vice odolavat patogentim.



Resersni Cast

1.1 Cile prace

Resveratrol a jeho oligomery jsou v soucasnosti vzhledem ke svym vyznamnym
biologickym vlastnostem pfedmétem zajmu Siroké védecké komunity. Hlavnim cilem
diplomové prace bylo:

- Vypracovat literarni piehled moznosti pfipravy dimert resveratrolu, jejich vyskytu
Vv rostlinach a moznosti izolace s dirazem na E-g-viniferin

- sStudium dimerizace resveratrolu pomoci vhodné zvolenych c¢inidel, napf.
chlorperoxybenzoova kyselina, chloranil, 2,3-dichloro-5,6-dikyano-1,4-benzochinon a
stanoveni produktti pomoci HPLC

- Otestovat moznost pouziti lakazy a UV zafeni pro pfipravu E-g-viniferinu

- pokusit se pomoci chromatografickych metod izolovat Cisty E-e-viniferin z révi
jakozto perspektivni suroviny pro tyto ucely a charakterizovat ¢istou latku pomoci dostupnych

analytickych metod, zejména hmotnostni spektrometrie

2 ReSersni Cast

Podle soucasné zkusenosti je bézné pouzivana trans a cis nomenklatura pro popisovani
stereochemie nasycenych kruhti, zatimco E/Z nomenklatura k popisu stereochemie dvojnych
vazeb. Z tohoto dtivodu jsou trivialni nazvy slou¢enin zminéné v této praci (spolu se Ssynonymy
uvedenymi v literatufe)  nasledujici:  Z-resveratrol (cis-resveratrol); E-resveratrol
(trans-resveratrol);  Z-e-viniferin ~ (cis-g-viniferin);  E-g-viniferin  (trans-e-viniferin);
Z-o-viniferin  (cis-o-viniferin,  dehydrodimer  cis-cis-resveratrolu);  E-w-viniferin
(trans-w-viniferin, dehydrodimer cis-trans-resveratrolu); E-é-viniferin (trans-6-viniferin,
trans-resveratrol dehydrodimer), r2-viniferin (vitisin A). Predev§im v kapitole 2.1 jsou
uvadény optické izomery oligomert resveratrolu (napt. (—)-e-viniferin a (+)-g-viniferin).

Resveratrol je sloucenina vyskytujici se ve dvou izomernich formach Z-resveratrol a

E-resveratrol. Na obrazku 1 jsou znazornény ob¢ tyto izomerni formy resveratrolu.

OH

_ OH

ad
HO

OH OH

OH
Obrazek 1: Strukturni vzorec Z- a E-resveratrolu.

Radou studii bylo prokazano, Ze resveratrol je biologicky aktivni, ma vyrazné

antioxida¢ni vlastnosti a pohlcuje volné radikaly . Resveratrol byl poprvé objeven v kofeni
2
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kychavice velkokvété jiz v roce 1940 8. Nejbohatsi ptirodni zdroj E-resveratrolu je v
kiidlatce japonské (Polygonum cuspidatum) <),

Nejvétsi pozornost vSak pritahuje E-resveratrol jako latka vyskytujici se v révé vinné.
Jen v pribéhu minulého desetileti bylo publikovano nescetné praci vénovanych vyskytu
E-resveratrolu ¢i jeho oligomert praveé v révé vinné a to bez ohledu, zda byly prace zaméieny
na jeho vyskyt v révi 7:20-22) listech @3, kiite ®¥ &i celé mladé rostling @), Jeho objev ve ving
zapii¢inil pravé tento zajem 9. Navic byl velice piihodny zejména proto, Ze o rok pozdgji
bylo prokézéano, ze ve viné se vyskytujici polyfenoly vyznamné inhibuji oxidaci mastnych
kyselin, kter4 je hlavnim piispévkem arterioskler6zy @9,

Prvni oligomer E-resveratrolu (hopeafenol) byl izolovany z Hopea odorata a
Balanocarpus heimii pted piiblizné 50 lety @7, Jeho charakterizace prob&hla pomoci
rentgenové difrakce @ 2, Od té doby bylo charakterizovano piiblizné 100 dimert
E-resveratrolu at’ uz ptirodnich ¢i syntetickych.

Oligomery se vykazuji fadou velice rozmanitych U¢inkd, z nichZ nejzndméjsi jsou
antioxidacni. Antioxidaéni vlastnosti oligomert derivati E-resveratrolu spolu se vztahy mezi
jejich strukturou a aktivitou jsou detailng shrnuty v review z roku 2013 G%. Oligomery stilbenti
jsou nejrozsitenéjsi v prirodé z celé skupiny polyfenolickych sloucenin. Jejich struktura je
zalozena na E-resveratrolu a jeho derivatech (zejména isorhapontigenin @ pterostilben a

piceatannol ¢?)),

E-isorhapontigenin E-piceatannol \  E-pterostilben

Obrazek 2: Strukturni vzorce pfirodnich derivatt E-resveratrolu.
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2.1 Vyskyt v rostlinach

Rostliny jsou ve svém piirozeném prostiedi napadany velikym poctem potenciondlné
patogennich mikroorganismu, hlavné se jedna o houby, bakterie a viry. Takovéto napadeni je
oznacovano jako bioticky stres. Konstitutivni obranu rostlin tvoii strukturdlni bariéry (napf.
vosky, Kutin, suberin, lignin, fenoly, celul6za a proteiny bunécné stény), které jsou obvykle
posileny pii infekei 2. Obranna reakce mize byt aktivovana nejen jako odpovéd’ na infekci
patogennimi mikroorganismy ale 1 téZ na abioticky stres. Mezi abioticky stres se fadi plisobeni
UV-C zafeni G4 %) nebo piisobeni chemikalii (respiraéni inhibitory, povrchové aktivni latky,
antibiotika, regulatory riastu, soli kov, elicitory uvolnéné patogeny nebo produkty vzniklé
z ¢innosti houbovych degradaénich enzymii) G°).

Obranna reakce je nejlépe popisovana akumulaci fytoalexind a syntézou proteint
souvisejicich s patogenezi 7). Fytoalexiny jsou nizkomolekularni antimikrobialni sekundarni
metabolity rostlin. Bylo ukazéano, ze fytoalexiny maji biologickou aktivitu proti Sirokému
poctu patogent a jejich pritomnost miize byt povazovana jako znamka rezistence k nemocem.
Prestoze vétSina fytoalexinli je méné fytotoxickd nez syntetické fungicidy, rostliny jsou
schopny akumulovat v pletivech fytoalexiny ve velkém mnozstvi. Tim pak vytvoii
koncentrace mnohem Vvét§i, nez jsou nezbytné k inhibici ristu houbového
patogenu ®%. Mezi fytoalexiny spadd nepfeberné mnozstvi latek, z nichZz nejznaméjsi
skupinou jsou pravdépodobné stilbeny.

Stilbeny jsou mensi skupinou sekundarnich metaboliti odvozené od fenylpropanoidi.
Jsou tvofené mnohymi rostlinami neptibuznych druhii z fenylalaninu pomoci nékolika
enzymu, z nichz nejdilezitéjsi je stilben syntaza (obr. 3). Stilbeny byly stanoveny a popsany
v rostlinach s riiznymi cili. Napiiklad se jednalo o popis vztahii mezi rostlinou a patogenem ©8),

nebo vystaveni UV zateni ©¥),

HO fenylalanin
NH,

o)
fenylalanin amonium-lyasa
cinnamat-4-hydroxylasa
4-kumarat-CoA ligasa

OH
O HO
HO on chalkon syntiza P ilb t'
| < s.coa Stilbensyntiza -
()

(6] (6] (6] (6]

o o chalkon tetraketidovy meziprodukt

E-resveratrol

OH

Obrazek 3: Biosyntéza E-resveratrolu (ptevzato z ¢ 39),
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Langcake a Pryce popsali, ze E-resveratrol neni efektivni antimykotickd latka a je
pfeméiovan na vice u¢inné latky (napf. jeho dimer e-viniferin ¢ trimer o-viniferin) ¢4 39,
Samotny E-resveratrol by se tedy nezdal byti fytoalexinem, ale jeho tvorba ma za nasledek
pfeménu na vice ucinné oligomery o obvykle 2 az 8 jednotkdch E-resveratrolu. Kromé
oligomert se miize E-resveratrol pfeméiiovat na fadu dalsich sloucenin ®®), jejichz struktura

je znazornéna na obrazku 4.

OH
_ O Q Q
HO,  OH
HO 7 4
" ()11
E-piceid

Z-resveratrol

OH

Z-piceid
izomerizace glykosylace
OH
HO OH = of
N\ N\
SN
methoxylace
™ Xy Y O HO O o 0
-/ |
0
o0— o— -
. pinosylvin
O E-pterostilben 3-O-methyl ether combretastatin A4
E-resveratrol oligomerizace

isoprenylace

OH

E-3-viniferin

arachidin-3

Obréazek 4: Nejéast&jsi premény rostlinnych stilbend (pievzato z ©8).

Samotny resveratrol byl nalezen u vice nez 72 rostlinnych druhii, které spadaji do 31
rodii a 12 &eledi. Spolu s rozvojem analytickych metod tyto &isla naristaji @. V {isi rostlin
bylo charakterizovano vice nez 1000 stilbent. Stilbeny byly popsany v fadé vzdalené
ptibuznych rostlinnych ¢eledi zahrnujici jesencovité (Celastraceae), Sachorovité
(Cyperaceae), dvojkiidlacovité (Dipterocarpaceae), bobovité (Fabaceae), lianovcovité
(Gnetaceae), welwitschiovité (Welwitschiaceae), rdesnovité (Polygonaceae), kosatcovité

(Iridaceae), morusovnikovité (Moraceae), pivonkovité (Paeoniaceae) a révovité (Vitaceae).
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2.1.1 Celed jesencovité (Celastraceae)

Jesencovité jsou ¢eled” dvoudéloznych rostlin zahrnujici piiblizné 90 roda a 1300
druhti. V této Celedi byly objeveny 4 stilbeny, které byly izolovany z kury salacie (Salacia
lehmbachii) pochazejici z Papuy-Nové Guineje. Tyto stilbeny byly pojmenovany
lehmbacholy A — D “9),

2.1.2 Celed $achorovité (Cyperaceae)

Celed” $achorovité zahrnuje suchozemské, pobiezni &i bahenni rostliny podobné
travam. Tato ¢eled’ zahrnuje rody bahnic¢ka (Eleocharis), bezosetka (Isolepis), hrotnosemenka
(Rhynchospora), kamysek (Scirpoides), kamysnik (Bolboschoenus), osttice (Carex), mafice
(Cladium), sklovka (Scleria), sktipina (Scirpus), skiipinec (Schoenoplectus), skiipinka
(Blysmus), suchopyr (Eriophorum), suchopyrek (Trichophorum), sachor (Cyperus), sachorek
(Pycreus), $asina (Schoenus), tufi¢ka (Kobresia), uncinie (Uncinia) “V.

V kofeni a oddenku osttice (Carex pumila) byly identifikovany fenoly: e-viniferin,
miyabenol C a A “?, V jiné studii byl objeven v podzemni &asti této ostiice kobofenol B.
Jedna se tetramer tvofeny dvéma jednotkami e-viniferinu “%, Jiny druh ostiice (C. kobomugi)
obsahoval téz v kofeni a oddenku e-viniferin a miyabenol C. Kromé téchto dvou stilbenti byl
piitomen i dal3i stilben. Jednalo se o tetramer resveratrolu a byl pojmenovéan kobofenol A ¢4,

Semena skiipiny (Scirpus maritimus) obsahovaly resveratrol, piceatannol, e-viniferin,
scirpusin A (dehydrodimer resveratrolu a piceatannolu) a scirpusin B (dehydrodimer
piceatannolu) “.

2.1.3 Celed’ dvojkiidlacovité (Dipterocarpaceae)

Do ¢eledi dvojktidlacovitych patii rody dvojkiidla¢ (Dipterocarpus), hopea (Hopea),
nestejnokiidlatec  (Anisoptera), pétikiidlatec (Dryobalanops), shorea (Shorea) a
vaterie (Vateria) spolu s rody Cotylelobium, Marquesia, Monotes, Neobalanocarpus,
Pakaraimaea, Parashorea, Stemonoporus, Upuna, Vateriopsis, Vatica, jez nemaji Ceské
nazvy ¢V,

Dvojktidlace jsou stfedné velké az velké stromy s izkou kopulovitou korunou. Jejich
plody jsou jednosemenné nepukavé tobolky, které maji 1étajici zatizeni v podobé¢ dvou kiidel.
Prave pro toto charakteristického zatizeni jim bylo udéleno jejich jméno. Mezi dvojkiidlace
pati kolem 70 druhii “®). U jednoho ze zastupct (Dipterocarpus hasseltii) byly nalezeny
oligomery resveratrolu (—)-e-viniferin, laevifonol, (-)-a-viniferin, vaticanol B, (—)-hopeafenol

a tetramer resveratrolu diptoindonesin E “7.
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Rod Vatica obsahuje okolo 65 druhi. Zastupci tohoto rodu jsou malé az stiedné vysoké
stromy bézné se vyskytujici na ostrové Borneo a Vv oblasti Malajského poloostrova
Vv jihovychodni Asii. Zastupci tohoto rodu jsou obtizné rozpoznatelné, coz ¢inni tento rod malo
znamy “®. Ve stonku druhu Vatica diospyroides byl objeven cytotoxicky tetramer resveratrolu
vatdiospyroidol spolu s E-resveratrolem a dal§im jeho tetramerem vaticafenolem A “9. Dale
Ize zminit stilbeny vaticanol A — C, resveratrol, piceid, e-viniferin ®® a hexamer resveratrolu
vaticanol D ©Y které byly objeveny v kife V. rassak. Ve stonku dalsiho zastupce
(V. albiramis) tohoto rodu byly nalezeny glukosidy tetramert resveratrolu vatalbinosid A —
E s 13 diive popsanymi stilbeny: (—)-hopeafenol, vaticanol B, vaticasid B a C, E-¢-viniferin,
blanocarpol, ampelopsin A, vaticanol C, stenofyllol C, piceid, Z-g-viniferin, vateriafenol A a
bergenin ©2). Jako posledniho zastupce lze uvést druh V. oblongifolia, v niz byly nalezeny
tetramery resveratrolu hopeafenol A, isohopeafenol A a vaticafenol A ©3),

Rod hopea zahrnuje pies 100 druhii nachézejici se od jizni Indie ptes jizni Cinu do
Malajsie. Jedna se hlavné o stromy patfici vétSinou do vrchniho stromového patra ¢i stfedniho
stromového patra. Tyto stromy obvykle rostou v nadmotské vysce mezi 800 — 1600 m. Znacna
dvojktidlacovitych “®. Hopea chinensis se vyznacuje piitomnosti oligostilbent hopeachinol
A a B spolu s potencionaln¢ imunosupresivnim polyfenolem diptoindonesinem G, které byly
charakterizovany v kmenové kife 4. Dalsi analyzy kiry odhalily piitomnost 5 oligomeri
resveratrolu a dva polyfenoly pojmenované hopeachinol C a D ®%. Nedavno byly nalezeny
v kmenové kiife jesté dal§i stilbeny a to hopeachinol E — 1 8, Kira druhu H. parviflora
obsahuje  (+)-parviflorol,  (-)-ampelopsin,  (+)-balanocarpol,  (-)-e-viniferin  a
(-)-hopeafenol 7. V kmenu byly déile nalezeny pentamery hopeasid A a B, trimer hopeasid
C adimer hopeasid D spolu s deviti dal§imi oligomery resveratrolu: malibatol, ampelopsin A,
balanocarpol, piceid, vateriafenol B, (-)-hopeafenol, pauciflorol C, grandifenol A a
vatalbinosid A ©®_ Z kmenové kury druhtt H. odorata, H. mengarawan a H. nigra bylo
1zolovano 7 derivatl resveratrolu. Mezi které se fadil balanocarpol, heimiol A, vaticanol G,
vaticanol B, hopeafenol, ampelopsin H a hemlesyanol C 9. Kmenova kira dalsiho zastupce
(H. gregaria) obsahuje 6 dimeri: ampelopsin A, balanocarpol, e-viniferin, hopeafuran,
heimiol A a parviflorol €9,

Rod shorea (Shorea) je pojmenovan po guvernéru Johnu Shoreovi. Lze napocitat 196
druhti spadajicich do tohoto rodu v oblasti od jizni Asie pfes Malajsii do Filipin, Javy a
Moluky. Déle je 138 druhfi znamych na ostrové Borneo, z nichz je 91 endemickych “®),

V koteni Shorea roxburghii byl nove objeven dimer resveratrolu roxburghiol A a s nim byly
7
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nalezeny stilbeny vaticanol A, (-)-hopeafenol, isohopeafenol, apigenin 7-O-arabinosid,
E-piceid a 2-C-glykosid E-resveratrolu 2. Nedavno bylo nalezeno 20 stilbent a oligostilbenti
v kafe tohoto druhu. Mezi nimi lze zdlraznit dimery resveratrolu:
(+)-parviflorol, malibatol A a B, (-)-ampelopsin A, (-)-balanocarpol, hopeafuran, dale lze
zduraznit trimery resveratrolu: pauciflorol A, (+)-a-viniferin, vaticanol A, E a G spolu s jeho
tetramery: (—)-hopeafenol, (+)-isohopeafenol, hemsleyanol D, (-)-ampelopsin H, vaticanol B,
C 62,V ke jiného zastupce (S. hemsleyana) byly zjistény stilbeny hemsleyanosid A — D ©2),
Kmenova kiira dal$iho ze zastupci rodu shorea (S. acuminata) obsahovala dimer resveratrolu
acuminatol spolu se stlibeny laevifonol, (-)-a-viniferin, shoreaketon, vaticanol B a

(-)-hopeafenol ¢4,

2.1.4 Celed bobovité (Fabaceae, syn. Leguminosae, Papilionaceae)

Celed bobovité zahrnuje stromy, kefe a byliny. Radi se do ni p¥iblizné 700 rod &itajici
asi 18000 druhti rozsifenych po celém svété, obzvlaste v tropickych oblastech. Mnohé rostliny
této Celedi jsou ekonomicky diilezité. Vyuziva se jejich dievo, plody a péstuji se i pro okrasny
efekt “9). Stilbeny byly popsany zejména Vv rostlinach rodu jerlin (Sophora) a ¢imisnik
(Caragana).

Zastupci rodu jerlin jsou opadavé nebo stalezelené stromy, kefe nebo vytrvalé byliny.
Existuje asi 70-80 druhti rozsifenych v tropickych a mirnych pasech “®. Kofen jerlinu
vikvolistého (syn. jerlin Davidiv; Sophora davidii) obsahuje krom¢ nezminénych fenolt
nasledujici oligomery stilbent davidiol A — C, leachianon A, miyabenol C, oa-viniferin,
g-viniferin ® a prvné popsany pfirodni pentamer resveratrolu davidiol D ©®. Koten dalsiho
jerlinu (S. leachiana) obsahuje pét oligostilbenti pojmenovanych leachinol C — G €7,
Leachinol C je tetramer tvofeny pallidolem a dvéma jednotkami E-resveratrolu ®®. Navazujici
prace dale v kofeni této rostliny odhalily pfitomnost stilbenti (—)-g-viniferin , hopeafenol, nové
popsany leachianon | ®% a pozdgji jesté flavonostilbeny alopecuron A — F 9, Dalsi vyzkum
jiného druhu jerlinu (S. moorcroftiana) ukazal pfitomnost péti oligomerd resveratrolu:
(-)-g-viniferin, (+)-a-viniferin, miyabenol C, cis-miyabenol C a trimer pojmenovany
soforastilben A ., V kotenu dalsiho druhu jerlinu (S. stenophylla) byly nalezeny dva nové
tetramery resveratrolu stenopyllol A a C, jeden novy trimer resveratrolu stenopyllol B spolu
se stlibeny davidiol B, (-)-e-viniferin a (-)-hopeafenol (2.

V rodu ¢imisnik se nachéazi asi 100 druht. Cimi$niky jsou vét§inou opadavé keie
vyjimeéné mensi stromy . V kofeni ¢imisniku (Caragana sinica) se nachazeji stilbeny
(+)-a-viniferin, miyabenol C, pallidol a kobofenol A ). Dale byl nalezen v kofeni ¢imisniku
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trimer resveratrolu carafenol A, (+)-isoampelopsin F, carafenol B a C, (—)-ampelopsin F ('),
Pozdé&ji bylo dokazano, Ze kofen této rostliny produkuje i dva tetramery resveratrolu
carasinol B a kobofenol A (® Kofen jiného ¢imisniku (C. chamlague) obsahuje téz

(+)-a-viniferin a kobofenol A (1),

2.15 Celed lianovcovité (Gnetaceae)

Rostliny spadajici do této ¢eledi se vyskytuji v subtropickych a tropickych oblastech.
Jedna se vétsinou o popinavé rostliny ziidka malé stromky &i kete (/8.

Rod lianovce (Gnetum) obsahuje piiblizné 40 druhti rostoucich pfevazné v Asii a
Oceanii. Rostliny v tomto rodu jsou znamé pro vysoky obsah stilben. Mnohé z nich jsou
odedavna pouzivany v lidové mediciné. Dievo lianovcd (Gnetum leyboldii a
G. schwackeanum) obsahuje gnetiny A — E 9. Lianovec jedly (G. gnemon) obsahuje
resveratrol, isorhapontigenin, gnemonosid D, gnetin C a E spolu s nové popsanymi stilbeny
gnemonosid L a M ®9. Kofenovy extrakt tohoto lidnovce v jiné praci ukazal piitomnost
stilbenti gnemonol A a B Y. V navazujicich pracich bylo v kofeni tohoto lidnovce popsano
nékolik dalSich derivata stilbent a to ampelopsin E, Z-ampelopsin E, gnetin C, D a E
gnemonoly G (dimer resveratrolu), H, 1, J (trimery resveratrolu) ®? pozdgji i gnemonoly K a
L (trimery resveratrolu), gnemonol M (dimer isorhapontigeninu) a gnemonosid K (glukosid
trimeru resveratrolu) ®. V endospermu tohoto lianovce byl dale identifikovan gnetin L spolu
s dfive uréenymi stilbeny: resveratrol, gnetin C, gnemonosid A, C a D ®4. Stonek jiného
lianovce (G. latifolium) obsahuje nové popsany trimer latifolol spolu s péti dalSimi stilbeny
(resveratrol, e-viniferin, gnetiny E, D a C) ®. Pokradujici prace zabyvajici se stilbeny
v lianovcich odhalila v dal§im lianovci (G. gnemonoides) pfitomnost stilbenid gnemonosid
A — D spolu s E-resveratrolem, gnetiny C, D a E 9, V navazujicim roce byly ve stonku tohoto
liznovce nalezeny stilbeny gnemonol C, gnemonosid E a gnetal @Y. P&t dalsich dimeri
resveratrolu (gnetuhainin A — E) bylo izolovano spolu s resveratrolem, e-viniferinem a

S-viniferinem z lian lidnovce (G. hainanense) €7,

2.1.6 Celed welwitschiovité (Welwitschiaceae)

V nékterych klasifikacich byva tato ¢eled’ zahrnovéna do ¢eledi lidnovcovitych. Dievo
welwitschie podivné (Welwitschia mirabilis) mimo dalsi latky obsahuje dehydrodimery
resveratrolu gnetin F a G a trimery gnetin H a |1 ®®_ Stonek welwitschie podivné obsahuje
glukosidy trimeri resveratrolu pojmenované mirabilosid C — F spolu s resveratrolem,

gnemonosidem B a gnetinem C ©9),
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2.1.7 Celed’ rdesnovité (Polygonaceae)

Celed rdesnovité zahrnuje 45 rodt &itajici asi 800 druhti ©®. Doposud byly nalezeny
stilbeny v rodech Calligonum ©Y, opletka (Fallopia), truskavec (Polygonum) ©?, revei
(Rheum) ®, stovik (Rumex) 4,

Rod reven obsahuje piiblizné¢ 60 druhd, jehoZ zastupci se hlavné nachazi v Asii
v nadmotskych vyskach 1800 - 2300 m.n.m, coz odpovida subalpinské a z¢asti alpinské zoné.
Podzemni ¢ast revené je zndm jako ,,Da-Huang® a je soucasti tradicni lidové mediciny pii
1é¢bé zacpy, zanétu, selhani ledvin a infekéniho onemocnéni. Kofen revené (Rheum
Ihasaense) obsahuje stilbeny maximol A, gnetin C, e-viniferin, a pallidol spolu s nové
identifikovanymi trimery resveratrolu rheumlhasol A a B ©3),

Jednou z nejbohatsich rostlin na E-resveratrol je kfidlatka japonska ©2. Védecké
pojmenovani kiidlatky japonské (Fallopia japonica, syn. Polygonum japonicum,
P. cuspidatum, Pleuropterus zuccarinii a Reynoutria japonica) a jeji zatazeni se v dusledku

podrobnéjsich studii piibuzenskych vztahti méni ©9).

2.1.8 Celed kosatcovité (Iridaceae)

Do ¢eledi kosatcovitych patii byliny jako acidantera (Acidanthera, syn. Iris), aristea
(Aristea), babiana (Babiana), badil (Sisyrinchium), cypela (Cypella), ¢ernohlavka
(Melasphaerula), dierama (Dierama), dietes (Dietes), diplarena (Diplarrena), duhovnice
(Ixia), ferarie (Ferraria), frézie (Freesia), herbertka (Herbertia), kosatcovnik (Gynandriris,
syn. Moraea), kosatec (Iris), lapérusie (Lapeirousia), libercie (Libertia), mec¢ik (Gladiolus),
montbrécie (Crocosmia), morea (Moraea), neomarika (Neomarica), romulea (Romulea),
sparaxis (Sparaxis), Safran (Crocus), tritonie (Tritonia), tygtice (Tigridia), vrstala
(Geissorhiza), watsonie (Watsonia), zarubka (Witsenia) “V. Mnohé z nich jsou vyuzivany pro
okrasny efekt.

Kosatec je rod jednodéloznych rostlin. Tento rod byl pojmenovan po fecké bohyni Iris
kvili §iroké rozmanitosti barev kvétd ©®). Semena kosatce (lIris halophila) obsahuji
monomerni stilben halofilol A, tetramer resveratrolu halofilol B, resveratrol, e-viniferin a
y-2-viniferin ©”. V methanolovém extraktu semen jiného kosatce (I. clarkei) byly nalezeny

oligomery resveratrolu ampelopsin B a a-viniferin ©®,
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2.1.9 Celed morusovnikovité (Moraceae)

Celed” morusovnikovitych rostlin zahrnuje okolo 40 rodd, v nichZ se nachazi 1400
druhii. Tyto rostliny se vyskytuji nejcastéji v tropickém pdsu vzacnéji v mirném az
subtropickém pasu ©9.

V stonku morusovniku jizniho (Morus australis) byly identifikovany flavony spolu
s oxyresveratrolem, 4°-(2-methyl-2-buten-4-yl)oxyresveratrolem a dvéma moznymi derivaty

dimerd resveratrolu alboctalol a macrourin B 190,

2.1.10 Celed pivoiikovité (Paeoniaceae)

Tato Celed’ zahrnuje pouze jeden rod a to rod pivonka (Paeonia). Pivonek existuje 33
druhii. Jedna se o vytrvalé byliny, polokeie ¢i kefe %Y. Koten pivonky &inské (Paeonia
lactiflora) je pouzivan v tradi¢ni ¢inské medicing. V jejich semenech byly nalezeny stilbeny
Z-g-viniferin, E-resveratrol, E-resveratrol-4°-O-B-D-glukopyranosid, E--viniferin, gnetin H,
suffruticosol A a B %),V semenech pivoiky kefové (P. suffruticosa) jsou p¥itomny stilbeny
Z-resveratrol, paeoniflorin a i trimery resveratrolu suffruticosol A, B a C 1%, pozdgji byl

jesté objeven dalsi trimer resveratrolu Z-ampelopsin E (104,

2.1.11 Celed’ révovité (Vitaceae)

Celed révovité zahrnuje piiblizné 900 druht spadajicich do 14 — 17 rodd. Piedevsim
Vv rostlindch z péti téchto rodt byly nalezeny stilbeny, jmenovité se jedna o rody révovnik
(Ampelopsis), zumen (Cissus), cyfostema (Cyphostmma), loubinec (Parthenocissus) a réva
(Vitis) (105 106)

Posledni ptfehledné review o vyskytu stilbent v celé této Celedi bylo podrobné
zpracovano v roce 2012 francouzskymi autory %), Stejni autofi popsali vyskyt stilbenti v rodu
Vitis spolu s jejich vyskytem ve ving %), Vyskyt stilbenti v révé vinné a jejich uéinky byly
dale shrnuty v knize, ktera se zaméfuje na poZivatelné &asti révy ©.

Vyskyt resveratrolu v révé je velice intenzivné sledovan, vzhledem Kk pozitivnim
ucinkiim ptitomného resveratrolu a jeho oligomerti. Nicméné bylo jiz poukazano na to, ze
mnoho studii vynechalo oligomery resveratrolu, coz poskytuje velice limitujici informace o

skutecném profilu stilbent v réve.

2.1.12 Celed’ borovicovité (Pinaceae)
V kiife smrku ztepilého (Picea abies) je minoritné zastoupeny resveratrol 1%, Dale
byl pak resveratrol objeven v kiife borovice turecké (Pinus brutia) 1% &i borovice korejské

(P. koraiensis) %) spolu s dal$imi latkami.
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2.2 Dimerizace

V soucasné dob¢ jsou uplatiovany 3 hlavni postupy majici za cil pfipravu dimerd.
Jmenovité se jedna o biotransformaci, biomimetické a nebiomimetické syntézy ¢20),
Biomimetické syntézy spadaji do oblasti organické chemie a zahrnuji jak testovani hypotéz
syntetickych reakci snazicich se napodobit reakce v piirodé€, tak jejich studium. Existuje
nékolik publikaci shrnujici problematiku biomimetickych syntéz oligomerti E-resveratrolu a
jeho analogp (10-112),

2.2.1 Biomimetické a nebiomimetické syntézy

Uplné prvni prace pokladajici zéklady této problematiky byla provedena Bartonem a
kol. ¥3) Tato prace ilustrovala vznik kyseliny usnové (obr. 5) prostiednictvim radikalového
parovani ortho- a para-fenolickych radikalti generovanych pomoci hexakyanozelezitanového

aniontu.

HOOH

OH O

Obrazek 5: Strukturni vzorec kyseliny usnové.

Od roku 1977 do roku 2006 byla vétsina reakci vedouci k dimerim resveratrolu
provadéna prostiednictvim biomimetickych syntéz 2. Jednoduchost postupu, ale i
nedostatek regio- ¢i stereo-selektivity vedl obecné k nizkému vytézku. Nevyhodou byly ¢asto
I komplikace s vznikem komplexni smési, ze které je obtizené produkt odd¢lit.

Biomimetické syntézy dimert a oligomerti E-resveratrolu mohou byt zahajovany
elektrochemicky (114 zmé&nou pH (119 solemi kovi & 117 & mohou zaviset na povaze a
polarité rozpoustédla 118,

Strategie biomimetickych syntéz je zaloZena na tvorbé€ radikalt (obr. 6). Reakci dvou
téchto radikalti vznikne meziprodukt. Struktura meziproduktu zavisi ¢ist¢ na druhu radikald,
ze kterych vznikl. Tento meziprodukt piedstavuje prekurzor dimert E-resveratrolu. Dle

prostiedi je posléze pfeménén na dimery. Riznorodost a variabilita produkovanych dimert je

pfedstavena riznymi reakénimi cestami A — E na obrazku 7.
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Obrazek 7: Navrzeny mechanizmus syntézy dimert (pfevzato z 11:120),
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Nejcastéji studovanou slouceninou (katalyzatorem) v piipadé biomimeteckych syntéz
oligomeri E-resveratrolu je chlorid zelezity. Byl pouzit v jedné z prvnich dimerizaci
E-resveratrolu na E-g-viniferin probihajici v systému methanol-voda s uvadénym vytézkem
30% (21122) E_resveratrol v prostiedi acetonu po 20 h reakce, téZ s chloridem Zelezitym,
poskytuje E-e-viniferin, ale i pallidol a nejvice E-3-viniferinu 9. Vliv chloridu Zelezitého
byl sledovan i na derivat resveratrolu (3,4-dimetoxy-4’-acetoxy stilben) v prostiedi
dichlormethanu. Pfi této reakci byly vytvoieny dva dimery, které svou strukturou pfipominaly
cyfostemmin A a restrytisol C 23,

Krom¢ chloridu zelezitého se k syntéze dimerii prokazaly byti vhodné i dalsi
slouceniny. TI(NOs3)z byl schopny za 30 min pii -50 °C pieménit E-resveratrol na
E-e-viniferin (vytéznost 30%), nebo reakce E-resveratrolu s CeSOs v methanolu pfi -50°C po
26 h vytvoii smés E-g-viniferinu (vytéznost 3,7%) a E-d-viniferinu (vytéznost 8,4%). Smés
roztokt K2CO3 a K3[Fe(CN)e] je schopna pfi teploté 25 °C za 10 min pieménit E-resveratrol
na tfi dimery (E-g-viniferin s vytéznosti 21,9%, E-3-viniferin s vytéznosti 22,5% a pallidol s
vytéznosti 15,7%) 116),

Jednou z biomimetickych syntéz, ktera selektivné pieménovala E-resveratrol na
E-8-viniferin, byla prezentovana autory Sako a kol. 7). Ti podrobili E-resveratrol rozpustény
v methanolu plsobeni néasledujicich soli: CH3COOAg, Ag.0, Ag.COs3, AgNOs,
Mn(CH3COO)3z, CH3COOCu, Cu(CH3COO), a KzaFe(CN)g). Piestoze vSechny soli byly vice
¢i mén¢ schopny tvofit E-3-viniferin (vytéZznost od 4 do 97%), pouze octan stiibrny tvofil tento
dimer s uvadénou vytéznosti 97%. Octan stiibrny, dle vysledku této prace, byl téz schopny
preménovat E-e-viniferin na oktamer E-resveratrolu vitisin B. Jina publikace zase udava, ze
oxid stiibrny v systému aceton-voda méni derivat E-resveratrolu (isorhapontigenin) na dimery
pfipominajici 5-viniferin a trimer (24,

Vlastni dimerizaci E-resveratrolu je moZno provést i za pomoci kyselé¢ katalyzy
kyselinou mravenéi. E-resveratrol je v disledku ptisobeni kyseliny mravenci pfeménén na
dimery resformicol A, B, C. Piekvapivé je, Ze resformicol C ma ve své struktuie pouze 3
benzenova jadra 429,

Dalsi pohled na biomimetické syntézy se soustfedil na dimerizaci vV ptirod¢é se
nevyskytujiciho se derivatu E-resveratrolu (slouceniny 1 na obr. 8) a pterostilbenu
(slouceniny 2 na obr. 8). Spolu s riznymi solemi kovii (CH3COOAg, CuBr», FeClsz - 6 H20,
FeCls - 6 H20/Nal, PbO2,VOF3) byl zkouman i vliv polarity. Octan stiibrny preménoval ob¢

tyto slouceniny na analogické formy E-d-viniferinu. PbO: je schopen derivat 1 dimerizovat
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téz na analog E-3-viniferinu i na dimer 1A. CuBr2 dimerizoval 1 pouze na 1A. Zbylé produkty

reakci uvedenych latek s analogy 1 a 2 jsou uvedeny v reakénim schématu (obr. 8) (18),
OH OH
FeClL, . 6 H,0 nebo
O FeCl, . 6 H,0 + Nal nebo
| VOF,

/
Y

(O

HO\©“.‘I

FeCl, . 6 H,0
o)
2 Ny cHCL Q - o
OH \
(e} (e} 2B o
o O o I | 2A _o \
|
FeCl, . 6 H,0

CH,CL/CH,0H (7:3)

Obrazek 8: P¥iklad biomimetické syntézy (ptevzato z 118)),

PtestoZe slouceniny A — D uvedené na obrazku 8 se bézn¢€ nevyskytuji v ptirodé, jejich
strukturni vzorce pfipominaji pfirodni analogy. Slou¢eninu 1A lIze pfirovnat k resformicolu A,
slouc¢eninu 2A k pallidolu, slouceninu 2B k ampelopsinu F a slou¢eniny 1B a 2C pfipominaji

tricuspidatol A.

2.2.1.1 Celkova syntéza dimeru

Ptfestoze oligomery E-resveratrolu jsou znamy nékolik desetileti, doposud nebyl
vyznamny zajem o jejich uplnou syntézu. Teprve v roce 2007 Snyder a kol. 129 pfisli se
selektivnim postupem ptipravy de novo prirodnich dimerd E-resveratrolu. Jednalo se ptipravu
dimerti ampelopsin D a F, isoampelopsin D, quadrangularin A a pallidol. Syntéza vychazela
z 2-brom-3,4’,5-trimetoxystilbenu nebo 2-brom-3,3’,5,5’-tetrametoxystilbenu a tidila se dle

uvedeného schématu (obr. 9).
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~ - ;
o~ | 0 —0 I o—
O L '
-~ +
i ()/ [e) H /Q
XN OH N\ o—
0 o
n-CH,CH,CH,CH, Li — O —
—_—
® (.
AN O\ L
1o ampelopsin F ampelopsin D O/

Obrazek 9: Zjednodusené schéma Snyderovy selektivni syntézy dimert (pievzato z 126 12),

Rozdil mezi vznikem produktt (ampelopsin F x ampelopsin D; quadrangularin A x
pallidol) zavisi ¢ist& na rekénich podminkach v poslednich krocich syntézy 126 127),

V nékolika navazujicich pracich byl popsan jesté piistup k selektivni syntéze dimert
heimiol A, hopeahainol D, gnetuhainin C a jeho analogu ?®, hopeanol, hopeahainol A 129,
carafenol B a C 127, Nejvyznamnéjsim rysem Snyderovy prace je bezesporu demonstrovani
skute€nosti, ze pfirodni dimery a oligomery E-resveratrolu mohou byt pfipraveny

kontrolovanou regioselektivni syntézou a pfitom lze dosdhnout uspokojivého vytézku (26-130),
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Kraus a Gupta ®®V roce 2009 s vyuzitim Snyderova stavebniho bloku 1A ptipravili

dimer amurensin H. Reak¢ni schéma je zobrazeno na obrazku 10.

fosfazenova baze
P ,-t-butyl

amurensin H
OH

Obrazek 10: Schéma Krausovy syntézy amurensinu H (pievzato z #39),

Matsuura a kol. @2 rozvinuli strategii syntézy dimerti a pfisli s efektivngjsim
zpusobem syntézy pallidolu a quadrangularinu A (dimery E-resveratrolu). Schéma tvorby
téchto dvou dimerti vychazi z nového stavebniho bloku (dibutyl derivat E-resveratrolu) a je
velice podobné Snyderovu (obr. 9), co se tyce struktury meziproduktu.

V roce 2009 Jeffrey a Sarpong 32 prezentovali syntézu didehydropallidol permethyl
etheru jako produktu vzniklého v disledku Heckovy reakce bromstilbenu F1 s tolanem F2
(obr. 11). Funkénost této reakce zavisi na katalytické schopnosti forem Pd¥" ktera je
demonstrovana na reakénim schéma na obrazku 11. Meziprodukt této katalytické premény za
pomoci paladia lze jednoduchou reakci s FeCls . 6 H2O v CH2Cl2 pfevést na analog pallidolu.
Meziprodukt mize byt také povazovan za prekurzor jinych dvou dimert E-resveratrolu a to

quadrangularinu A a parthenocissinu B.

|

_0 l (@]

Br
F1

- L J meziprodukt

Obrazek 11: Piistup Jeffrey a Sarponga k syntéze dimert 19,
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Mnoh¢é dimery E-resveratrolu lze pfipravit transformaci jinych dimera. Nejznaméjsim
vV piirodé vyskytujicim se dimerem je E-g-viniferin. Dle Takaya a kol. ®*? je z tohoto dimeru
mozné piipravit Ctyii dals$i dimery, jmenovité se jedna o ampelopsin A, B, D a F. Schéma

ukazujici reakéni postup je zobrazeno na obrazku 12.

HO

(+)-g-viniferin

HO

(+)-ampelopsin B (-)-ampelopsin D (+)-ampelopsin F

OH

Obrazek 12: Tvorba ampelopsinu A, B, D a F (pievzato z 139).

Modfe jsou zdiraznény dimer tvofici vazby. Reakéni podminky v schématu (obr. 12)
jsou nasledujici: A — HCI1 ve vodé pii pokojové teploté po dobu 50h (vytéznost 38%), nebo
H2SO4 v methanolu pod zpétnym chladicem po dobu 5 dni (vytéznost 13%).

B — CF3SOzH v methanolu pod zpétnym chladicem po dobu 7 dni (vytéznost 14%), nebo
H2SO4 v methanolu pod zpétnym chladicem po dobu 5 dni (vytéZnost 6%).

C — HCI ve vodé pii pokojové teploté¢ po dobu 50h (vytéznost 8%), nebo CF3SOsH
V nitromethanu pii pokojové teplot¢ po dobu 10 h (vytéznost 38%), nebo CF3SO3H
v methanolu pod zpétnym chladi¢em po dobu 7 dni (vytéznost 21%), nebo H.SO4 v methanolu

pod zpétnym chladicem po dobu 5 dni (vytéznost 19%).
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2.2.1.2 Fototransformace

E-resveratrol vystaveny pusobeni UV zafeni je schopny se pieménit nejen na
Z-resveratrol, ale i na dimery, trimery a tetramery resveratrolu. Fototransformace za
pfitomnosti vzdusného kysliku produkuje vice latek nez za podminek inertni atmosféry
argonu. V prostiedi oxida¢ni atmosféry stanovila Moravcova nékteré dimery jako mozny E- a
Z-w-viniferin 134 UV zafeni je schopné produkovat také Z/E izomery dimert resveratrolu,
napf. Z-g-viniferin miize byt syntetizovan fotoreakci E-g-viniferinu (122),

UV zafeni neni jen schopné produkovat z E-resveratrolu oligomery a jeho Z izomer,
ale je téz schopné preménit dimery na jiné dimery. Ozafovanim parthenocissinu A rtutovou
vybojkou (A > 320 nm) v prostiedi methanolu po dobu 2 h poskytlo produkty quadrangularin
A a men$i mnozstvi laetevirenolu A. V dalsi ¢asti provedli stejni autofi ozafovani
parthenocissinu B v 50% methanolu, které poskytlo produkty laetevirenol B a D 39, Dimery
leachianol F a G mohou byt pfeménény na jiny dimer (quadrangularin A a parthenocissin A)
v prostiedi BFs-(CH3CH2)20 + CH,Cl; a nasledného ozafovani (A > 306 nm) (119,

E-resveratrol Ize dimerizovat i za pomoci laseru (630 nm). Piestoze zafeni o vinové
délce 630 nm nema takovou energii jako UV zéfeni, je dostadujici pro tvorbu dimerti %9,
Produkt dimerizace, ktery vykazoval siln¢jsi analgetické u¢inky nez samotny E-resveratrol, je

zobrazen na obrazku 13.

OH
HO O o O
\ 1 o
HO Q O
OH

OH

Obrazek 13: Produkt dimerizace laserem (pievzato z 139),

UV zafeni se ukazalo byt i potencialnim zplsobem, jak navysit obsah stilbent
v rostlinném materidlu. Od roku 1991 probéhla fada studii vénujici se této problematice.
Jednim z ptiklad mlize byt navySeni obsahu stilbend v hroznech révy vinné, kde nejvétsi
narist byl zaznamendn u E-resveratrolu a piceatannolu a to az dvojnasobek plvodniho
mnozstvi 13", Nebo dalsim ptikladem miize byt ozafovani listd (kultivar Chasselas), které
vede k tvorbé Z/E-g-viniferinu a Z/E-8-viniferinu #*®_ T¥iska a Houska 3% publikovali review

tykajici se této problematiky.
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2.2.2 Biotransformace a enzymatické parovani

Studium biotransformace E-resveratrolu ¢i obecné oligostilbenti bylo vedeno s mnoha
odlisnymi cili. N&které piipady sledovaly produkty pfemény E-resveratrolu na oligomery (4%
14 jiné zase vliv patogenu ¢&i oxidazy na tyto latky 42, Biotransformace stilbenti zejména
E-resveratrolu jsou limitovany variabilitou a dostupnosti oxiddz na trhu. Navic jsou
nespecifické pro ucely dimerizace, proto je obtizné predpovidat, jaky vysledek jejich pouziti

poskytne (10),

2.2.2.1 Dimerizace lakazami

Lakazy, téz nazyvané ,,blue oxidases®, jsou skupina méd’ obsahujicich enzymd, které
katalyzuji Sirokou Skélu reakci sloucenin, pfi kterych je molekuldrni kyslik redukovan na
vodu. Zjednodusené schéma je zobrazeno na obrazku 14 Cast a. Bohuzel vsak ve vétSing
ptipadi nemulze byt substrat oxidovan piimo lakédzou. Divody zplsobujici toto omezeni jsou
dva: stericky efekt a vysoky redoxni potencial. Tyto dvé ptekazky jsou v ptirod¢ prekonavany
tzv. prostfednikem (mediator). Pokud se snazime napodobit pfirodu, pak mnohdy onu latku

pridavame a pak hovofime o ,,chemical mediator (obr. 14 - ¢ast b).

o, lakaza oxidovany
substrat
(a)
oxidovana
H,O lakaza substrat
. oxidovany .
o, lakaza prostrednik substrat
(b)
oxidovana oxidovany
H,O lakaza prostfednik substréty

Obréazek 14: Schéma reprezentujici redoxni cykly oxidace substratu pomoci lakazy 43,

Lakazy jsou Siroce rozsifené u hub, nékterych bakterii, vyssich rostlin a byly dokonce
nalezeny i v n€kterych zastupcich hmyzu. Tyto extracelularni enzymy ziskaly pozornost diky
jejich schopnosti oxidovat fenolické latky a slouceniny podobné ligniniim, stejné jako ptirodni
polutanty. Zminéné schopnosti ucinily tyto biokatalyzatory velice pouZivané v mnohych

biotechnologickych postupech (3 143:144),
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o/ N
Obrazek 15: Schématické zobrazeni aktivniho mista lakazy ukazujici relativni orientaci
atomt médi 449,

Funkénost lakézy zalezi na distribuci atomti médi mezi tfemi rozdilnymi vazebnymi
misty. Atomy médi jsou nezbytné a hraji nepostradatelnou roli v mechanizmu katalyzy.
Vlastni mechanizmus lze rozdélit do tfech krokd. V prvni kroku méd’ 1 pfijima elektrony od
substratu. Méd’ 1 je tedy redukovana a substrat je oxidovan. Piijaté elektrony médi 1 jsou poté
vnitin€ pirevedeny do shluku tfi atomti médi (2, 3 a 4). A teprve tento shluk tfi atomd médi je
schopny redukovat molekulu kysliku na vodu. Takovato struktura byla popsana u lakaz z:
outkovky pestré (Trametes versicolor), outkovky rumélkové (Pycnoporus cinnabarinus),
Melanocarpus albomyces, Rigidoporus lignosus a bacilu senného (Bacillus subtilis) 343,

Jedna z prvnich praci se soustfedila na oxidativni dimerizaci série nékolika
hydroxystilbeni katalyzovanou lakazou, ktera poskytla 4-O-alfa-beta-5 (podobné
dihydrofuranu) dimery, které byly hlavnimi produkty @49, Snaha vylepsit tuto reakci vedla
k pouziti komeréné dostupné lakazy z outkovky pestré. Reakéni mechanizmus tvorby
oligomerii E-resveratrolu za pouziti pravé této lakazy byl popsan hned nékolika autory (45-148)

a je zobrazen na obrazku 16:

OH lakéza z outkovky pestré

acetatovy pufr pH = 4,5
RI 40 °C

Obrazek 16: Dimerizace pfi pouziti lakazy z outkovky pestré (pievzato z 149)),
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Dimerizace E-resveratrolu ¢i jeho analogl poskytuje ekvivalentni E-dehydrodimer (v
ptipadé E-resveratrolu R1, R3 = H a v ptipadé E-5-viniferinu R2, R4 = OH) (145-148),

Dalsim ptikladem mize byt lakdza z outkovky pytité (T. pubescens). Tato lakaza
poskytla podobné vysledky jako lakaza z outkovky pestré. Produkty reakce resveratrolu a jemu
podobnych stilbent S touto lakazou jsou dimery vzniklé vazbami zobrazenymi na obrazku 17.
Podle téchto vazeb lze produkty rozdélit do tii skupin: analogy &-viniferinu (obr. 17 - typ A),
dimery tvofené etherovou vazbou (obr. 17 - typ B) a dimery tvofené benzodioxanovou
strukturou (obr. 17 - typ C). MnozZstvi jednotlivych produktt se liSilo v zavislosti na struktuie
vychozi latky. V neposledni fad¢ bylo prezentovéano, ze lakdza z outkovky pyfité nejlépe
funguje v systému dvou fazi a to ethylacetatové, v némz je rozpustény substrat, a vodné, ktera
je pufrovana acetatovym pufrem na pH 4,5 49, Tato lakaza poskytuje vytézek 18%

E-5-viniferinu 140,

struktura typu A struktura typu B struktura typu C

o
R O R1 o N O
Z O ()H
RI

Obrazek 17: Produkty dimerizace lakazou z outkovky pyiité (pfevzato z (110.149)y

E-O-viniferin miiZze byt pfipraven v rozumném mnoZzstvi i pouzitim lakdzy z
Myceliophtora thermophyla (poskytujici vytézek 31% dimeru) 49,
Na druhou stranu ne vSechny lakazy jsou schopné katalyzovat oxidaci E-resveratrolu,

napt. lakaza z Pyricularia oryzae 4.

2.2.2.2 Dimerizace houbovymi patogeny

Zajem a problematiky plisni souvisi pifedev§im s vynosy produkce v zeméd¢lstvi.
Zatimco produkce E-resveratrolu jako odpovéd na stres je Siroce pfijata, tvorba jeho
oligomeru v ptipad€ napadeni napt. houbami nemusi byt zcela jasna. Nejasné je, zda pritomné
oligomery jsou dlisledkem obranného mechanizmu rostliny ¢i odpovédi proliferace houby na
obranny mechanizmus rostliny. E-resveratrol a jeho oligomery jsou zndmé svymi
antimykotickymi 0¢inky. Mezi nejvyznamnéj§i houbové patogeny spadd plisent révova
(Plasmopara viticola), padli révové (Erysiphe necator, syn. Uncinula necator), plisen Seda
(Botrytis cinerea) ©,

Listy révy vinné infikované plisni révovou produkuji Z/E-piceid, E-resveratrol,

E-e-viniferin a E-8-viniferin #*®, Navazujici prace popsala jesté 8 neidentifikovanych dimert
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resveratrolu a navic o-viniferin a E/Z-pterostilben %9, Dalsi studium odhalilo navic jesté
tvorbu stilbent ampelopsin D, quadrangularin A, isohopeafenol, Z-g-viniferin, ampelopsin H,
Z-miyabenol C, Z/E-w-viniferin. Rozmanitost zastoupeni téchto stilbenti mize souviset se
stidiem rozvoje infekce V. Obdobné rozmanité zastoupeni stilbenti zaznamenal i Mattivi a
kol. @, ktery téz vystavil listy révy vinné piisobeni plisné révové.

Jednim z nejvyznamnéjSich patogenu révy vinné je padli révové. Zatim co plané
kultivary révy jsou celkem odolné proti této plisni, pro kultivary vyuzivané k produkci hroznii
muze tato houba ptedstavovat problém. Vliv této plisné€ na listy révy ma za nésledek téz tvorbu
stilbent: E-piceid, E-resveratrol, E-g-viniferin a E-3-viniferin. Tyto stilbeny byly tvofeny ve
v§ech zkoumanych kultivarech 52,

Pliseni Seda je vSudypiitomny houbovy patogen, ktery kolonizuje starnouci nebo mrtva
rostlinnd pletiva. Enzymy izolované z plisné Sedé jsou schopné oxidovat resveratrol na
g-viniferin a ve vyssi mife oxidovat i pterostilben 1%, Pliseni $ed4 se ukazala byt schopna
tvofit z E-resveratrolu 6 dimert (restrytisol A — C, leachinol F, E-3-viniferin a pallidol), z nichz
nejvice zastoupeny byl E-3-viniferin 354, Pisobenti této plisné na rostlinny material révy vinné

ma téZ za nasledek tvorbu E-resveratrolu a jeho pfeménu na E-§-viniferin (%9,

2.2.2.3 Dimerizace peroxidazami.

Peroxidazy obsahuji Zzelezo v aktivnim misté a jsou velice podobné lakazam. Jak tyto
enzymy ovliviiuji tvorbu produktu, neni jesté zcela Upln€ znamo. Peroxiddzy vyuzivaji
peroxid vodiku, aby katalyzoval oxidativni reakce. Peroxid vodiku je tedy nezbytny pro
funkénost peroxidazy. Prikladem muze byt kienova peroxidaza (Horseradish peroxidase),
ktera katalyzuje reakce podle schéma 19

2 AH + H02, —» 2 A- + 2 H.0 (1)

Vliv kienové peroxidazy na E-resveratrol byl poprvé piedstaven Langcakem a Prycem
v roce 1977 158 Dle téchto autorti peroxidaza v systému aceton-voda byla schopna ménit
E-resveratrol na &-viniferin s vytézkem 41%.

Na jejich metodu navazali japonsti autofi. Ve své praci podrobili E-resveratrol
pusobeni kienové peroxidazy, peroxidazy ze so6ji lusStinaté (Glycine max) a houby
(Arthromyces ramosus). Reakce E-resveratrolu s témito peroxidazami pii 37 °C tvofi
komplexni smés produkth. Pii nizsi teploté poskytuji v systému aceton-voda ve vSech tfech
ptipadech dva dimery E-resveratrolu a to E-d-viniferin a pallidol. V prostiedi ethanolu
poskytuji peroxidazy z G. max a A. ramosus mensi mnozstvi zminénych dvou dimert, ale téz
navic i leachianol F, G a quadrangularin B, C (119,
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Z uvedenych praci vychazel Wilkens a kol. 39, V jeho praci byly sledovany pfemény
kfenovou peroxidazou nejen E-reveratrolu, ale i jeho dimeru E-e-viniferinu. Pii reakci s
E-resveratrolem poskytla tato peroxidaza opét produkt E-3-viniferin spolu s dvéma trimery
pojmenovanymi resviniferin A a B. (-)-e-viniferin vystaveny pisobeni peroxidazy zreagoval
za tvorby Ctyt riznych tetramert E-resveratrolu.

V jiné studii bylo prokazano, Ze kifenova peroxidaza byla schopna pieménit smes
E-resveratrolu s quadrangularinem A na laetevirenol C a D. Nasledné pfeménila smeés
E-resveratrolu s parthenocissinem A na laetevirenol E a parthenocissin B (3,

V dalsi praci bylo dokdzano, jak vyznamnou roli hraje pH, a to nejen na mnozstvi
produktu, ale i na to jaky produkt se bude tvofit. Celkem 7 dimerd E-resveratrolu bylo
syntetizovano kienovou peroxidazou pii rizném pH. Tato peroxidaza v prostfedi acetonu a
pufru (pH 8,0) poskytuje E-6-viniferin jako nejvyznamnéjsi produkt. Snizeni pH na 6,0 ma za
nasledek tvorbu leachianolu F a G spolu s E- a Z-5-viniferinem. Pti pH 5,0 se navic jesté tvoti
pallidol a pifi pH 4,0 jsou tvofeny produkty E-3-viniferin, leachianol F a G v minimalnim
mnozstvi. Navic pfi takto nizkém pH neni tato peroxiddza vyznamné schopna dimerizovat
E-resveratrol 19,

V neposledni fad¢ hraje vyznamnou roli to, jak bude do reakce pridavan peroxid
vodiku. Zpusob ptidavani peroxidu ma vliv na formaci specifického dimeru. Pfidani peroxidu
najednou zpiisobi to, ze kifenova peroxidaza vytvoii E-3-viniferin, kdezto ptidani po kapkach
zpiisobi tvorbu gnetinu C 147,

Kfenova peroxidaza je schopna tvofit i tetramery E-resveratrolu. Jeji pisobeni v 50%

roztoku acetonu méni (+)-g-viniferin na vitisin B a C 57,

2.3 Fentonova reakce

H.J.H Fenton objevil v roce 1894, Ze nékteré kovy jsou schopné zvysit oxidacni silu
peroxidu vodiku. Od tohoto objevu byly reakce katalyzované peroxidem vodiku spolu se soli
daného kovu (pfedevsim Fe', ale i Cu') nazyvany Fentonova reakce. Ve skuteénosti tyto
vybrané kovy jsou schopné generovat hydroxylové radikaly. Vzniklé -OH radikaly jsou
mnohem uc¢inngj$i oxida¢ni Cinidlo nez samotny peroxid vodiku. Produkce hydroxylovych
radikald probiha (OH) dle schéma (58-160);

Fe?* + H,0, — Fe** + -OH + OH~ 2)
Zeleznaty ion zahajuje rozklad peroxidu vodiku, coz ma za nasledek tvorbu radikalti. Tvorba

hydroxylovych radikalti ve vodném prostiedi zahrnuje sled reakeci:
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Fe** + H02 — Fe-OOH?" + H* 3)

Fe-OOH — HO,: + Fe?* (4)

Katalyza timto zpisobem je velice pomala (ks = 0,001-0,01 Ms?). Dale tvoiené radikaly
HO» maji mensi oxida¢ni G¢inek ne radikaly ‘OH. Navic tvorené Fe®" ioty se srazi jako

Fe(OH)s. Uvazenim dalSich reakci (5)-(7), které spotiebovavaji -OH radikaly produkované

Fentonovou reakci, se zda byt tento priibéh méné vhodnym z hlediska u¢innosti oxidace 169,
‘OH + H202 — H20 + HO2: (5)

‘OH + Fe** — Fe® + OH" (6)

Fe¥* + HO» — Fe** + O, + H* @)

Vyssi ucinnosti Ize dosahnou za pomoci katalyzy. Fentonova reakce muze byt katalyzovana
fotochemicky (foto-Fentonova reakce) nebo elektrochemicky (elektro-Fentonova reakce) (69,
Foto-Fentonova reakce umoziiuje regeneraci Fe®* iontd. Mechanizmus foto-Fentonovy reakce
je zobrazen na obrazku 18.

3+

Fe

hv

F62+ ‘OH
Obrazek 18: Schéma foto-Fentonovy reakce (pievzato z 169),

Fentonova reakce probiha za optimalniho pH 3 — 5, pfi¢emzZ pokud je pH pfili§ vysoké

vzniké nerozpustna forma Fe(OH)s a peroxid vodiku je pfeméiovan na kyslik 58,
V soucasné dobé Fentonova reakce a jeji modifikace mize nalézt uplatnéni pii €iSténi
odpadnich vod, oxidaci aZ mineralizaci organickych latek napf. fenold, formaldehydu,

pesticidtl, gumarenskych chemikalii a mnoho dal§ich (58 160),
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3 Experimentalni ¢ast
3.1 Material a metody

3.1.1 Chemikalie

Pti dimerizaci E-resveratrolu byly pouzity nasledujici chemikalie, které byly Cistoty
p.a. nebo vyssi: ethylacetat (Fluka), methanol (Merck), dichlormethan (Merck), acetonitril
(Merck), aceton (Merck), HCI (Sigma-Aldrich), E-resveratrol (Alchimica), chlorid Zelezity
(Sigma-Aldrich), pentahydrat siranu méd’natého (Lachema), heptahydrat siranu zeleznatého
(Lachema), 2-hydroxy-1,4-naftochinon  (Sigma-Aldrich), tetrachloro-1,4-benzochinon
(Sigma-Aldrich), 30% peroxid vodiku (Sigma-Aldrich), karbamidperoxid (adi¢ni slou¢enina
mocoviny a peroxidu vodiku) (Sigma-Aldrich), kyselina octova (Fluka), trihydrat octanu
sodného (Merck), lakaza z outkovky pestré (Trametes versicolor, Sigma-Aldrich) a
destilovana voda.

Mobilni fazi HPLC tvofily acetonitril (LiCrosolv; Merck) a kyselina orthofosfore¢na
(Fluka). Mobilni fazi LC-MS tvotily acetonitril (Fischer-Scientific) a kyselina mravenci

(Sigma-Aldrich). Pro kalibraci byl pouzit standard E-resveratrolu (Sigma-Aldrich).

3.1.2 Pristroje

Krom¢ zadkladniho laboratorniho vybaveni byly v této praci pouzity nasledujici
pristroje: ultrazvukova lazen (UCC4 Powersonic), centrifuga (Hettich, universal 32R), vodni
lazen (VL 05).

Pro tcely adsorpéni chromatografie byly pouzity kolonky SPE zaloZené na extrakci
tuhou fazi (SPE - Solid Phase Extraction): SPE LiChrolut PR-18 (velikost ¢astic 40 — 63 um,
Merck). Byly pouzity kolonky s naplni 200 nebo 500 mg. Pokud neni uvedeno jinak, byly
pouzity kolonky s néplni 200 mg.

Pii izolaci E-g-viniferinu z révi pomoci chromatografickych metod byla pouzita
sklenéna kolona Versatile ECOPYS Solvent Resistant (Kronlab, 25 x 250 mm). Jako
stacionarni faze slouZil polyamid (pro kolonovou chromatografii 6, Fluka). Mobilni faze byla

vhanéna na kolonu mikro ¢erpadlem (MMC/2C).

3.1.2.1 HPLC Metoda
Pii kapalinové chromatografii bylo pouzito ¢erpadlo HPLC Hewlett Packard Ti-series

1050, kolona s reverzni fazi: Phenomenex Luna C18(2) o délce 150 mm, Sifce 2 mm a
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primérem castic 3 um. Objem smycky byl 5 ul. Pratok mobilni faze byl 0,25 ml/min.
Analyza byla provadéna v gradientu acetonitril-kys. orthofosfore¢na-voda. Casova zména

gradientu je uvedena v tabulce I.

Tabulka I: Slozeni mobilni faze pro HPLC.

¢as [min] mnoZstvi A [%] mnoZstvi B [%]

0 80 20
20 20 80
25 0 100

A: 5% acetonitril + 0,1% kyselina orthofosfore¢na
B: 80% acetonitril + 0,1% kyselina orthofosfore¢na

K detekci a kvantifikaci byl pouzit detektor DAD (Agilent, G1315B, spektra byla
zaznamenavana v rozsahu 190 — 600 nm). Detekce a kvantifikace probihala pii 220 a 315 nm.
Vyhodnoceni probihalo pifi 315 nm. Druhy detektor FLD (Agilent, G1321A, fluorescen¢ni
spektra byla zaznamenavana v rozsahu 340 — 600 nm, Ex 315 nm, Em 395 nm). Vyhodnoceni
naméfenych dat bylo zpracovano programem ChemStation for LC 3D ve verzi

A:10.02 [1757].

3.1.2.2 LC-MS Metoda

Pro chromatografii s hmotnostni detekci byl pouzit pfistroj LCQ Accela Fleet (Thermo
Fisher Scientific, San Jose, CA, USA) vybaveny iontovymi zdroji (ESI, APCI a APPI) a
detektorem diodového pole. Byla pouzita kolona Hypersil Gold (Thermo Electron Corporation,
Bellefonte, PA, USA) s rozméry 50 x 2,1 mm a primérem ¢astic 1,9 um a gradient tvofeny

smési voda-acetonitril-kyselina mravenci 62, Profil gradientu je uveden v tabulce II.

Tabulka Il: Gradient mobilni faze pro LC-MS spektrometrii.

¢as [min] mnozstvi A [%] mnozstvi B [%]

0 100 0
1 100 0
14 50 50
15 0 100

A: 5% acetonitril + 0,1% kyselina mravenci

B: 80% acetonitril + 0,1% kyselina mravenci
Nasttikovy objem byl 10 pl a priitok 0,4 ml/min. Pfi ionizaci pomoci APCI zdroje byla teplota
kapilary 275 °C, teplota odpatfovani 400 °C, prutok ochranného plynu dusiku 58 I/min a
pomocného 10 1/min, napéti zdroje 6 kV, zdrojovy proud 5 uA a kapilarni napéti 10 V (162),
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3.1.3 Dimerizace E-resveratrolu lakazou

Dimerizace E-resveratrolu pomoci lakazy z outkovky pestré (T. versicolor) byla
provedena na zakladé literatury (146 148),

Dle tabulek byl ptipraven acetatovy pufr (0,1 mol/l, pH 5) smichanim 6,78 ml roztoku
octanu sodného (0,1 mol/l) s 3,22 ml roztoku kyseliny octové (0,1 mol/l). Do kazdé ze tii
vialek oznaceny vzorek €. 1 — 3 bylo navazeno 2,4 mg lakazy. Lakaza byla rozpusténa v 1 ml
acetatového pufru. Reakce ve vzorcich byla zahdjena pfidanim 1 ml roztoku resveratrolu
(2 mg/ml). Vzorky byly obaleny alobalem, tak aby reakce probihala ve tmé a umistény na
ttepacku. Reakce byla ukoncena po 18 h a 15 min extrakci do ethylacetatu. Extrakce probihala
tak, ze vzorky byly nafedény 7 ml destilované vody. Poté byly pfidany 2 ml ethylacetatu a
vzorek byl protiepan. Po ustaleni fazového rozhrani byl ethylacetatovy podil odebran a
extrakéni postup dvakrat opakovan pfidanim 1 ml ethylacetatu. Ethylacetat byl pak ze vzorki

odstranén proudem dusiku pii 40 °C a odparek byl pfed vlastnim méfenim metodou HPLC

(viz kapitola 3.1.2.1) rozpustén v 1 ml methanolu.
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3.1.4 Dimerizace E-resveratrolu 2-hydroxy-1,4-naftochinonem

Vzorky 1 — 8 byly pfipraveny tak, ze k navazce 20,0 mg 2-hydroxy-1,4-naftochinonu
(114,8 pumol) bylo pifidano 0,2 ml methanolového roztoku E-resveratrolu (100,08 mg/ml,;
87,7 umol). Vzorky ¢. 1, 2, 5 a 6 byly nafedény 1,1 ml methanolu a 0,4 ml vody. Tyto vzorky
po pridani vody zcervenaly. Vzorky €. 3, 4, 7 a 8 byly nafedény 1,5 ml methanolu. Vzorky ¢.
5, 6, 7 a 8 byly ozatovany pii 254 nm po dobu 30 min. Vzorky ¢. 1 — 4 byly uchovavany po
dobu reakce ve tmé a vzorky ¢. 5 — 8 byly k nim pfidany po ozafovani. Reakce probihala pii
laboratorni teploté. Po 5 dnech od zacatku reakce byla ¢ast (0,1 ml) od kazdého vzorku
odebrana, naredéna 15x a zméfena pomoci kapalinové chromatografie. Nafedéné podily
vzorku €. 2, 4, 5 a 7 byly ponechany na svétle. Po 49 dnech od zacatku reakce byla znovu ¢ast
(0,1 ml) od kazdého vzorku odebrana, nafedéna 15x a znovu zméfena. Téz byly zméteny i
diive nafedéné podily, které byly od patého dne reakce ponechdny na svétle u okna pfi
laboratorni teploté. Od 49. dne od zahajeni reakce byly vzorky 1 — 8 pieneseny ze tmy a
umistény na svétle u okna pfti laboratorni teploté. Posledni méteni vzorkt ¢. 1 — 8 probéhlo po

62 dnech od zacatku reakce.
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3.1.5 Dimerizace E-resveratrolu tetrachloro-1,4-benzochinonem

Byl pfipraven zasobni roztok E-resveratrolu (14,8 mg/ml) v acetonitrilu, jez byl ¢iry
S nepatrnym mnozstvim bilych ¢asti nerozpusténého E-resveratrolu, a zasobni roztok
tetrachloro-1,4-benzochinonu v acetonitrilu (dale jen p-chloranil; 15,51 mg/ml), ktery byl
zluty s Zlutymi nerozpusténymi ¢astmi.

Vzorky ¢. 1 — 6 byly vytvofeny smichanim 1 ml (Ciré Casti) zasobniho roztoku
p-chloranilu (63 umol) s 1 ml zasobniho roztoku E-resveratrolu (¢iré ¢asti; 64,8 umol). Ihned
po smichani zluty roztok p-chloranilu s ¢irym roztokem E-resveratrolu vytvofily lehce
nafialovélé zbarveni (podobné lihovému fixu). Odlisnost mezi jednotlivymi vzorky byla
tvofena podminkami, béhem kterych reakce probihala. Vzorky ¢. 1 a 2 byly po dobu reakce
ponechany na svétle pfi laboratorni teploté. Vzorky ¢. 3 a 4 byly uchovavany ve tmé pii
laboratorni teploté béhem reakce. Vzorky €. 5 a 6 byly po dobu reakce umistény do tepelného
bloku pfi teploté 50°C a piikryty alobalem.

Reakce probihala po dobu 17 h 40 min. Po ukonceni reakce byla ¢ast od kazdého vzroku
nafedéna a méfena pomoci kapalinové chromatografie.

Plvodni vzorky €. 1, 3 a 6 byly po 19 h 20 min od zah4jeni reakce ozafovany UV
lampou pfi 254 nm po dobu 4 h. Po ukonceni ozatovani byla ¢ast od kazdého z téchto vzorkl
ziedéna a zmétena pomoci kapalinové chromatografie.

Vzorek €. 7 byl pripraven tak, ze bylo smichano 1 ml ozéafeného vzorku ¢. 1 a 0,1 ml
HCl o koncentraci 0,05 mol/l. Ihned po smichani byla ¢ast tohoto vzorku nafedéna a zmétena.
Vzorek €. 7 byl pak uloZen ptes noc pti laboratorni teploté. Dalsi den byla ¢ast tohoto vzorku
Znovu natfedéna a zméfena.

Dale byl piipraven roztok p-chloranilu (0,99 mg/ml) v acetonitrilu zfed’€n 50x a

zméten pomoci kapalinové chromatografie.

3.1.5.1 Vliv vody na reakci

Vzorek €. 8 byl pfipraven smichanim 0,5 ml roztoku E-resveratrolu v acetonitrilu
(2,94 mg/ml; 6,4 umol) s 0,5 ml roztoku p-chloranilu v acetonitrilu (3,18 mg/ml; 6,4 umol).
Smés byla protfepana a ulozena ve tmé pfi laboratorni teploté. Po 23 h byla ¢ast vzorku ¢. 8
nafedéna a zméetena. Z vzorku €. 8 byly vytvofeny vzorky €. 9 a 10 tak, ze k odebranému podilu
vzorku €. 8 (0,1 ml) bylo po 24 h od zacatku reakce piidano 0,05 ml destilované vody (vzorek
¢. 10) a dalsi odebrané ¢asti vzorku ¢. 8 (0,1 ml) bylo piidano 0,05 ml deionizované vody
(vzorek ¢. 11).
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3.1.6 Dimerizace E-resveratrolu chloridem Zelezitym

Pro vzorky 1 a 2 byla reakce nasledujici: 0,4 ml roztoku E-resveratrolu (100,08 mg/ml;
175,3 umol) bylo smichano s 0,8 ml vodného roztoku chloridu zelezitého (93 mg/ml;
458 umol). Pro vzorky 3 a 4 byla reakce nasledujici: 0,4 ml roztoku E-resveratrolu
(100,08 mg/ml 175,3 pumol) bylo smichano s 0,8 ml methanolového roztoku chloridu
zelezitého (93 mg/ml; 458 umol). Po smichani se ve vzorcich 3 a 4 vytvoftila v reakéni smési
srazenina, ktera byla rozpusténa ptfidanim 0,5 ml methanolu. Vsechny vzorky byly prvni
hodinu reakce prubézné protfepavany. Reakce probihala ve tmé za laboratorni teploty a byla
ukoncena po 71,5 h.

Po ukonceni reakce byly vzorky €. 1 a 3 procistény ptres SPE RP18 a vzorky ¢. 2 a4
procistény extrakci do ethylacetatu. Vzorek 1 byl zfedén 60 ml destilované vody. Tento vzorek
po pfidani vody zezelenal a nasledné zménil barvu pfes Zlutozelenou az na vyslednou
zelenohnédou. Vzorek ¢. 3 byl zfedén 50 ml destilované vody. Vzorek mél po nafedéni vodou
hnédou barvu odlisnou od vzorku 1. SPE kolonky byly aktivovany 2x podilem methanolu a
poté 2x objemem kolonky destilovanou vodou. Nasledné byly zfedéné vzorky aplikovany na
aktivované kolonky. Poté byly kolonky vysuSeny. Po tomto kroku byly sorbované latky
eluovany 2 + 1 ml methanolem.

Vzorky €. 2 a 4 byly zfedény vodou 3x. Nasledné byly ke kazdému vzorku pridany
2 ml ethylacetatu a obsah protiepan. Po protfepani se nechaly vzorky 20 min ustalit a po této
dobé byly centrifugovany pii 20 °C, 3000 ot/min, 10 min. Po centrifugaci se odebral
ethylacetatovy podil. Postup extrakce se opakoval znovu s 2 ml a poté 1 ml ethylacetatu.
Odebrany ethylacetat byl odpafen proudem dusiku (pii 40°C) a susina byla rozpusténa ve 3 ml
methanolu. Procisténé vzorky byly pak zméfeny kapalinovou chromatografii (viz kapitola
3.1.2).

3.1.6.1 VIiv reaké¢ni doby

Vzorky ¢. 5 a 6 byly pfipraveny opakovanim postupu vzorku ¢. 2. Doba reakce byla
prodlouzena na 20 dni. Barva vzorkl byla tmavozelena aZ ¢erna. Po ukonceni reakce byly
vzorky procistény extrakci do ethylacetatu stejnym zplisobem, jako je uvedeno u vzorku €. 2.
Nasledné byl ethylacetat ze vzorkli odpafen proudem dusiku (pii 40°C) a susSina byla
rozpusténa ve 3 ml methanolu. Po 15 dnech od procisténi extrakei do ethylacetatu byl odebran
1 ml procisténého vzorku ¢. 6. Methanol byl odstranén proudem dusiku pii 40 °C a odparek

byl rozpustén v 1 ml dichlormethanu.
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Do prazdné SPE kolonky byl umistén filtr, na n¢j se nanesla vrstva 8,5 mm vyzihan¢ho
silikagelu a obsah byl znovu pfikryt filtrem. Silikagel byl aktivovan dichlormethanem.
Po aktivaénim kroku byl aplikovan 1 ml pfipravené¢ho dichlormethanového vzorku ¢&. 6.
Nasledovalo promyvani 2 ml dichlormethanu (frakce I). Silikagel nebyl po tomto kroku susen.
V dalsim kroku byl silikagel promyt 20 ml roztoku dichlormethanu s acetonem
(18 dichlormethan : 2 aceton; frakce I1). Po tomto kroku byl silikagel vysusen a nasledné byl
promyvan acetonem 2x 1 ml (frakce III). Posledni promyvani bylo 2x 1 ml methanolu
(frakce V).

3.1.6.2 Vliv UV zafeni na reakci

Vzorky €. 7 — 10 byly pfipraveny smichanim 0,2 ml methanolového roztoku
E-resveratrolu (100,08 mg/ml; 87,6 wmol) s 0,8 ml vodného roztoku chloridu zelezitého
(46,5 mg/ml; 229,3 umol). K vzorkiim ¢. 9 a 10 bylo nasledné pfidano 0,7 ml methanolu.
Vzorky ¢. 7 a 8 byly ozafovany po dobu 15 min UV lampou pfi 254 nm a dale reakce probihala
71 h ve tmé¢ pfi laboratorni teploté. Po ukonceni reakce byl methanol a ¢ast vody ze vzorkl
odstranén proudem dusiku pti 40 °C. Ke vzorkiim, jeZ obsahovaly zbytek vody, byl pfidan
1 ml ethylacetatu a 0,8 ml vody. Vzorky byly ponofeny na 1 min do ultrazvukové lazné a
protfepany. 15 min po vytvofeni fazového rozhrani se ethylacetatovy podil odebral.
Extrahovani do ethylacetatu probihalo celkem 3x s podilem 1 ml, 1 ml a 0,5 ml. Z odebraného
podilu byl odpaten ethylacetat proudem dusiku pii 40 °C. Vzorky byly pak rozpustény v 2 ml

methanolu a méfeny pomoci kapalinové chromatografie (viz kapitola 3.1.2).

3.1.6.3 Vliv vody na reakci

Pti ptipravé zasobnich roztokid v tomto oddilu, byl pouzit pouze vysuseny methanol.
Vzorek ¢. 11 byl ptipraven smichanim 0,5 ml zasobniho roztoku E-resveratrolu (2,97 mg/ml;
6,5 umol) s 0,5 ml zasobniho roztoku chloridu zelezitého (1,94 mg/ml; 5,9 umol). VVzorek byl
protiepan a uchovan pfi laboratorni teploté ve tmé. Po 23 h byla ¢ast vzorku €. 11 nafedéna a
métena pomoci kapalinové chromatografie. Z vzorku ¢. 11 byly vytvotreny vzorky ¢. 12 a 13
tak, Ze k odebranému podilu vzorku ¢. 11 (0,1 ml) bylo po 24 h od zacatku reakce ptidano
0,05 ml destilované vody (vzorek ¢. 12) a k dal$i odebrané ¢asti vzorku ¢. 11 (0,1 ml) bylo
ptidano 0,05 ml deionizované vody (vzorek ¢. 13). Vzorky ¢. 12 a 13 byly po tfech dnech
zfedény a zméfeny. Vzorky €. 12 a 13 byly nasledné €istény ptes SPE kolonky. Z divodu
malého mnozstvi a zadného vlivu na vysledek mezi destilovanou a deionizovanou vodou byly
oba tyto vzorky smichany a nafedény vodou tak, aby byl procentualni obsah methanolu 2%.

Smés téchto vzorkt byla nanesena na predem aktivovanou SPE-RP18 kolonku. Po vysuSeni
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kolonky byl vzorek eluovan 2 x 0,5 ml methanolu. Extrakt z SPE byl oznacen jako vzorek ¢.
14. Tento vzorek byl nasledné méfen pomoci kapalinové chromatografie a chromatografie
s hmotnostni detekci (viz kapitola 3.1.2). Dale byla méfena Cast, ktera se na kolonce
nezachytila.

Vzorek €. 15 byl vytvoren tak, Zze 0,1 ml vzorku €. 11 (4 dny od zaCatku reakce,
uchovavan ve tmée pii laboratorni teplot¢) bylo smichano s 0,2 ml deionizované vody. Vzorek
¢. 15 byl uchovavan ve tmé pfi laboratorni teploté. Po jednom dni byla ¢ast vzorku ¢. 15

nafedéna a zméiena metodou HPLC.
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3.1.7 Dimerizace E-resveratrolu pomoci Fentonovy reakce

3.1.7.1 Fentonova reakce s FeSO4

Byl ptipraven zasobni roztok FeSO4 v destilované vodé (10 mmol/l), dale byl pfipraven
zasobni roztok E-resveratrolu v methanolu (100 mmol/l).

Vzorek ¢. 1 byl pfipraven smichanim 0,4 ml zasobniho roztoku FeSOs (4 pumol)
s 0,4 ml zasobniho roztoku E-resveratrolu (40 umol). Po smichani se vytvofil zakal, ktery byl
rozpustén piidanim 1,4 ml methanolu. Nasledn€ byla reakéni smés okyselena 5 kapkami 0,1 M
HCl na pH kolem 3 pH papirkem. Reak¢ni smés byla umisténa do vodni 1azné (40 °C). Reakce
byla zahajena ptidanim 4 x 10 pl (0,4 pmol) peroxidu vodiku (30%). Po kazdém ptidani 10 pl
peroxidu vodiku byla reakéni smés promichana ve vodni ldzni. Béhem reakce byl vzorek
pribézné protiepavan. Po jedné hoding byla ¢ast vzorku (10 pl) zfedéna 50x methanolem a
zméfena metodou HPLC (vzorek oznacen 1A). Po 1h 20 min bylo ptidano znovu 4 x 10 pl
peroxidu vodiku (30%). Po kazdém ptidani podilu byla reakéni smes promichdna ve vodni
lazni. Béhem reakce byl vzorek pribézné protiepavan. Po 1h 50 min byla reakce ukonéena,
vzorek vyjmut z vodni 1azn¢ a po ustaleni teploty byl nafedén a méfen pomoci kapalinové
chromatografie (vzorek ozna¢en 1B). Vysledna barva vzorku piipominala rez oproti
puvodnimu lehce zelenému zabarveni. Po 5 dnech byla znovu ¢éast vzorku €. 1 natfedéna a
zméfena metodou HPLC (vzorek oznacen 1C).

Ctyfi dny od zahajeni reakce bylo 0,5 ml vzorku &. 1 &isténo pres SPE kolonku.
Kolonka byla aktivovana (2x objemem kolonky) methanolem a poté (2x objemem kolonky)
destilovanou vodou. 0,5 ml vzorku €. 1 bylo zfedéno 15 ml destilované vody. Takto zfedény
vzorek byl pouzit na procisténi. Béhem vlastniho ¢iSténi se nad filtrem kolonky vytvofila
hnéda usazenina, kterd zpomalovala pribéh ¢isténi. Po prichodu vzorku byla usazenina
zvifena destilovanou vodou a odebrana pasterkou. Tento vzorek z usazeniny byl nasledné
protiepan do ethylacetatu. Ethylacetatovy podil byl pak odebran, odparen proudem dusiku pii
40 °C a rozpustén v 0,2 ml methanolu. Pred vlastni eluci byla SPE kolonka vysusena. Vzorek
¢. 1 byl z SPE eluovan 1 a 0,5 ml methanolu a nasledné méfen metodou HPLC a LC-MS (viz
kapitola 3.1.2.2).
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3.1.7.2 Fentonova reakce s CuSOa

Byl piipraven zasobni roztok CuSOa v destilované vodé (10 mmol/l) a zasobni roztok
E-resveratrolu v methanolu (100 mmol/l).

Vzorek €. 2 byl ptipraven smichanim 0,4 ml zasobniho roztoku CuSOs (4 umol)
s 0,4 ml zasobniho roztoku E-resveratrolu (40 umol). Po smichani se vytvofil zakal, ktery byl
rozpustén piidanim 1,4 ml methanolu. Nésledné byla reakéni smés okyselena 5 kapkami 0,1 M
HCl na pH kolem 3 pH papirkem. Reak¢ni smés byla umisténa do vodni 1azn¢ (40 °C). Reakce
byla zahajena ptidanim 4 x 10 ul (0,4 pmol) peroxidu vodiku (30%). Po kazdém piidani 10 pl
peroxidu vodiku byla reakéni smés promichdna ve vodni lazni. Po jedné hodiné byla ¢ast
vzorku (10 pl) zfedéna 50x methanolem a méfena metodou HPLC (vzorek oznagen 2A). Po 1h
20 min bylo pfidano znovu 4 x 10 pl peroxidu vodiku (30%). Po kazdém piidani podilu byla
reakéni smes promichana ve vodni lazni. Béhem reakce byl vzorek pribézné protiepavan.
Po 1h 50 min byla reakce ukon¢ena nafedéna ¢ast vzorku a zméfena (vzorek oznacen 2B).
Po ukonceni reakce byla vysledn4 barva vzorku €. 2 oranzovo-Cervend oproti ptivodnimu
namodralému zabarveni. Po 4 dnech, od ukonceni reakce, byla znovu ¢ast vzorku ¢. 2 nafedéna
a métena (vzorek oznacen 2C).

Tti dny od zahajeni reakce bylo 0,5 ml vzorku €. 2 ¢isténo pies SPE kolonku. Kolonka
byla aktivovdna (2x objemem kolonky) methanolem a poté (2x objemem kolonky)
destilovanou vodou. 0,5 ml vzorku €. 2 bylo zfedéno 15 ml destilované vody. Takto zfedény
vzorek byl pouzit na procisténi. Tento vzorek netvotil usazeninu nad filtrem SPE kolonky.
Pted vlastni eluci byla kolonka vysusena. Vzorek ¢. 2 byl z SPE eluovan 1 a 0,5 ml methanolu
a nasledn¢é méten metodou HPLC a LC-MS (viz kapitola 3.1.2.2).

3.1.7.3 Fentonova reakce s CuSOu - vliv okyseleni

Vliv okyseleni byl zkouman na vzorcich ¢. 3 — 8. Reakce v téchto vzorcich probihala
pii teploté 30 °C. Ptiprava téchto vzorka byla identicka s ptipravou vzorku ¢. 2. Jedinym
rozdilem bylo ptfidané mnoZzstvi 0,1 M HCI. Okyseleni bylo pro jednotlivé vzorky nésledujici:
Vzorky €. 3 a 4 nebyly okyseleny, vzorky ¢. 5 a 6 byly okyseleny 2 kapkami 0,1 M HCI,
vzorky ¢. 7 a 8 byly okyseleny 5 kapkami 0,1 M HCI. Ptipravené vzorky byly pted ptidanim
peroxidu vodiku umistény do vodni 1azn€ nastavené na 30 °C. Po ustaleni teploty byla
zahajena reakce pridanim 4 x 10 pl peroxidu vodiku (30 %). Po kazdém ptidani 10 pl peroxidu
vodiku byla reak¢éni smés promichana ve vodni lazni. Po 1 h 20 min bylo ptidano znovu 4 x
10 pl peroxidu vodiku (30 %). Po kazdém piidani podilu byla reakéni smés promichana ve
vodni lazni. Béhem reakce byly vzorky prubézné protiepavany. Po 1 h 50 min byla reakce

ukonc¢ena a vzorky vyjmuty z vodni lazné. Po ustaleni teploty ve vzorcich byla ¢ast od kazdého
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vzorku nafedéna a méfena metodou HPLC. V prub¢hu reakce se barva vzorka ménila z lehce

namodralé pfes oranzovou az na oranzovo-¢ervenou.

3.1.7.4 Fentonova reakce s CuSOs - vliv teploty

Vliv teploty byl sledovan na vzorcich ¢. 9 — 12. Piiprava vSech téchto vzorkl byla
identickd s pfipravou vzorku ¢. 2. AZ na nastaveni odlisné teploty vodni lazné, bylo
postupovano stejnym zptusobem jako u tohoto vzorku. Vzorky ¢. 9 a 10 byly ptfed zahajenim
reakce a béhem reakce umistény do vodni 1azné nastavené na 60 °C. Vzorky ¢. 11 a 12 nebyly
umistény do vodni lazn¢ a teplota ptfed a béhem reakce odpovidala laboratorni teplote.
Vsechny tyto vzorky nebyly méfeny po prvnim ptidavku peroxidu, ale byly méfeny az po

ukondeni reakce.

3.1.7.5 Optimalizace ¢iSténi extrakci tuhou fazi

Za ucelem cisténi vzorkll a zakoncentrovani dimeru byla provedena extrakce tuhou
fazi, pti niz byly pouzity SPE-RP18 kolonky (500 mg). S cilem ziskat co nejvice dimeru, byly
pouzity oba duplicitni vzorky &. 9 a 10. Ci§téni probihalo 21 dni od ukondeni reakce, vzorky
byly béhem této doby skladovany ve tmé pii laboratorni teploté. 1 ml vzorku ¢. 9 spolu s 1 ml
vzorku €. 10 byl zfedén 31 ml destilované vody tak, aby vysledné zastoupeni methanolu bylo
ptiblizn¢ 5%. SPE kolonka byla aktivovana 2 x methanolem a 2 x 5% methanolem.
Nésledovalo naneseni vzorku, po némz byla kolonka vysuSena. Eluce probihala

Vv nasledujicich frakcich:

Frakce | - nesorbovano, 5% methanol (ptiblizné¢ 35 ml)
Frakce Il - 50% methanol (2 x 1 ml)

Frakce 111 - 80% methanol (2 x 1 ml)

Frakce IV - 100% methanol (2 x 1 ml)

Frakce V - 100% ethylacetat (2 x 1 ml)

Mezi frakci IV a V byla kolonka vysuSena. Ethylacetat byl z frakce V odpaten pii 40 °C
proudem dusiku, a susina rozpusténa v 0,2 ml methanolu.

V zavislosti na vysledcich, bylo ¢isténi provedeno znovu s jemnéji odstupniovanou
polaritou eluentu. Pro toto Cisténi byly pfipraveny nové vzorky ¢. 13 — 15. Kazdy vzorek byl
pfipraven opakovanim postupu vzorku €. 2. Jedinym rozdilem bylo okyseleni, které bylo
provedeno pouze 2 kapkami 0,1 M HCIl. Vzorky byly pfed zahdjenim reakce umistény do
vodni 1azné (40 °C). Reakce byla zah4jena ptidanim 4 x 10 pl peroxidu vodiku (po kazdém
ptidavku peroxidu byl vzorek promichan). Po 1 h 20 min byl stejnym zpiisoben znovu ptidan

peroxid vodiku (4 x 10 pl). Po kazdém piidani podilu byla reak¢éni smés promichdna ve vodni
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lazni. B€hem celého prubehu reakce byly vzorky priubézné protfepavany. Po 1 h 50 min byla
reakce ukoncena a vzorky vyjmuty z vodni lazné. Po ustaleni teploty ve vzorcich byly 2 ml od
kazdého vzorku nafedény 31 ml destilované vody. Vzorky byly nésledné ¢istény pies SPE-
RP18 (500 mg). Tyto kolonky byly pfedem aktivovany 2 x objemem methanolu a 2 x objemem

5% methanolu. V dalsim kroku byl nanesen vzorek. Eluce a rozdéleni do frakci probihalo

nasledovné:
Frakce | - 30% methanol (2 x 1 ml)
Frakce Il - 50% methanol (2 x 1 ml)
Frakce 111 - 60% methanol (2 x 1 ml)
Frakce IV - 80% methanol (2 x 1 ml)
Frakce V - 100% methanol (2 x 1 ml)

3.1.7.6 Fentonova reakce s CuSOq p¥i pouZiti karbamidperoxidu

Do vialek oznacenych vzorky ¢. 16 — 18 bylo navazeno 76 mg peroxyhydratu
mocoviny. Do kazdého vzorku bylo pfidano 0,4 ml roztoku E-resveratrolu v methanolu
(100 mmol/I; 40 umol), 0,4 ml roztoku CuSQO4 ve vodé (10 mmol/l; 4 umol), 1,4 ml methanolu
a nakonec byla reak¢ni smés okyselena 2 kapkami 0,1 M HCI. Vzorky byly béhem reakce (1 h
50 min) umistény do vodni lazné pti 40 °C. Béhem vlastni reakce byly vzorky prabézné
protiepavany. Po ukonceni reakce byly vzorky natfedény 7 ml destilované vody. Nésledovalo
gisténi extrakci do ethylacetatu. Cisténi probihalo ve 3 krocich s objemy 2 ml, 1 ml, 1 ml
ethylacetatu. V kazdém kroku byl ethylacetat z jednotlivych vzorki odebran. Odebrané vzorky
byly pak zbaveny ethylacetatu proudem dusiku pii 40 °C. Susina byla pak rozpusténa ve 2 ml
methanolu a fedéna pfed méfenim metodou HPLC.

Pro porovnani Fentonovy reakce mezi karbamidperoxidem a béznym peroxidem
vodiku byly vytvoteny vzorky ¢. 19 — 21. Tyto vzorky byly pfipraveny stejnym postupem jako
vzorky €. 13 — 15 a reakce probihala za stejnych podminek. Rozdil nastal az pfi jejich ¢isténi.
Pied vlastnim ¢isténim byly vzorky nafedény 7 ml destilované vody. Cisténi bylo provedeno

extrakci do ethylacetatu ve tfech krocich identicky jako u vzorka ¢. 16 — 18.
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3.1.8 lzolace E-g-viniferinu z révi pomoci chromatografickych metod

Bylo navazeno 17,12 g polyamidu, ktery byl vlozen do kolony. Kolona byla sestavena
dle uvedeného schéma (obr. 19). Vyska polyamidového sloupce ¢inila 17,1 cm, a pramér
kolony odpovidal 25 mm. Kolona byla aktivovana 60 ml 40% methanolu. K separaci byl

pouzit zakoncentrovany methanolovy extrakt z révi, jehoz objem byl 2,7 ml.

u hadicka
I Sroub
ferule

pist

zajistovaci Sroub

trojité tésnéni

} pojistny krouzek

pojistna matice

sklenéné télo

Obrézek 19: Schéma sestaveni kolony.

Vlastni separace probihala ve frakcich 0 objemu 100 ml s vyjimkou posledni frakce, ve které
bylo pouzito pouze 40 ml. 2. pokus byl proveden bez 20% methanolu. Jednotlivé rozdéleni

frakei je uvedeno v tabulce 111

Tabulka I11: Rozdéleni frakci.

1. pokus 2. pokus
frakce | 70% methanol 70% methanol
frakce Il 20% methanol 85% methanol
frakce Il 85% methanol 90% methanol
frakce IV 90% methanol 100% methanol
frakce V 100% methanol 100% methanol
frakce VI 100% methanol
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4 Vysledky

4.1 Kalibrace

Kalibra¢ni pifimka byla ziskana proméfenim roztoku standardu E-resveratrolu, pii
315 nm. Linearni regrese kalibracni pifimky méla tvar y = 271,16X + 5,7854 a korelacni
koeficient mél hodnotu 0,9947. Tato kalibrace byla pouzita ke stanoveni obsahu
E-resveratrolu a obsahu jeho dvou dimert E-g-viniferinu a E-4-viniferinu jako ekvivalentu

E-resveratrolu.

4.2 Namérena data

Dimery E-resveratrolu (E-e-viniferin a E-d-viniferin) byly uréeny tak, ze namétena
data (retencni Casy, UV spektra, LC-MS spektra) byly porovnany s udaji uvedenymi
V literatuie. Jako dalsi ur¢ujici krok E-e-viniferinu slouzil extrakt z révi révy vinné, kde spolu
s E-resveratrolem patti E-g-viniferin k nejvyznamnéji zastoupenym latkam. Absorpéni spektra

E-resveratrolu a E-g-viniferinu jsou uvedena na obrazku 20.

*DAD1,10.502 (1332 mAU,Apx) Ref= 9.035 & 13.368 of VV000747.D 7*DAD1.13.868 (107 mAU,Apx) Ref=13.775 & 14.048 of VIN04260.D
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Obrazek 20: Absorpéni spektra E-resveratrolu a E-g-viniferinu.

Urceni E-6-viniferinu, ktery byl produktem mnohych reakci, se zakladalo kromé vyse
zminéného méfeni téz na zméteni NMR spekter. Vzhledem k nedostate¢né ¢istému produktu
reakce se pomoci NMR méfeni jednoznaéné neprokazala struktura tohoto dimeru. Vse vsak
naznacuje tomu, ze Se bude jednat o E-8-viniferin. Dalsi méfeni NMR spekter bude znovu

provedeno u produktu reakce resveratrolu s lakazou, pti které byl E-3-viniferin ziskan Cist&jsi.
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4.2.1 Dimerizace E-resveratrolu lakazou

Reakce E-resveratrolu lakazou z outkovky pestré poskytla stejny produkt jako
Fenotonova reakce s CuSOs nebo jako reakce E-resveratrolu s chloridem zelezitym ve
vysuseném methanolu s dodateéné piidanou vodou. Dle literatury @46 148) se jedna o dimer
E-&-viniferin.

Pti vlastni extrakci do ethylacetdtu se vytvofila jakasi bild mezifaze. Ta nebyla
odebrana. V druhém a tfetim extrakénim kroku jiz nebyla tak vyznamné patrna jako v kroku
prvnim. Vzorek €. 1 ale obsahoval tuto bilou mezifaze vice nez zbylé dva vzorky.

Vyhodnocena data dimerizace E-resveratrolu lakazou jsou zobrazeny na obrazku 40,
aby je bylo mozné porovnat dimerizaci za pomoci modifikované Fentonovy reakce s CuSQa.
Kromé¢ zminéného dimeru vzniklo jest¢ minimalni mnozstvi dalSich dvou latek s podobnymi
UV-VIS spektry a blizkym retenénim Casem. Zaznam z kapalinové chromatografie je

zobrazen na obrazku 21.

DAD1 B, Sig=315,4 Ref=450,40 (VIN04870.D)
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Obrazek 21: Zaznam z kapalinové chromatografie vzorku €. 2.

Z vysledku vyplyva (obr. 21), ze lakaza dimerizuje E-resveratrol velice specificky. Pii
této reakci nevznika totiz rozmanitd Skala produkti a veskery E-resveratrol byl spotiebovan

reakci.
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4.2.2 Dimerizace E-resveratrolu 2-hydroxy-1,4-naftochinonem

Podle vyhodnocenych vysledk lze usuzovat, ze E-resveratrol s 2-hydroxy-1,4-
naftochinonem téméi nereaguje. Bylo zkoumano né€kolik modifikaci této reakce vcetné
pusobeni UV zaieni o vinové délce 254 nm ¢i vliv sluneéniho svétla. Vzorky 1 — 8 byly méfeny
5. den reakce a 49. den reakce metodou HPLC (kap. 3.1.2.1) pfi niZ nebyly detekovany zadné
produkty, jevici se jako dimer, ve vzorcich. Naproti tomu v nafedénych podilech vzorku €. 2,
4,5 a 7, uchovavanych na svétle od 5. dne reakce po dobu 44 dni, bylo naméfeno nepatrné
mnozstvi potencionalnich dimerd (obr. 22). Slune¢ni zafeni tedy nejvyznamnéji ovliviiovalo

reakci, jez vedla k produkci minoritniho zastoupeni produkti.

DADL1 B, Sig=315,4 Ref=450,40 (D:\DATA\LUKT~1\HPLC\VV000723.D)
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Obrazek 22: Ziedény vzorek €. 7 uchovavany od 5. dne reakce 44 dni na svétle.

Neznama latka s retencnim ¢asem 9,9 min byla pfitomna ve vSech vzorcich v této sekci.

Dale byly méteny vzorky 1 — 8, které byly 49 dni uchovavany ve tmé a od 49. dne
umistény na 13 dni na svétle u okna pfi laboratorni teploté. Naméfené chromatogramy byly
podobné jako na obrazku 22. Mnozstvi latek jevici se jako potencionalni dimery bylo mnohem
nizsi.

Vzhledem k nedostate¢nému mnozstvi vzniklych produkti reakce, nebyl zadny ze
vzorku reakce E-resveratrolu s 2-hydroxy-1,4-naftochinonem méten pomoci metody LC-MS
(kap. 3.1.2.2).
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4.2.3 Dimerizace E-resveratrolu tetrachloro-1,4-benzochinonem

Dimerizace E-resveratrolu s p-chloranilem byla studovana v prosttedi acetonitrilu za
riznych reakénich podminek (viz kapitola 3.1.5). Z namétenych vzorki 1 — 6 vyplyva, Ze tato
reakce neprobiha. Naméfené chromatogramy mezi jednotlivymi vzorky 1 — 6 byly prakticky

stejné, jako je uvedeno na obrazku 23.

DADL1 B, Sig=315,4 Ref=450,40 (D:\DATA\LUKT~1\HPLC\VV000730.D)
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Obrazek 23: HPLC chromatogram vzorku €. 1.

Vrchol, ktery je na obrazku 23 s reten¢nim ¢ase 15,7 min, odpovida jednomu ze dvou

vrcholt p-chloranilu a jeho absorpéni spektru je zobrazeno na obrazku 24.

*DAD1,15.587 (38.7 mAU, - ) Ref=15.487 & 16.133 of VVV000730.D
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Obrazek 24: Absorpéni spektrum prvniho vrcholu p-chloranilu.

Druhy vrchol p-chloranilu, ktery mél reten¢ni ¢as 20,3 min ma absorp¢ni spektrum

uvedené na obrazku 25.
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*DAD1,20.623 (18.2 mAU, - ) Ref=20.383 & 21.249 of VV000732.D
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Obrazek 25: Absorpéni spektrum druhého vrcholu p-chloranilu.

Oba vrcholy odpovidajici p-chloranilu byly ureny zméfenim samotného roztoku
p-chloranilu v acetonitrilu pouZitého pfi ptipravé vzorktt metodou HPLC.

Ozatovanim vzorku €. 1, 3 a 6 nemélo téZ Zadny dopad na reakci. Stejné tak dopadl 1
pokus rozb&hnout reakei okyselenim ozafené¢ho vzorku €. 1. Pfestoze okyseleni nezptisobilo
zadnou zmeénu, co se tyCe E-resveratrolu, okyseleni zptsobilo, ze se zménil pomér mezi
jednotlivymi vrcholy odpovidajici p-chloranilu.

Pouziti vysuseného acetonitrilu (vzorek ¢. 8) nemélo zadny dopad na chod reakce.
Ptidani vody do tohoto vzorku vSak zptisobilo, Ze se zménil pomér mezi jednotlivymi vrcholy
odpovidajici p-chloranilu podobné jako pfi okyseleni. Chromatogram vzorku ¢. 8 po piidani

vody je zobrazen na obrazku 26.

DADL1 B, Sig=315,4 Ref=450,40 (D:\DATA\LUKT~1\HPLC\VV000755.D)
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Obrazek 26: HPLC chromatogram vzorku €. 8 po piidani vody.

Na tomto chromatogramu je mozné vidét 1 dv€é minoritni latky s reten¢nimi ¢asy 14,8
a 22,0 min. Protoze je jejich mnozstvi zanedbatelné bylo od dalsiho pouziti p-chloranilu

k dimerizaci E-resvertatrolu upusténo.
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4.2.4 Dimerizace E-resveratrolu chloridem Zelezitym

Reakce E-resveratrolu s chloridem Zelezitym rozpusténym vodé (vzorek ¢. 1 a 2) vedla
k zisku vétsiho mnozstvi produktii, nez tomu bylo u obdobné reakce (vzorek €. 3 a 4), v niz
byl chlorid zelezity rozpustény v methanolu. Dale je mozné pozorovat rozdil pii ¢isténi vzorku
extrakci tuhou fazi a pfi CiSténi extrakei do ethylacetatu. Vysledky ukazuji, ze extrakce do
ethylacetatu poskytuje veétsi vytéznost E-g-viniferinu nez je tomu pfi ¢isténi pomoci SPE-

RP18 kolonek. Vyhodnocena data jsou vnesena do vysecovych grafii na obrazku 27.

vzorek ¢. 1 ¢istén pomoci vzorek €. 2 ¢istén extrakei do
SPE-RP18 ethylacetatu
96,2% = | 189,8% | <
1,6%
vzorek €. 3 ¢istén pomoci vzorek €. 4 Cistén extrakei do
SPE-RP18 ethylacetatu

/
.-

1% o 3%

: 0% l

W zbyly E-resveratrol m E-g-viniferin  mr2-viniferin = neznamé produkty

Obrazek 27: Vysecové grafy z vyhodnocenych dat pro vzorky ¢. 1-4.

100% v grafech na obrazku 27 odpovida celkovému mnozstvi E-resveratrolu ptidaného do
vzorku. Cisténi bylo provedeno s cilem zbaveni se ionti Zeleza pied vlastnim méfeni metodou

HPLC (kap. 3.1.2.1).
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Mira, se kterou reakce probiha, je pozorovatelna porovnanim obrazka 28 a 29.

DAD1 B, Sig=315,4 Ref=450,40 (D:\DATA\LUKT~1\HPLC\VIN04243.D) ©
o
-

E-e-viniferin

120 -
100 ~
80 1

10.7

60 | E-resveratrol r2-viniferin

mAU

40 1

20 -

0 5 10 15 20
retenéni ¢as [min]

Obrazek 28: Reakce po dobu 3 dni (vzorek ¢. 1).

Reakce po 3 dnech tvofi E-e-viniferin a r2-viniferin spolu s péti dal$imi
neidentifikovanymi latkami. Prodlouzenim doby reakce na 20 dni, tfi z téchto latek zmizi a

zbylé dvé jsou piitomny ve vét§Sim mnozstvi.

DADL B, Sig=315,4 Ref=450,40 (D:\DATA\LUKT~1\HPLC\VIN04342.D) < 3 Vzniklé neznimé

o v .
- 7 slou¢eniny
E-¢-viniferin
40 A o
301 E-resveratrol r2-viniferin
< 20 chybi
1S
10
O ]
7 T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
0 5 10 15 20

reten¢ni ¢as [min]

Obrazek 29: Reakce po dobu 20 dni (vzorek €. 5).

Pii porovnani ¢asového hlediska na reakci E-resveratrolu s chloridem Zzelezitym je
ziejmé, Ze tato reakce nekonci tvorbou E-g-viniferinu. E-g-viniferin je sice nejvyznamnéji
zastoupenou slouceninou po tiech dnech reakce, ale po dvaceti dnech je pravdépodobné
preménovan na jiné latky, jez odpovidaji na chromatogramu vzorku ¢. 5 (obr. 29) vrcholim
S reten¢nimi Casy 15,5 a 15,8 min. Tyto dvé nové vzniklé slouCeny jsou pravdépodobné

stilbenoidni povahy, protoZe maji fluorescenci.
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V dalsi casti této prace byl sledovan vliv UV zéafeni 254 nm na tuto reakci.

Vyhodnocena data jsou zobrazena na obrazku 30.

C @

= .

0,3%

W zbyly E-resveratrol m E-g-viniferin  mr2-viniferin = neznamé produkty

Obrazek 30: Vliv ozafovani na reakci.

Z vysledkii vyplyva, ze UV zéafeni nema vyznamny vliv na reakci a tvorbu
E-e-viniferinu. Na druhou stranu, vliv vody na reakci je dobfe patrny porovnanim

chromatogramii vzorkd ¢. 9, 11 a 12, které jsou uvedeny na obrazku 31.

DAD1 B, Sig=315,4 Ref=450,40 (D:\DATA\LUKT~1\HPLC\VIN04262.D)
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S
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0 | v\, ‘

0 5 10 15 20

~DAD1 B, Sig=315,4 Ref=450,40 (D:\DATA\LUKT~1\HPLC\VV000749.D)
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DAD1 B, Sig=315,4 Ref=450,40 (D:\DATA\LUKT~1\HPLC\VV000752.D)
400 : E-resveratrovl (vysus. meth’anolovy ®) E' E-e-viniferin
|+ FeCl, (vysus. methanolovy ©) E-§-viniferin
2 2001 T H,O \ (pravdépodobn¢)
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Obrazek 31: Chromatogramy vzorkti €. 9, 11 a 12.
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Absence vody méla za nasledek praktické zastaveni reakce (vzorek €. 11). Lze proto
usuzovat, ze piitomnost vody hraje nezbytnou roli k chodu reakce. To bylo prokazano jejim
naslednym pfidanim (vzorek ¢. 12). AvSak zpétn¢ piidana voda k vzorku poskytla
nesrovnateln¢ niz§i zastoupeni E-e-viniferinu a na druhou stranu vys$$i zastoupeni jiného
dimeru. Jedna se pravdépodobné o E-8-viniferin.

Dale bylo zkoumano, jak mnozstvi vody ovlivni produkci tohoto dimeru. Nebyl
detekovan vyznamny rozdil v ziskaném mnozstvi E-8-viniferinu mezi vzorky ¢. 12 a 15.

Jednou z hlavnich metod pro urceni téchto dvou dimerti byla metoda LC-MS (viz
kapitola 3.1.2.2). Touto metodou byl zméfen vzorek ¢. 14, ktery byl piecistén extrakci tuhou
fazi. Naméfend data jsou uvedena na obrazku 32. Nejvyznamnéjsi vrchol odpovidajici
molekularnimu iontu dimerti s hodnotou m/z 455 (M + H)* v pozitivnim mddu APCI byl pak
znovu fragmentovan (obr. 33). Byl zjistén vyznamny rozdil v rozpadovém spektru obou
dimerid. Spektrum E-g-viniferinu obsahuje navic ion m/z 349, ktery by mohl slouzit pro

identifikaci této latky.

24529 RT: 11,08 AV:1 NL5.00E3 2A60T RT: 12.39 AVEL LS 61EG
il [50.00-2000.00] FTls + ¢ APC: 50.00-2000.00]

5000 E 455.1 ] 455.2
E 50000 7
> 4000 ] E-4-viniferin
> f . ep - i
% 3000 E-g-viniferin £ 400007
5 ] < 30000 |
= 2000 £ 20000 1
1000 10000 }
01022 22 [ e vt s sz s 0 Lo mia,[88 p na s
200 600 1000 1400 1800 200 600 1000 1400 1800
m/z m/z
Obrazek 32: Hmotnostni spektra.
24528 RT:1108 AV:L NL:2 26E3 ,
F:ITMS + ¢ APCI corona Full ms2 455.00@cid25.00 [125.00-500.00] 349.1
2000
1600+ e
2 E E-g-viniferin 361.2
2 1200
e E
= 800 = 437.2
E 215.2
400 = 255.3 3452
E 1992 251.3‘ 267.2 3153 33;.4H‘ 409.1 436.1|  455.0
O T T T T
2#606 RT:12.39 AV:1 NL:1.86E4
F ITMS + FC APCI corona Full ms2 455.00@cid25.00 [125.00-500.00] 2373
16000i
- : 361.2
£'12000 E-8-viniferin
2 :
= :
j= 8000 :
3313
4000 436.6
0 157,2 21122152 227122512 oppy 3132 | 3430 |gees T3 455.2 ‘
150 200 250 300 m/z 350 400 450 500

Obrazek 33: Fragmentace MS? dimert v pozitivnim modu APCI.
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4.2.5 Dimerizace E-resveratrolu pomoci Fentonovy reakce

Dimerizace E-resveratrolu pomoci Fentonovy reakce s pouzitim FeSO4 poskytuje po
ptidani prvni davky peroxidu vodiku (vzorek ¢. 1A) jako nejvyznamnéj$i produkt dimer
(pravdépodobné E-d-viniferin), ktery neni Cisty. Teprve po pfidani druhé davky peroxidu
vodiku (vzorek ¢. 1B) je pfitomen tento dimer Cisty. Pfidani druhé davky peroxidu vodiku ma
I za nasledek vétsi pfeménu E-resveratrolu. Dale pii této reakci vznika i nékolik dalSich

minoritné zastoupenych sloucenin (pravdépodobné¢ dimera).

DADL1 B, Sig=315,4 Ref=450,40 (D:\DATA\LUKT~1\HPLC\VV000745.D)

400
E-resveratrol slouceniny A-C

o 300 E-5-viniferin
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Obrazek 34: HPLC chromatogram Fentonovy reakce s FeSO4 (vzorek ¢. 1A).

Dimerizace E-resveratrolu pomoci Fentonovy reakce s pouzitim FeSOs nebyla
zkoumana do takové hloubky jako Fentonova reakce s pouzitim CuSOs vzhledem
k obtizn&jsimu postupu ¢isténi reakénich produktd. Z hlediska mnozstvi tvotfenych produktt
se tyto soli vyznamné nelisi. Rozdil nelze zaznamenat ani na vytvofenych produktech.
Nejvyznamnéj$im produktem u obou téchto soli je pravdépodobné E-5-viniferin. Minoritné
zastoupené dimery (slouceniny A — C na obr. 34) se tvoii stejné, jak pii pouziti CuSQOs, tak pti
pouziti FeSQOa4. Jejich shodnost je prezentovana na UV spektrech téchto latek na obrazku 35.

*DAD1, 14.251 (49.2 mAU,Apx) Ref=12.938 & 15.291 of VV000745.D *DAD1, 14.378 (25.3 mAU, - ) Ref=13.998 & 14.724 of VV000745.D

*DAD1, 14.233 (73.8 mAU,Apx) Ref=12.939 & 15.293 of VV000750.D 7*DAD1, 14.359 (38.4 mAU, - ) Ref=13.973 & 14.679 of VV000750.D
E 35 1
60 30 1
E 25
D 404 .. 2 o0 v .
I slou¢enina A <2 slou¢enina B
e ] € 151
204 101
04 01
200 250 300 350 400 450 500 550 200 250 300 350 400 450 500 550
vinova délka [nm] vinova délka [nm]
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*DAD1, 14.524 (12.8 mAU, - ) Ref=13.951 & 14.691 of VV000745.D *DAD1,14.894 (105 mAU, - ) Ref=13.181 & 16.128 of VV000746.D

*DAD1, 14.519 (19.0 mAU, - ) Ref=13.953 & 14.686 of VV000750.D *DAD1, 14.893 (173 mAU, - ) Ref=12.939 & 15.293 of VV000750.D
1 2004
15] ]
.. 150+ C e .
5 slouc¢enina C 5 ] E-5-viniferin
< 104 < 1001
e IS
5 50
01 04
200 250 300 350 400 450 500 550 200 250 300 350 400 450 500 550
vinova délka [nm] vinova délka [nm]

B reakce s FeSOq4 B reakce s CuSOq

Obrazek 35: Porovnani UV spekter vzniklych dimert pfi pouziti FeSO4 a CuSOa.

Duvod, upfednostnéni Fentonovy reakce s CuSOg, je ten, ze pfi Cisténi pres SPE
kolonky se nevytvotil nad filtrem kolonky sediment, ktery branil prichodu vzorku, na rozdil
od reakce s FeSO4. Navic v tomto sedimentu byl pfitomen E-3-viniferin, ktery se mél pomoci
kolonky procistit a zakoncentrovat.

Dimerizace E-resveratrolu pomoci modifikované Fentonovy reakce s CuSO4 poskytuje
po ptidani prvni davky (vzorek ¢. 2A) peroxidu vodiku jako nejvyznamnéjsi produkt dimer,
ktery je identicky S nejvyznamnéjSim dimerem pii pouziti FeSOs. Mnozstvi tohoto dimeru
(E-8-viniferin) je vSak mensi, ale jiz po pfidani prvni davky je Cisty. Po pfidani druhé davky
(vzorek €. 2B) peroxidu vodiku je mnozZstvi produkovaného dimeru piiblizné stejné s reaket,
v niz byl pouzit FeSOs. Rozdil mezi CuSOs a FeSO4 po piridani druhé davky spociva
v mnozstvi piitomného E-resveratrolu. Vice nezreagovaného E-resveratrolu je v reakci
s FeSOa.

Z hlediska stability tvofenych produkti byly vzorky méfeny znovu po nékolika dnech
od ukonceni reakce. Jedna se o vzorky €. 1C a 2C. V téchto vzorcich bylo naméfeno minimalni
mnozstvi E-resveratrolu. Dal§i zménou byl pokles mnozstvi piitomného dimeru
(pravdépodobné E-3-viniferin). Spolu s témito zménami byl méfen slaby nartist v mnozstvi
dimerii oznacenych slouc¢enina A a B. Uvedené zmény plati pro Fentonovu reakci s pouZitim,
jak FeSOqs, tak CuSOg4. Pficemz pii pouziti FeSO4 byly zaznamenany tii dalsi tvofené latky
(pravdépodobné dimery) s retencnimi ¢asy 12,2, 13,5 a 13,7 min. Zastoupeni téchto latek bylo

niz§i nez sloucenin A a B. Uvedené zmény jsou prezentovany na obrazku 36.
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DAD1 B, Sig=315,4 Ref=450,40 (D:\DATA\LUKT~1\HPLC\VV000750.D)

slouceniny A-C vzorek 2A
T
DAD1 B, Sig=315,4 Re¥450,40 (D:\DATA\LUKT~1\HPLC\VV000751.D)
E-5-viniferin
vzorek 2B
T
DAD1 B, Sig=315,4 Ref=450,40 (D:\DATA\LUKT~1\HPLC\VV000766.D)
80+ slou¢eniny A, B
5
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Obrazek 36: HPLC chromatogram Fentonovy reakce s CuSOys (vzorek €. 2A — 2C).
4.2.5.1 Fentonova reakce s CuSOs - vliv okyseleni
Vliv okyseleni byl zkouman na vzorcich €. 3 — 8, v nichZ probihala reakce pti 30 °C

ve tmé. Vysledna data jsou vnesena do obrazku 37, kde 100% odpovida absolutnimu mnozstvi

vneseného E-resveratrolu do reakce.

4% A

3% -

2% -

1% A

0% -

bez HCI 2 kapky HCI 5 kapek HCI
Obrazek 37: Vliv okyseleni na tvorbu dimeru.
Vysledky ukazuji, Ze je nezbytné, pro dosazeni vysSi vytéznosti, reakci okyselit.
Okyseleni ma tedy vyznamny vliv na prabeh reakce. Nicméné pii okyseleni péti kapkami

0,1M HCI na pH odpovidajici hodnoté 3 pH papirkem je vytéznost niz§i nezli tomu je pfi

okyseleni pouze dvéma kapkami.
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4.2.5.2 Fentonova reakce s CuSOs - vliv teploty

Vliv teploty je zobrazen na obrazku 38. K sestaveni grafu byly pouzity namétena data
vzorkd €. 2, 7 — 12. Vsechny tyto vzorky byly pfipraveny okyselenim 5 kapkami 0,1 M HCI,
reakce probihala ve tmé¢ a byla ukoncena ptidanim 80 pl peroxidu vodiku. 100% odpovida

absolutnimu mnozZstvi vneseného E-resveratrolu do reakce.
6% -
5% -
4% -
3% -
2% -

1% -

0% -
=20°C 30°C 40 °C 60 °C

Obrazek 38: Teplotni zavislost na mnozstvi produkovaného dimeru.

Je zfejmé, Ze se zvySujici se teplotou roste procentudlni vytéznost dimeru, ktery se jevi
jako E-d-viniferin. Ale pii prekroceni ur€ité teplotni hranice (mezi 40 — 60 °C) je vytéznost

tohoto dimeru nizsi.

4.2.5.3 Optimalizace ¢iSténi extrakci tuhou fazi

Prvni ¢isténi bylo provedeno s cilem nalezeni frakci, v nichz se vyskytuje E-resveratrol
a dimer, ktery se jevi jako E-8-viniferin. V zavislosti na téchto vysledcich bylo sestaveno
podrobnéjsi rozdeleni frakci. Dale pti druhém Ccisténi nebyla pouzita frakce VI, tvofena
ethylacetatem. Dlivod pro vynechani byl ten, Ze v této a dvou predchézejicich frakcich nebyl
pfi prvnim Cisténi piitomen Zadny E-resveratrol ani dimer. Vyhodnocena data z druhého
¢isténi pro E-resveratrol i jeho dimer (pravdépodobné E-3-viniferin) jsou uvedena
na obrazku 39, kde 100% odpovida absolutnimu mnozstvi E-resveratrolu vneseného do

reakce.
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18% -
16% A
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12% A

10% -
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4% - I

2% 1 ' I I I
0% e

Frakce |

Celkem Frakce Il Frakce IlI Frakce IV Frakce V

ve vzorku 30% methanol 50% methanol 60% methanol | 80% methanol | 100% methanol

m E-resveratrol E-8-viniferin (pravdépodobné)
Obrazek 39: Vysledky ¢isténi vzorkt ¢. 13 — 15 pomoci SPE kolonek.

Dle vysledku je patrné, ze dimer je nejéistéjsi ve frakci III, kde zaujima ptiblizné 37% z

celkového mnoZstvi dimeru. Zato E-resveratrol je nejvice pfitomen ve frakei II.

4.2.5.4 Fentonova reakce s CuSOs p¥i pouziti karbamidperoxidu
Vysledky této reakce jsou uvedeny na obrazku ¢. 40. 30% peroxid vodiku je zobrazen jako

»tekuty peroxid® a peroxyhydrat mocoviny je zobrazen jako ,,pevny peroxid®.

8% A

6% A

4% A

2% A

0% A , [

tekuty peroxid pevny peroxid lakaza

Obrazek 40: Porovnani zisku dimeru.

Adi¢ni slou¢enina mocCoviny a peroxidu vodiku se oproti klasickému peroxidu vodiku nezda

vhodnéjsi k dimerizaci E-resveratrolu, ale v tomto ptipadé nebyl prostudovan vliv vody.
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4.2.6 lzolace E-g-viniferinu z révi pomoci chromatografickych metod
Zahustény extrakt z révi, ktery byl pouzit, vznikl smichanim dvou smési extraktl

kultivart révy vinné. Pii tomto smichani vznikla sraZzenina, ktera byla odstranéna filtraci.

Vysledky jsou zobrazeny na obrazku 41, kde 100% odpovida absolutnimu mnozstvi dané latky

(3,95 mg E-resveratrolu; 2,57 mg E-g-viniferinu) nanesené na polyamid v extraktu.

150% A 142,6%
113,9%

100% A

50% A

’ 24,0%
0%
frakce | frakce Il frakce Il frakce IV frakce V frakce VI
70% methanol | 20% methanol | 85% methanol [ 90% methanol | 100% methanol | 100% methanol

150% ~ 132,1%

100% A

50% A

0%

frakce | frakce Il frakce IlI frakce IV frakce V

70% methanol | 85% methanol | 90% methanol | 100% methanol | 100% methanol

B E-resveratrol m E-g-viniferin

Obrazek 41: Zastoupeni E-resveratrolu a E-g-viniferinu v jednotlivych frakcich.

Ve frakci II byly po jednom dni patrné vysraZzené bilé vlocky neznamé latky. Kromé
rozdilu ziskaného E-g-viniferinu v frakci V byl i rozdil v Cistoté. Zejména vyuziti metody
oznacené jako pokus 1, v niz byl pouzit 20% methanol (frakce I1), coz znamena skokové
(90% methanol), tak E-g-viniferinu v nasledujici frakci V (100% methanol). Tetramer
E-resveratrolu (r2-viniferin) nebyl detekovan v zadné frakci, piestoze se jednalo o tieti
nejvyznamné;jsi latku extraktu. Cistota frakci, v nichz bylo stanoveno nejvice E-resveratrolu a

E-e-viniferinu, je prezentovana na chromatogramech v piiloze.
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5 Diskuze vysledki

Reakce E-resveratrolu s 2-hydroxy-1,4-naftochinonem, bez ohledu na zkoumanou
variabilitu reakénich podminek, neposkytla dostatecné mnozstvi produktu jeviciho se jako
dimer. Pfitomnost vody pfi této reakci se zda byt irelevantni. Ze vSech zkoumanych podminek
se nejvhodnéji projevil vliv svétla. Bohuzel vSak nevzniklo vyznamné mnozstvi produktu.
Dale Cas, ktery byl zapotiebi k provedeni reakce, byl pfili§ dlouhy. Z ¢asového hlediska nema
tedy tato reakce praktické uplatnéni, a proto bylo upusténo od zkoumani dalSich podminek.

Reakce s 2-hydroxy-1,4-naftochinonem a tetrachloro-1,4-benzochinonem byly
provedeny ve snaze vyuzit potencionalni schopnost téchto latek produkovat hydroxylové
radikaly (6% 184 Halogenované chinony byly jiz diive pouzity k dimerizaci napt. 2,3,4-
trihydroxybenzoové kyseliny %% a proto bylo pfedpokladano, ze budou schopny dimerizovat
I E-resveratrol. Tento piedpoklad nebyl potvrzen, a proto bylo upusténo od dalsiho testovani
téchto latek. Navic tetrachloro-1,4-benzochinon zhorSoval separa¢ni vlastnosti kolony
(obr. 23).

Reakce E-resveratrolu s chloridem zelezitym byla provedena s cilem opakovat
popsanou metodu 24122 dle které byla odekavana vysoka vytéznost (30%) E-g-viniferinu.
Popsand vysokd vytéznost E-g-viniferinu byla predpokladem, Ze zminéni autofi pfipravili z
E-¢-viniferinu jiny dimer, a to amurensin H. Vzhledem k nizkému vytézku, ktery nedosahl
publikovanych hodnot, byly provedeny modifikace této reakce. V souvislosti s cili této prace
byl sledovan vliv reak¢ni doby, UV zafeni a vliv vody na reakci.

Prodlouzenim reakéni doby bylo prokazano, ze reakce E-resveratrolu s chloridem
Zelezitym nekonc¢i tvorbou dimert, ale pokracuje. Vysledky ukazuji, Ze prodlouZenim reakéni
doby vznikaji dvé latky nachazejici se na chromatogramu mezi E-g-viniferinem a
r2-viniferinem (tetramer E-resveratrolu). Dle polarity by se tedy mohlo jednat o dimery,
trimery ¢i dokonce tetramery E-resveratrolu (napt. pallidol, ampelopsin D, qudrangularin A,
a-viniferin a mnoho dalgich) 3 150 166),

UV zéfeni nemélo vyznamnéjsi dopad na tvorbu E-g-viniferinu. Na druhou stranu vliv
vody ma neopomenutelny dopad na chod reakce. Uz jen ze samotnych vysledkl této prace
(obr. 27) je patrné, ze reakce probihajici ve vodném prostiedi (vzorky ¢. 1 a 2) tvoii vétsi
mnozstvi produktl nez reakce v samotném methanolu (vzorky €. 3 a 4). S cilem prokazat
vyznamny vliv vody byla reakce provedena znovu s pouzitim vysuseného methanolu. Tato
reakce prakticky viitbec neprobihala, dokud nebyla voda opét pfidana do reakce. Vysvétleni

tohoto fenoménu bude pravdépodobné tedy spocivat ve skutecnosti, Ze dimerizace
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E-resveratrolu neni katalyzovana Fe** kationtem, ale [Fe(H20)s]*" kationtem. Mechanizmus
tvorby tohoto komplexniho kationtu by mohl byt analogicky tvorbé podobného kationtu
obsahujictho méd’ (Tamboli a kol., 2012 @87), Tito autofi navrhli schéma dimerizace
E-resveratrolu katalyzované pomoci Kationtu [Cu(H20)4]** (obr. 42, str. 55). D4 se tedy

predpokladat, Ze toto schéma bude platit i pro hexaaquazelezity komplex.
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Obrazek 42: Dimerizace katalyzovana pomoci aquakomplexu médi (pfevzato z 167),

D4 se usuzovat, ze uvedené schéma (obr. 42) lze aplikovat pro jakykoli kov tvofici

aqua-komplex v oxidované a redukované formé (69),
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Zajimavosti dimerizace E-resveratrolu pomoci chloridu Zelezitého je, ze ve vodném
prostiedi byl preferencné tvofen E-e-viniferin a r2-viniferin a v prostiedi vysuseného
methanolu s dodateéné piidanou vodou byl tvofen E-3-viniferin. Jak E-g-viniferin 121122) tak

E-S-viniferin 19 byly jiz d¥ive pfipraveny reakci E-resveratrolu s chloridem Zelezitym.

E-e-viniferin a E-8-viniferin byly ur¢eny na zakladé porovnani naméfenych dat s udaji
uvedenymi V literatufe. Pfedevsim se jednalo o reten¢ni ¢asy a fragmentaci v pozitivni modu
APC| (23, 115 119, 138, 150, 151, 166, 169) ' E._§-yiniferin byl téZ pfipraven reakci E-resveratrolu
s lakdzou z outkovky pestré na zakladé literatury (4% 148) Tato reakce byla provedena
v souvislosti s cili prace a pro porovnani naméfenych dat E-3-viniferinu s produkty reakci.
Zda se, ze lakaza z outkovky pestré je schopna ve vétsin€ pripadil velice selektivné pireménovat
E-resveratrol &i jeho derivaty/analogy (napf. piceid 4®) a dalsi (45 149)) na odpovidajici formu
dimeru (v piipadé E-resveratrolu se jedna o E--viniferin).

E-8-viniferin byl poprvé syntetizovan pomoci kienové peroxidazy °). Tento dimer se
zda byt velice slibnou slouceninou, jejiz Gcinky jsou intenzivné zkoumany v posledni dobé.
Byl objeven efekt £-6-viniferinu, resp. jeho enantiomert na lidské erytrocyty pouzitim in vitro
systémi (pohlcovani hydroxylovych radikdlti, pohlcovani volnych radikdld DPPH a
peroxidace lipidit). Tento dimer dale ukazal mirné antioxidaéni vlastnosti a ochranny ucinek
pred oxidaci hemoglobinu ™). E-§-viniferin se vyznaluje i protizanétlivym G&inkem na
lipopolysacharid stimulovany makrofagy mysi. Chronické zanéty byvaji pfi¢innou mnoha
nemoci zahrnujici neurologickd onemocnéni, metabolické poruchy, obezitu, kardiovaskularni
onemocnéni a rakovinu 4,

Obdobné¢ jako E-&-viniferin se i E-g-viniferin se zda byt velice slibnou slouceninou,
jejiz ucinky jsou intenzivné sledovany. Za zminku stoji nékteré ucinky E-e-viniferinu
objevené v posledni dob&. Antimikrobialni ucinek proti Streptococcus mutans a S. sanguis,
coz jsou bakterie Zijici v Gstni duting &lovéka 7. Prevence a 1é¢ba rakoviny, pii niz
E-g-viniferin ukéazal piimou cytotoxicitu vybranych rakovinnych bunék **. Navysuje sirtuin
3 (SIRT3) a chrani buiiky v modelech Huntingtonovy choroby ™. E-g-viniferin v kombinaci
s vankomycinem maji bakteriostaticky antimikrobidlni u¢inky vici rezistentnim stafylokoktim

(Staphylococcus aureus) 72,

Dimerizace E-resveratrolu pomoci Fentonovy reakce bude pravdépodobné probihat ve
dvou krocich. V prvnim kroku budou tvofeny z peroxidu vodiku hydroxylové radikaly za
katalyzy Fe?* nebo Cu* kationty dle rovnice (2). P¥i katalyze vzniknou kationty Fe** a Cu?*.

Hydroxylové radikaly v kroku propagace zpusobi tvorbu radikalt E-resveratrolu (obr. 6).
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Nakonec terminaci radikalt E-resveratrolu vzniknou dimery. V druhém kroku vystupuji
kationty vzniklé p¥i procesu katalyzy Fe®" a Cu?* resp. jejich aquakomplexy [Fe(H20)e]*" a
[Cu(H20)4]?". Dle navrzeného schématu (obr. 42) tyto aquakomplexy jsou schopné téz
produkovat dimery.

Nejvhodnéjsi reakci v této praci, co se tyce piipravy dimert E-resveratrolu, se ukéazala
byt Fentonova reakce a jeji modifikace. Vysledky ukazaly, ze neni zaddny vyznamny rozdil na
tvorbé produktt, které byly detekovany fluorescenénim detektorem, (Slouc¢eniny A — C,
E-5-viniferin; obr. 34 — 36) pii pouziti katalyzatoru FeSO4 nebo CuSOs. Vzhledem ke
komplikacim pfi Cisténi reakce s FeSO4 (tvorba sedimentu nad filtrem SPE kolonky), bylo od
pouziti FeSOs upusténo. Negativnim faktorem pii tvorbé zminéného sedimentu byla
skutecnost, ze v tomto sedimentu byl téz obsazen E-5-viniferin, ktery se mél prostfednictvim
SPE kolonky procistit a zakoncentrovat. Vznik sedimentu nad filtrem kolonky je mozné
ptipisovat nerozpustné formé Fe(OH)s. Fentonova reakce probihd za optimalniho pH 3 — 5,
pficemz pokud je pH piili§ vysoké vznikd nerozpustna forma Fe(OH)s a peroxid vodiku je
pfeméiovan na kyslik %9,

Zelezité ionty jsou stabilni v kyselém prostiedi, ale pokud bude pH zvy$ovano, pak

bude Zelezo piechéazet z hexaaquakomplexu dle rovnic (8) — (10) @7,

[Fe(H20)6]*" <> H* + [Fe(OH)(H20)s]** 8
[F(i‘(OH)(HzO)s]ZJr < H" + [Fe(OH)2(H20)4]" 9)
[Fe(OH)2(H20)4]" <> H* + [Fe(OH)3(H20)3] (10)

Otazkou zlstava, do jaké miry ovlivni hydroxo ligand v uvedenych komplexech zeleza reakci.
Rust pH a vznik hydroxidového aniontu je soucasti Fentonovy reakce (dle rovnice (2), str. 24).
Proto se 1ze domnivat, Ze uvedené hydroxo-aqua komplexy budou mit dopad na priib¢h reakce.
Méd, na rozdil od Zeleza, se vyskytuje v komplexu [Cu(H20)s]?*. Tento komplex téz
s rostoucim pH prechazi pies [Cu(OH)(H20)3]* na modrou nerozpustnou formu
[Cu(OH)2(H20)2] ¢™. Vzhledem k Gerveno-hnédé barvé vzorku po ukondeni reakce nelze
ptedpokladat, ze by pH vyznamné vzrostlo, aby se vytvofila nerozpustna forma. Dle vysledku
ma pH vyznamny vliv na mnozstvi tvoteného E--viniferinu (obr. 37). Vliv pH na strukturu
tvofenych dimert lze nalézt i v literatuie, kde byl popsan napt. pro dimerizaci E-resveratrolu
za pomoci peroxidazy 9.

Teplota byla nejvyznamnéjsim faktorem ovliviwjicim produkci dimeru. Pti laboratorni
teplot¢ byl dimer tvofen 4,5x méné nez pii 40 °C. Nicméné pii 60 °C bylo mnozstvi

vytvofené¢ho dimeru mensi nez pii 40 °C. Proto se Ize domnivat, ze vznikajici E-5-viniferin se
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muze pifeménovat ¢i rozpadat. Vliv teploty muze velice uzce souviset se stabilitou tvofenych
sloucenin.

Cisténi piipraveného dimeru pies SPE kolonky bylo provedeno 2x. Cilem prvniho
¢isténi bylo urcit polaritu eluentu, pti niz bude E-resveratrol a E-3-viniferin eluovan z kolonky.
Podle vysledkti prvniho cCisténi bylo provedeno druhé s podrobnéj$Sim rozd€lenim polarit
eluentu. Nejcistsi a nejkoncentrovanéjsi byl E-3-viniferin ve frakci 11 (obr. 39) odpovidajici
60% methanolu. Tato frakce byla pak poslana na zméfeni NMR spekter. Bohuzel vzhledem
k nedostate¢né Cistému produktu reakce se jednoznaéné nedokazala potvrdit struktura. Méfeni
NMR spekter bude opakovano s E-3-viniferinem, ktery byl produktem reakce s lakézou.

Nizsi vytéznost Fentonovy reakce pomoci pevného peroxidu vodiku mohla byt
zpusobena piitomnosti (NH2).CO. Dalsi vysvétleni by mohlo byt zalozeno na zplsobu
ptidavani peroxidu vodiku. Zpusob pfidavani peroxidu hraje vyznamnou roli na tvorbu
produktii p¥i dimerizaci E-resveratrolu za pomoci kienové peroxidazy 147, V této praci byl
peroxid vodiku pfidavéan vzdy ve dvou krocich po 4 x 10 pl, pfi¢emz po piidani kazd¢é davky
byla reakéni smés promichéna. V ptipad€¢ pevného peroxidu vodiku bylo celkové mnoZzstvi
navazeno najednou pied zacatkem reakce ve vialce. Divodem zmény ptidavani pevného
peroxidu vodiku byla realizace provadéné reakce. Dal$i mozné vysvétleni nizkého zisku
E-5-viniferinu se zaklada na pritomnosti malého mnozstvi vody ve vzorku. V této praci nebylo
sledovano, jak mnozstvi vody (obecnéji polarita) ovlivni tvorbu dimeru pomoci Fentonovy
reakce s pevnym peroxidem. Nelze tedy striktné fici, Ze pouziti pevného peroxidu vodiku pii
Fentonové reakci vede k nizsi vytéznosti E-5-viniferinu. Navic vliv polarity, jak bylo jiz
publikovano autory z Malajsie “!®, hraje velice vyznamnou roli pfi tvorbé dimer. Dale nizsi
vytéznost v reakcich, které byly ¢istény extrakci do ethylacetatu, mohla byt zpisobena
pfitomnosti methanolu ve vodné fazi.

Kvantifikace E-8-viniferinu byla provadéna pomoci kalibra¢ni kiivky E-resveratrolu.
Vytéznost E-5-viniferinu v procentech byla pocitana na celkové mnozstvi E-resveratrolu dané
do reakce. V nékterych publikacich 119 se ale Ize setkat s myslenkou, Ze vytéznost bude
dvojnasobna. Usuzuje se tak zejména proto, Ze dimery vznikaji sparovanim dvou jednotek

E-resveratrolu.

Cisténi rostlinnych extrakti pomoci chromatografickych metod s cilem ziskani
E-resveratrolu a jeho dimert pfedevsim E-e-viniferinu by mohlo byt vyhodné pii soucasné
cené (Sigma-Aldrich) E-e-viniferinu cca. 5800 K¢& za 1 mg 7 a E-resveratrolu v rozmezi od

cca. 4700 do cca. 7500 K¢ za 100 mg 7). Uvedeny zpiisob se zda byt stale lukrativni i pies

58



Diskuze vysledk

klesajici cenu (napt. Extra Synthese, kde se udava 157 € za 10 mg E-g-viniferinu @’ a 390 €
za 100 mg E-resveratrolu @),

Vyuziti révi, coby zdroje téchto latek, je velice pithodné. Uz jen skuteCnost, ze se jedna o
odpadni materidl, z néj ¢ini velice slibny zdroj. Obvykle je révi na vinici ponechano, spaleno, nebo
zkompostovano @& 17:20:22.179) Jen pro piedstavu, Ze produkce révi za rok ¢ini cca 1 t/ha, spolu
s plochou 8 miliond ha celosvétovych vinic a primérného obsahu E-resveratrolu v révi 1 mg/g
su§iny, by mohlo byt vyprodukovano az 8 000 t E-resveratrolu za rok . VVhodnost postupu je
podtrzena skute¢nosti, Ze révi obsahuje v&tsi mnoZstvi stilbenti nez bobule a listy 818D Dale Ize
uvazit nekteré¢ techniky umoziujici navysit obsah stilbent. Skladovani pted vlastni extrakci
zvysuje obsah E-resveratrolu a jeho oligomert a to az nékolikanasobné 82, Jejich obsah by se dal
navysit i fadou dalsich technik, jako napt. ptisobenim UV zafeni, ozonu, nebo jinymi zpisoby
abiotického stresu 818 Volbou vhodného extrakéniho postupu (napf. zrychlené extrakce
v methanolu pti 10 — 10,5 MPa a teploty 100 °C) lze docilit vytézku az 6 mg/g suSiny

E-resveratrolu, 2 mg/g susiny E-g-viniferinu a celkového obsahu stilbenii 8,5 mg/g susiny 189,

K &isténi stilbentl z extraktil je mozné vyuzit i napt. odstiedivé rozdélovaci chromatografie 7).

Vyse zminéné zpisoby navySeni obsahu stilbenti a jejich extrakce z rostlinného
materialu spolu s vysledky v této praci a sborniku ) maze slouzit k produkci E-resveratrolu
a E-g-viniferinu ve znaéném mnozstvi a &istoté. Oproti uvedené praci *®®, kde bylo dosazeno
vytézku 90 — 97% E-resveratrolu a 94 — 95% E-¢-viniferinu, bylo zde dosazeno ¢istéjsi frakce
s E-resveratrolem (z hlediska Cistoty stilbent). Tento maly rozdil lze ptipsat mirné¢ odlisnym
parametrim pouZité kolony a mnozstvi pouzitého polyamidu.

Vysledkem pouziti 20% methanolu v procesu separace (1. pokus) byl zisk ¢istéjSiho
E-e-viniferinu ve frakci V. Dale, pii porovnani chromatografického procesu separace
(1. pokus a 2. pokus), je znatelny rozdil v mnozstvi E-g-viniferinu ve frakci V (1. pokus) a IV
(2. pokus). Celkova vytéznost zhruba 140% obou latek byla pravdépodobné zplisobena
nckolika faktory. V prvni fad¢ extrakt pouZity na separaci vznikl smichanim dvou extrakti
smési odlisnych kultivard. Navic tyto extrakty obsahovaly jiné koncentrace E-resveratrolu a
E-e-viniferinu. Po jejich smichani vznikla srazenina, ktera byla odstranéna filtraci. Od
provedeni pokusu do vlastniho méteni (14 dni) byl smichany extrakt z révi uchovavan
V lednici, béhem piepravy nebyl chlazen. Prodleva byla zptisobena v duasledku stéhovani
laboratote CzechGlobe. Po této dobé€ se v extraktu z révi vytvofila srazenina a nebylo ji mozné
rozpustit. Rozpousténi sraZzeniny se nedafilo ani za pomoci ultrazvuku. ZvySeni teploty s cilem
rozpustit tuto srazeninu se jevilo nevhodné predevsim z hlediska stability stanovovanych latek.

Vlastni fedéni mohlo zpiisobit malou ¢ast chyby.
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Zavér

lakaza z outkovky pestré produkuje E-5-viniferin

2-hydroxy-1,4-naftochinon a tetrachloro-1,4-benzochinon nejsou vhodné k dimerizaci
E-resveratrolu, za zadnych zkoumanych podminek

chlorid Zelezity je schopen pfeménit E-resveratrol na E-e-viniferin i na E-3-viniferin

UV zafeni nema zasadni vliv na reakci E-resveratrolu s chloridem Zelezitym

byl prokazan nezbytny vliv vody pfi tvorbé dimeri chloridem Zelezitym

byl piipraven E-0-viniferin pomoci Fentonovy reakce a jeji modifikace pouzitim CuSOg4
byly nalezeny optimalni podminky (okyseleni, teplota) modifikované Fentonovy reakce
za ptitomnosti CuSOg4

pouziti karbamidperoxidu pro ucely dimerizace E-resveratrolu pomoci Fentonovy reakce
za pritomnosti CuSOs nebylo za uvedenych podminek vhodnéjsi nez pouziti klasického
peroxidu vodiku

byl navrzen zplsob ¢isténi extraktu z révi révy vinné pomoci chromatografickych metod

umoznujici ziskani E-resveratrolu a jeho dimeru E-e-viniferinu ve vysoké Cistoté
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8 Seznam pouzitych zkratek

APCI  —atmospheric pressure chemical ionization — chemicka ionizace za atmosférického
tlaku

APPI  —atmospheric pressure photo ionization — fotoionizace za atmosférického tlaku

ESI — electrospray ionization — ionizace elektrosprejem

AU — jednotka absorbance

DAD —diode array detector — UV detektor s diodovym polem
DPPH —2,2-difenyl-1-(2,4,6-trinitrofenyl)hydrazyl

FLD  — fluorescencni detektor

HPLC - vysokoucinna kapalinova chromatografie

LC-MS - kapalinova chromatografie s hmotnostni detekci
NMR  —nuklearni magneticka rezonance

ot/min - otacky za minutu

SPE — extrakce tuhou fazi

syn.  —synonymum
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Ptilohy

9 Prilohy

Na obrazku 43 jsou uvedeny chromatogramy frakci s nejvétsim obsahem E-resveratrolu a

E-e-viniferinu.
DAD1 A, Sig=220,4 Ref=450,40 (D:\AA_HPL~1\DATA\VIN04822.D)
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P 600 |
€ 400 2. pokus
2007 fL
0
1DADL1 A, Sig=220,4 Ref=450,40 (D:\AA_HPL~1\DATA\VIN04815.D)
10001 -resveratrol
5 800] frakce IV
X 600/ 1. pokus
€ 4001
2001 \
0 ~—\s
0 5 10 15 20
reten¢ni Cas [min]
DAD1 A, Sig=220,4 Ref=450,40 (D:\AA_HPL~1\DATA\VIN04824.D)
1200
> 800 E-g-viniferin frakce IV
2. pokus
= 400
0 4 Y, A : ‘ \
DAD1 A, Sig=220,4 Ref=450,40 (D:\AA_HPL~1\DATA\VIN04817.D)
1200 1
5 ] frakce V
g 800 1. pokus
400
O NN
0 5 10 15 20

reten¢ni Cas [min]
Obrazek 43: Chromatogram frakci (znazornéni Cistoty) S nejveétsim obsahem E-resveratrolu a

E-¢-viniferinu.

Pfi Cisténi extraktu z révi pomoci chromatografickych metod oznacené¢ho 1. pokus byla
skokové snizena polarita z 70% na 20% methanol. Dalsi Cisténi oznafené 2. pokus

nezahrnovalo pouziti 20% methanolu.
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