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Anotace 

Teoretická část práce je zaměřena na možnosti přípravy dimerů trans-resveratrolu, 

jejich výskyt v rostlinách a možnosti izolace s důrazem na trans--viniferin.  

Experimentální část se zabývá dimerizací trans-resveratrolu zvolenými činidly, 

jmenovitě 2-hydroxy-1,4-naftochinonem, tetrachloro-1,4-benzochinonem, lakázou a 

chloridem železitým, za různých reakčních podmínek. S cílem přípravy dimerů trans-

resveratrolu je dále testována Fentonova reakce a její modifikace. Poslední část této práce je 

věnována izolaci trans--viniferinu z réví pomocí chromatografických 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--viniferin. 

In the experimental part of master thesis the selected reagents, namely 2-hydroxy-1,4-

naphthoquinone, tetrachloro-1,4-benzoquinone, 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--viniferin 

isolation from grape cane by chromatographic methods. 
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1 Úvod 

Rostlinné polyfenoly přitahovaly velikou pozornost lidí na celém světě v minulých 

desetiletích pro jejich pozitivní účinek na lidský organismus. Mezi takové polyfenoly lze 

počítat i stilbeny. Stilbeny jsou z chemického hlediska dvě benzenová jádra spojená 

ethylenovým můstkem. Stilbeny spadají do skupiny látek zvaných fytoalexiny, které hrají 

významnou roli v ochraně rostlin před biotickým i abiotickým stresem (1).  

Resveratrol je právě taková přírodní polyfenolická sloučenina nacházející se v celé 

řadě rostlin, jejichž plody jsou na jídelníčku lidí odjakživa. Jmenovitě lze zmínit hrozny révy 

vinné, ořechy (např. arašídy), řadu druhů zeleniny (např. zelí, kapusta, brokolice, česnek, 

cibule…) (2, 3), moruše, borůvky, brusinky či žakie (4).  Strukturní název resveratrolu  je  3,4’,5-

trihydroxystilben.  

Nicméně resveratrol je pouze jednou sloučeninou z velice rozmanité skupiny stilbenů. 

V minulých létech byly prokázány pozitivní účinky jak monomerních, tak oligomerních 

stilbenů na lidské zdraví. Mezi tuto pozoruhodnou řadu biologických účinků lze také počítat 

schopnost potlačit růst a vývoj rakovinných buněk (4, 5), antioxidační (6), antibakteriální (7), 

antimykotické (8, 9), modulovat metabolismus lipidů (10), pozitivní účinek na kardiovaskulární 

soustavu (11), pozitivní účinek proti stárnutí a angiogenezi (12) a mnoho dalších. Za zdůraznění 

snad stojí nedávno objevené vlastnosti -viniferinu: mírné antioxidační účinky a účinky 

chránící před oxidací hemoglobinu (13), protizánětlivé účinky na lipopolysacharid stimulovaný 

makrofágy myší (14), účinky vykazující přímou cytotoxicitu vybraných rakovinných buněk 

nejen pro -viniferin, ale i další oligomery (15), či léčebné účinky patologických 

neurodegenerativních chorob, mezi které se řadí Alzheimerova choroba (16). 

Biologickým aktivitám oligomerů a polymerů resveratrolu je velice málo porozuměno. 

Příčinou je bezpochyby omezená dostupnost těchto sloučenin, zejména proto, že naprostá 

většina z nich může být v současnosti získána pouze prostřednictvím izolace z rostlinných 

materiálů.  Hlavním cílem této práce je tedy snaha najít jednoduchý způsob přípravy  

E--viniferinu a též i jeho izolace z révy vinné. Réva se pro tento účel zdá být velice 

lukrativním zdrojem, protože každoročně jsou rok staré výhony révy (dále jen réví) z vinice 

odstraňovány prořezáváním. Navíc jsou bohaté právě na E-resveratrol a zmíněný dimer  

E--viniferin (17).  

Výzkum stilbenů i nadále pokračuje, protože se předpokládá, že tyto sloučeniny budou 

vykazovat i další, doposud nepopsané biologické účinky a pomohou zemědělsky a 

ekonomicky významným rostlinným druhům více odolávat patogenům.   
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1.1 Cíle práce 

Resveratrol a jeho oligomery jsou v současnosti vzhledem ke svým významným 

biologickým vlastnostem předmětem zájmu široké vědecké komunity. Hlavním cílem 

diplomové práce bylo: 

- vypracovat literární přehled možností přípravy dimerů resveratrolu, jejich výskytu 

v rostlinách a možností izolace s důrazem na E-ε-viniferin  

- studium dimerizace resveratrolu pomocí vhodně zvolených činidel, např. 

chlorperoxybenzoová kyselina, chloranil, 2,3-dichloro-5,6-dikyano-1,4-benzochinon a 

stanovení produktů pomocí HPLC  

- otestovat možnost použití lakázy a UV záření pro přípravu E--viniferinu  

- pokusit se pomocí chromatografických metod izolovat čistý E-ε-viniferin z réví 

jakožto perspektivní suroviny pro tyto účely a charakterizovat čistou látku pomocí dostupných 

analytických metod, zejména hmotnostní spektrometrie 

2 Rešeršní část 

Podle současné zkušenosti je běžně používána trans a cis nomenklatura pro popisování 

stereochemie nasycených kruhů, zatímco E/Z nomenklatura k popisu stereochemie dvojných 

vazeb. Z tohoto důvodu jsou triviální názvy sloučenin zmíněné v této práci (spolu se synonymy 

uvedenými v literatuře)  následující:  Z-resveratrol (cis-resveratrol); E-resveratrol  

(trans-resveratrol); Z-ε-viniferin (cis-ε-viniferin); E-ε-viniferin (trans-ε-viniferin);  

Z-ω-viniferin (cis-ω-viniferin, dehydrodimer cis-cis-resveratrolu); E-ω-viniferin  

(trans-ω-viniferin, dehydrodimer cis-trans-resveratrolu); E-δ-viniferin (trans-δ-viniferin, 

trans-resveratrol dehydrodimer), r2-viniferin (vitisin A). Především v kapitole 2.1 jsou 

uváděny optické izomery oligomerů resveratrolu (např. (–)--viniferin a (+)--viniferin). 

Resveratrol je sloučenina vyskytující se ve dvou izomerních formách Z-resveratrol a 

E-resveratrol. Na obrázku 1 jsou znázorněny obě tyto izomerní formy resveratrolu.      

 

Obrázek  1: Strukturní vzorec Z- a E-resveratrolu.   

Řadou studií bylo prokázáno, že resveratrol je biologicky aktivní, má výrazné 

antioxidační vlastnosti a pohlcuje volné radikály (2). Resveratrol byl poprvé objeven v kořeni 
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kýchavice velkokvěté již v roce 1940 (18).  Nejbohatší přírodní zdroj E-resveratrolu je v 

křídlatce japonské (Polygonum cuspidatum) (19). 

Největší pozornost však přitahuje E-resveratrol jako látka vyskytující se v révě vinné. 

Jen v průběhu minulého desetiletí bylo publikováno nesčetně prací věnovaných výskytu  

E-resveratrolu či jeho oligomerů právě v révě vinné a to bez ohledu, zda byly práce zaměřeny 

na jeho výskyt v réví (17, 20–22), listech (23), kůře (24) či celé mladé rostlině (25). Jeho objev ve víně 

zapříčinil právě tento zájem (26). Navíc byl velice příhodný zejména proto, že o rok později 

bylo prokázáno, že ve víně se vyskytující polyfenoly významně inhibují oxidaci mastných 

kyselin, která je hlavním příspěvkem arteriosklerózy (10). 

První oligomer E-resveratrolu (hopeafenol) byl izolovaný z Hopea odorata a 

Balanocarpus heimii před přibližně 50 lety (27). Jeho charakterizace proběhla pomocí 

rentgenové difrakce (28, 29). Od té doby bylo charakterizováno přibližně 100 dimerů  

E-resveratrolu ať už přírodních či syntetických. 

Oligomery se vykazují řadou velice rozmanitých účinků, z nichž nejznámější jsou 

antioxidační. Antioxidační vlastnosti oligomerů derivátů E-resveratrolu spolu se vztahy mezi 

jejich strukturou a aktivitou jsou detailně shrnuty v review z roku 2013 (30). Oligomery stilbenů 

jsou nejrozšířenější v přírodě z celé skupiny polyfenolických sloučenin. Jejich struktura je 

založena na E-resveratrolu a jeho derivátech (zejména isorhapontigenin (31) pterostilben a 

piceatannol (32)). 

 

Obrázek  2: Strukturní vzorce přírodních derivátů E-resveratrolu.  
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2.1 Výskyt v rostlinách 

Rostliny jsou ve svém přirozeném prostředí napadány velikým počtem potencionálně 

patogenních mikroorganismů, hlavně se jedná o houby, bakterie a viry. Takovéto napadení je 

označováno jako biotický stres. Konstitutivní obranu rostlin tvoří strukturální bariéry (např. 

vosky, kutin, suberin, lignin, fenoly, celulóza a proteiny buněčné stěny), které jsou obvykle 

posíleny při infekci (33). Obranná reakce může být aktivována nejen jako odpověď na infekci 

patogenními mikroorganismy ale i též na abiotický stres. Mezi abiotický stres se řadí působení 

UV-C záření (34, 35) nebo působení chemikálií (respirační inhibitory, povrchově aktivní látky, 

antibiotika, regulátory růstu, soli kovů, elicitory uvolněné patogeny nebo produkty vzniklé 

z činnosti houbových degradačních enzymů) (36).  

Obranná reakce je nejlépe popisována akumulací fytoalexinů a syntézou proteinů 

souvisejících s patogenezí (37). Fytoalexiny jsou nízkomolekulární antimikrobiální sekundární 

metabolity rostlin. Bylo ukázáno, že fytoalexiny mají biologickou aktivitu proti širokému 

počtu patogenů a jejich přítomnost může být považována jako známka rezistence k nemocem. 

Přestože většina fytoalexinů je méně fytotoxická než syntetické fungicidy, rostliny jsou 

schopny akumulovat v pletivech fytoalexiny ve velkém množství. Tím pak vytvoří 

koncentrace mnohem větší, než jsou nezbytné k inhibici růstu houbového  

patogenu (35). Mezi fytoalexiny spadá nepřeberné množství látek, z nichž nejznámější 

skupinou jsou pravděpodobně stilbeny.  

Stilbeny jsou menší skupinou sekundárních metabolitů odvozené od fenylpropanoidů. 

Jsou tvořené mnohými rostlinami nepříbuzných druhů z fenylalaninu pomocí několika 

enzymů, z nichž nejdůležitější je stilben syntáza (obr. 3). Stilbeny byly stanoveny a popsány 

v rostlinách s různými cíli. Například se jednalo o popis vztahů mezi rostlinou a patogenem (38), 

nebo vystavení UV záření (34). 

 

Obrázek  3: Biosyntéza E-resveratrolu (převzato z (2, 38)).   
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Langcake a Pryce popsali, že E-resveratrol není efektivní antimykotická látka a je 

přeměňován na více účinné látky (např. jeho dimer -viniferin či trimer -viniferin) (34, 39). 

Samotný E-resveratrol by se tedy nezdál býti fytoalexinem, ale jeho tvorba má za následek 

přeměnu na více účinné oligomery o obvykle 2 až 8 jednotkách E-resveratrolu. Kromě 

oligomerů se může E-resveratrol přeměňovat na řadu dalších sloučenin (38), jejichž struktura 

je znázorněna na obrázku 4. 

 
Obrázek  4: Nejčastější přeměny rostlinných stilbenů (převzato z (38)).   

Samotný resveratrol byl nalezen u více než 72 rostlinných druhů, které spadají do 31 

rodů a 12 čeledí. Spolu s rozvojem analytických metod tyto čísla narůstají (2). V říši rostlin 

bylo charakterizováno více než 1000 stilbenů. Stilbeny byly popsány v řadě vzdáleně 

příbuzných rostlinných čeledí zahrnující jesencovité (Celastraceae), šáchorovité 

(Cyperaceae), dvojkřídláčovité (Dipterocarpaceae), bobovité (Fabaceae), liánovcovité 

(Gnetaceae), welwitschiovité (Welwitschiaceae), rdesnovité (Polygonaceae), kosatcovité 

(Iridaceae), morušovníkovité (Moraceae), pivoňkovité (Paeoniaceae) a révovité (Vitaceae). 
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2.1.1 Čeleď jesencovité (Celastraceae) 

Jesencovité jsou čeleď dvouděložných rostlin zahrnující přibližně 90 rodů a 1300 

druhů. V této čeledi byly objeveny 4 stilbeny, které byly izolovány z kůry salacie (Salacia 

lehmbachii) pocházející z Papuy-Nové Guineje. Tyto stilbeny byly pojmenovány 

lehmbacholy A – D (40). 

2.1.2 Čeleď šáchorovité (Cyperaceae) 

Čeleď šáchorovité zahrnuje suchozemské, pobřežní či bahenní rostliny podobné 

travám. Tato čeleď zahrnuje rody bahnička (Eleocharis), bezosetka (Isolepis), hrotnosemenka 

(Rhynchospora), kamýšek (Scirpoides), kamyšník (Bolboschoenus), ostřice (Carex), mařice 

(Cladium), sklovka (Scleria), skřípina (Scirpus), skřípinec (Schoenoplectus), skřípinka 

(Blysmus), suchopýr (Eriophorum), suchopýrek (Trichophorum), šáchor (Cyperus), šáchorek 

(Pycreus), šášina (Schoenus), tuřička (Kobresia), uncinie (Uncinia) (41). 

V kořeni a oddenku ostřice (Carex pumila) byly identifikovány fenoly: -viniferin, 

miyabenol C a A (42). V jiné studii byl objeven v podzemní části této ostřice kobofenol B. 

Jedná se tetramer tvořený dvěma jednotkami -viniferinu (43). Jiný druh ostřice (C. kobomugi) 

obsahoval též v kořeni a oddenku -viniferin a miyabenol C. Kromě těchto dvou stilbenů byl 

přítomen i další stilben. Jednalo se o tetramer resveratrolu a byl pojmenován kobofenol A (44). 

Semena skřípiny (Scirpus maritimus) obsahovaly resveratrol, piceatannol, -viniferin, 

scirpusin A (dehydrodimer resveratrolu a piceatannolu) a scirpusin B (dehydrodimer 

piceatannolu) (45). 

2.1.3 Čeleď dvojkřídláčovité (Dipterocarpaceae) 

Do čeledi dvojkřídláčovitých patří rody dvojkřídláč (Dipterocarpus), hopea (Hopea), 

nestejnokřídlatec (Anisoptera), pětikřídlatec (Dryobalanops), shorea (Shorea) a  

vaterie (Vateria) spolu s rody Cotylelobium, Marquesia, Monotes, Neobalanocarpus, 

Pakaraimaea, Parashorea, Stemonoporus, Upuna, Vateriopsis, Vatica, jež nemají české 

názvy (41). 

Dvojkřídláče jsou středně velké až velké stromy s úzkou kopulovitou korunou. Jejich 

plody jsou jednosemenné nepukavé tobolky, které mají létající zařízení v podobě dvou křídel. 

Právě pro toto charakteristického zařízení jim bylo uděleno jejich jméno. Mezi dvojkřídláče 

patří kolem 70 druhů (46). U jednoho ze zástupců (Dipterocarpus hasseltii) byly nalezeny 

oligomery resveratrolu (–)--viniferin, laevifonol, (–)--viniferin, vaticanol B, (–)-hopeafenol 

a tetramer resveratrolu diptoindonesin E (47). 
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Rod Vatica obsahuje okolo 65 druhů. Zástupci tohoto rodu jsou malé až středně vysoké 

stromy běžně se vyskytující na ostrově Borneo a v oblasti Malajského poloostrova 

v jihovýchodní Asii. Zástupci tohoto rodu jsou obtížně rozpoznatelné, což činní tento rod málo 

známý (48). Ve stonku druhu Vatica diospyroides byl objeven cytotoxický tetramer resveratrolu 

vatdiospyroidol spolu s E-resveratrolem a dalším jeho tetramerem vaticafenolem A (49). Dále 

lze zmínit stilbeny vaticanol A – C, resveratrol, piceid, -viniferin (50) a hexamer resveratrolu 

vaticanol D (51), které byly objeveny v kůře V. rassak. Ve stonku dalšího zástupce 

(V. albiramis) tohoto rodu byly nalezeny glukosidy tetramerů resveratrolu  vatalbinosid A − 

E s 13 dříve popsanými stilbeny: (–)-hopeafenol, vaticanol B, vaticasid B a C, E--viniferin, 

blanocarpol, ampelopsin A, vaticanol C, stenofyllol C, piceid, Z--viniferin, vateriafenol A a 

bergenin (52). Jako posledního zástupce lze uvést druh V. oblongifolia, v níž byly nalezeny 

tetramery resveratrolu hopeafenol A, isohopeafenol A a vaticafenol A (53). 

Rod hopea zahrnuje přes 100 druhů nacházející se od jižní Indie přes jižní Čínu do 

Malajsie. Jedná se hlavně o stromy patřící většinou do vrchního stromového patra či středního 

stromového patra. Tyto stromy obvykle rostou v nadmořské výšce mezi 800 – 1600 m. Značná 

variabilita vaječníků, listů a kůry činí zástupce tohoto rodu nejrozmanitější v čeledi 

dvojkřídláčovitých (48). Hopea chinensis se vyznačuje přítomností oligostilbenů hopeachinol 

A a B spolu s potencionálně imunosupresivním polyfenolem diptoindonesinem G, které byly 

charakterizovány v kmenové kůře (54). Další analýzy kůry odhalily přítomnost 5 oligomerů 

resveratrolu a dva polyfenoly pojmenované hopeachinol C a D (55). Nedávno byly nalezeny 

v kmenové kůře ještě další stilbeny a to hopeachinol E – I (56). Kůra druhu H. parviflora 

obsahuje (+)-parviflorol, (–)-ampelopsin, (+)-balanocarpol, (–)--viniferin a  

(–)-hopeafenol (57). V kmenu byly dále nalezeny pentamery hopeasid A a B, trimer hopeasid 

C a dimer hopeasid D spolu s devíti dalšími oligomery resveratrolu: malibatol, ampelopsin A, 

balanocarpol, piceid, vateriafenol B, (–)-hopeafenol, pauciflorol C, grandifenol A a 

vatalbinosid A (58). Z kmenové kůry druhů H. odorata, H. mengarawan a H. nigra bylo 

izolováno 7 derivátů resveratrolu. Mezi které se řadil balanocarpol, heimiol A, vaticanol G, 

vaticanol B, hopeafenol, ampelopsin H a hemlesyanol C (59). Kmenová kůra dalšího zástupce 

(H. gregaria) obsahuje 6 dimerů: ampelopsin A, balanocarpol, -viniferin, hopeafuran, 

heimiol A a parviflorol (60). 

Rod shorea (Shorea) je pojmenován po guvernéru Johnu Shoreovi. Lze napočítat 196 

druhů spadajících do tohoto rodu v oblasti od jižní Asie přes Malajsii do Filipín, Jávy a 

Moluky. Dále je 138 druhů známých na ostrově Borneo, z nichž je 91 endemických (48). 

V kořeni Shorea roxburghii byl nově objeven dimer resveratrolu roxburghiol A a s ním byly 
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nalezeny stilbeny vaticanol A, (–)-hopeafenol, isohopeafenol, apigenin 7-O-arabinosid,  

E-piceid a 2-C-glykosid E-resveratrolu (61). Nedávno bylo nalezeno 20 stilbenů a oligostilbenů 

v kůře tohoto druhu. Mezi nimi lze zdůraznit dimery resveratrolu:  

(+)-parviflorol, malibatol A a B, (–)-ampelopsin A, (–)-balanocarpol, hopeafuran, dále lze 

zdůraznit trimery resveratrolu: pauciflorol A, (+)--viniferin, vaticanol A, E a G spolu s jeho 

tetramery: (–)-hopeafenol, (+)-isohopeafenol, hemsleyanol D, (–)-ampelopsin H, vaticanol B, 

C (62). V kůře jiného zástupce (S. hemsleyana) byly zjištěny stilbeny hemsleyanosid A – D (63). 

Kmenová kůra dalšího ze zástupců rodu shorea (S. acuminata) obsahovala dimer resveratrolu 

acuminatol spolu se stlibeny laevifonol, (–)--viniferin, shoreaketon, vaticanol B a  

(–)-hopeafenol (64). 

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

Čeleď bobovité zahrnuje stromy, keře a byliny. Řadí se do ní přibližně 700 rodů čítající 

asi 18000 druhů rozšířených po celém světě, obzvláště v tropických oblastech. Mnohé rostliny 

této čeledi jsou ekonomicky důležité. Využívá se jejich dřevo, plody a pěstují se i pro okrasný 

efekt (46). Stilbeny byly popsány zejména v rostlinách rodu jerlín (Sophora) a čimišník 

(Caragana). 

Zástupci rodu jerlín jsou opadavé nebo stálezelené stromy, keře nebo vytrvalé byliny. 

Existuje asi 70-80 druhů rozšířených v tropických a mírných pásech (46). Kořen jerlínu 

vikvolistého (syn. jerlín Davidův; Sophora davidii) obsahuje kromě nezmíněných fenolů 

následující oligomery stilbenů davidiol A – C, leachianon A, miyabenol C, -viniferin,  

-viniferin (65) a prvně popsaný přírodní pentamer resveratrolu davidiol D (66). Kořen dalšího 

jerlínu (S. leachiana) obsahuje pět oligostilbenů pojmenovaných leachinol C – G (67). 

Leachinol C je tetramer tvořený pallidolem a dvěma jednotkami E-resveratrolu (68). Navazující 

práce dále v kořeni této rostliny odhalily přítomnost stilbenů (–)--viniferin , hopeafenol, nově 

popsaný leachianon I (69) a později ještě flavonostilbeny alopecuron A – F (70). Další výzkum 

jiného druhu jerlínu (S. moorcroftiana) ukázal přítomnost pěti oligomerů resveratrolu:  

(–)-ε-viniferin, (+)-α-viniferin, miyabenol C, cis-miyabenol C a trimer pojmenovaný 

soforastilben A (71). V kořenu dalšího druhu jerlínu (S. stenophylla) byly nalezeny dva nové 

tetramery resveratrolu stenopyllol A a C, jeden nový trimer resveratrolu stenopyllol B spolu 

se stlibeny davidiol B, (–)--viniferin a (–)-hopeafenol (72). 

V rodu čimišník se nachází asi 100 druhů. Čimišníky jsou většinou opadavé keře 

výjimečně menší stromy (73). V kořeni čimišníku (Caragana sinica) se nacházejí stilbeny  

(+)--viniferin, miyabenol C, pallidol a kobofenol A (74). Dále byl nalezen v kořeni čimišníku 
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trimer resveratrolu carafenol A, (+)-isoampelopsin F, carafenol B a C, (–)-ampelopsin F (75). 

Později bylo dokázáno, že kořen této rostliny produkuje i dva tetramery resveratrolu 

carasinol B a kobofenol A (76). Kořen jiného čimišníku (C. chamlague) obsahuje též  

(+)--viniferin a kobofenol A (77). 

2.1.5 Čeleď liánovcovité (Gnetaceae) 

Rostliny spadající do této čeledi se vyskytují v subtropických a tropických oblastech. 

Jedná se většinou o popínavé rostliny zřídka malé stromky či keře (78).  

Rod liánovce (Gnetum) obsahuje přibližně 40 druhů rostoucích převážně v Asii a 

Oceánii. Rostliny v tomto rodu jsou známé pro vysoký obsah stilbenů. Mnohé z nich jsou 

odedávna používány v lidové medicíně. Dřevo liánovců (Gnetum leyboldii a 

G. schwackeanum) obsahuje gnetiny A – E (79). Liánovec jedlý (G. gnemon) obsahuje 

resveratrol, isorhapontigenin, gnemonosid D, gnetin C a E spolu s nově popsanými stilbeny 

gnemonosid L a M (80). Kořenový extrakt tohoto liánovce v jiné práci ukázal přítomnost 

stilbenů gnemonol A a B (81). V navazujících pracích bylo v kořeni tohoto liánovce popsáno 

několik dalších derivátů stilbenů a to ampelopsin E, Z-ampelopsin E, gnetin C, D a E 

gnemonoly G (dimer resveratrolu), H, I, J (trimery resveratrolu) (82) později i gnemonoly K a 

L (trimery resveratrolu), gnemonol M (dimer isorhapontigeninu) a gnemonosid K (glukosid 

trimeru resveratrolu) (83). V endospermu tohoto liánovce byl dále identifikován gnetin L spolu 

s dříve určenými stilbeny: resveratrol, gnetin C, gnemonosid A, C a D (84). Stonek jiného 

liánovce (G. latifolium) obsahuje nově popsaný trimer latifolol spolu s pěti dalšími stilbeny 

(resveratrol, -viniferin, gnetiny E, D a C) (85). Pokračující práce zabývající se stilbeny 

v liánovcích odhalila v dalším liánovci (G. gnemonoides) přítomnost stilbenů gnemonosid 

A – D spolu s E-resveratrolem, gnetiny C, D a E (86). V navazujícím roce byly ve stonku tohoto 

liánovce nalezeny stilbeny gnemonol C, gnemonosid E a gnetal (81). Pět dalších dimerů 

resveratrolu (gnetuhainin A – E) bylo izolováno spolu s resveratrolem, -viniferinem a  

-viniferinem z lián liánovce (G. hainanense) (87). 

2.1.6 Čeleď welwitschiovité (Welwitschiaceae) 

V některých klasifikacích bývá tato čeleď zahrnována do čeledi liánovcovitých. Dřevo 

welwitschie podivné (Welwitschia mirabilis) mimo další látky obsahuje dehydrodimery 

resveratrolu gnetin F a G a trimery gnetin H a I (88). Stonek welwitschie podivné obsahuje 

glukosidy trimerů resveratrolu pojmenované mirabilosid C – F spolu s resveratrolem, 

gnemonosidem B a gnetinem C (89).  
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2.1.7 Čeleď rdesnovité (Polygonaceae) 

Čeleď rdesnovité zahrnuje 45 rodů čítající asi 800 druhů (90). Doposud byly nalezeny 

stilbeny v rodech Calligonum (91), opletka (Fallopia), truskavec (Polygonum) (92), reveň 

(Rheum) (93), šťovík (Rumex) (94). 

Rod reveň obsahuje přibližně 60 druhů, jehož zástupci se hlavně nachází v Asii 

v nadmořských výškách 1800 - 2300 m.n.m, což odpovídá subalpínské a zčásti alpínské zóně. 

Podzemní část reveně je znám jako „Da-Huang“ a je součástí tradiční lidové medicíny při 

léčbě zácpy, zánětu, selhání ledvin a infekčního onemocnění. Kořen reveně (Rheum 

lhasaense) obsahuje stilbeny maximol A, gnetin C, ε-viniferin, a pallidol spolu s nově 

identifikovanými trimery resveratrolu rheumlhasol A a B (93). 

Jednou z nejbohatších rostlin na E-resveratrol je křídlatka japonská (92). Vědecké 

pojmenování křídlatky japonské (Fallopia japonica, syn. Polygonum japonicum, 

P. cuspidatum, Pleuropterus zuccarinii a Reynoutria japonica) a její zařazení se v důsledku 

podrobnějších studií příbuzenských vztahů mění (95).  

2.1.8 Čeleď kosatcovité (Iridaceae) 

Do čeledi kosatcovitých patří byliny jako acidantera (Acidanthera, syn. Iris), aristea 

(Aristea), babiana (Babiana), badil (Sisyrinchium), cypela (Cypella), černohlávka 

(Melasphaerula), dierama (Dierama), dietes (Dietes), diplarena (Diplarrena), duhovnice 

(Ixia), ferárie (Ferraria), frézie (Freesia), herbertka (Herbertia), kosatcovník (Gynandriris, 

syn. Moraea), kosatec (Iris), lapérusie (Lapeirousia), libercie (Libertia), mečík (Gladiolus), 

montbrécie (Crocosmia), morea (Moraea), neomarika (Neomarica), romulea (Romulea), 

sparaxis (Sparaxis), šafrán (Crocus), tritonie (Tritonia), tygřice (Tigridia), vršťala 

(Geissorhiza), watsonie (Watsonia), zárubka (Witsenia) (41). Mnohé z nich jsou využívány pro 

okrasný efekt.  

Kosatec je rod jednoděložných rostlin. Tento rod byl pojmenován po řecké bohyni Iris 

kvůli široké rozmanitosti barev květů (96). Semena kosatce (Iris halophila) obsahují 

monomerní stilben halofilol A, tetramer resveratrolu halofilol B, resveratrol, -viniferin a  

-2-viniferin (97). V methanolovém extraktu semen jiného kosatce (I. clarkei) byly nalezeny 

oligomery resveratrolu ampelopsin B a -viniferin (98). 
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2.1.9 Čeleď morušovníkovité (Moraceae) 

Čeleď morušovníkovitých rostlin zahrnuje okolo 40 rodů, v nichž se nachází 1400 

druhů. Tyto rostliny se vyskytují nejčastěji v tropickém pásu vzácněji v mírném až 

subtropickém pásu (99). 

V stonku morušovníku jižního (Morus australis) byly identifikovány flavony spolu 

s oxyresveratrolem, 4‘-(2-methyl-2-buten-4-yl)oxyresveratrolem a dvěma možnými deriváty 

dimerů resveratrolu alboctalol a macrourin B (100). 

2.1.10  Čeleď pivoňkovité (Paeoniaceae) 

Tato čeleď zahrnuje pouze jeden rod a to rod pivoňka (Paeonia). Pivoňek existuje 33 

druhů. Jedná se o vytrvalé byliny, polokeře či keře (101). Kořen pivoňky čínské (Paeonia 

lactiflora) je používán v tradiční čínské medicíně. V jejích semenech byly nalezeny stilbeny 

Z--viniferin, E-resveratrol, E-resveratrol-4‘-O--D-glukopyranosid, E--viniferin, gnetin H, 

suffruticosol A a B (102). V semenech pivoňky keřové (P. suffruticosa) jsou přítomny stilbeny 

Z-resveratrol, paeoniflorin a tři trimery resveratrolu suffruticosol A, B a C (103), později byl 

ještě objeven další trimer resveratrolu Z-ampelopsin E (104). 

2.1.11  Čeleď révovité (Vitaceae) 

Čeleď révovité zahrnuje přibližně 900 druhů spadajících do 14 – 17 rodů. Především 

v rostlinách z pěti těchto rodů byly nalezeny stilbeny, jmenovitě se jedná o rody révovník 

(Ampelopsis), žumen (Cissus), cyfostema (Cyphostmma), loubinec (Parthenocissus) a réva 

(Vitis) (105, 106). 

Poslední přehledné review o výskytu stilbenů v celé této čeledi bylo podrobně 

zpracováno v roce 2012 francouzskými autory (105). Stejní autoři popsali výskyt stilbenů v rodu 

Vitis spolu s jejich výskytem ve víně (106). Výskyt stilbenů v révě vinné a jejich účinky byly 

dále shrnuty v knize, která se zaměřuje na poživatelné části révy (3). 

Výskyt resveratrolu v révě je velice intenzivně sledován, vzhledem k pozitivním 

účinkům přítomného resveratrolu a jeho oligomerů. Nicméně bylo již poukázáno na to, že 

mnoho studií vynechalo oligomery resveratrolu, což poskytuje velice limitující informace o 

skutečném profilu stilbenů v révě. 

2.1.12  Čeleď borovicovité (Pinaceae) 

V kůře smrku ztepilého (Picea abies) je minoritně zastoupený resveratrol (107). Dále 

byl pak resveratrol objeven v kůře borovice turecké (Pinus brutia) (108) či borovice korejské 

(P. koraiensis) (109) spolu s dalšími látkami.  
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2.2 Dimerizace 

V současné době jsou uplatňovány 3 hlavní postupy mající za cíl přípravu dimerů. 

Jmenovitě se jedná o biotransformaci, biomimetické a nebiomimetické syntézy (110). 

Biomimetické syntézy spadají do oblasti organické chemie a zahrnují jak testování hypotéz 

syntetických reakcí snažících se napodobit reakce v přírodě, tak jejich studium. Existuje 

několik publikací shrnující problematiku biomimetických syntéz oligomerů E-resveratrolu a 

jeho analogů (110–112). 

2.2.1 Biomimetické a nebiomimetické syntézy  

Úplně první práce pokládající základy této problematiky byla provedena Bartonem a 

kol. (113). Tato práce ilustrovala vznik kyseliny usnové (obr. 5) prostřednictvím radikálového 

párování ortho- a para-fenolických radikálů generovaných pomocí hexakyanoželezitanového 

aniontu.  

 

Obrázek  5: Strukturní vzorec kyseliny usnové.  

Od roku 1977 do roku 2006 byla většina reakcí vedoucí k dimerům resveratrolu 

prováděna prostřednictvím biomimetických syntéz (112). Jednoduchost postupu, ale i 

nedostatek regio- či stereo-selektivity vedl obecně k nízkému výtěžku. Nevýhodou byly často 

i komplikace s vznikem komplexní směsi, ze které je obtížené produkt oddělit.  

Biomimetické syntézy dimerů a oligomerů E-resveratrolu mohou být zahajovány 

elektrochemicky (114), změnou pH (115), solemi kovů (116, 117), či mohou záviset na povaze a 

polaritě rozpouštědla (118). 

Strategie biomimetických syntéz je založena na tvorbě radikálů (obr. 6). Reakcí dvou 

těchto radikálů vznikne meziprodukt. Struktura meziproduktu závisí čistě na druhu radikálů, 

ze kterých vznikl. Tento meziprodukt představuje prekurzor dimerů E-resveratrolu. Dle 

prostředí je posléze přeměněn na dimery. Různorodost a variabilita produkovaných dimerů je 

představena různými reakčními cestami A – E na obrázku 7.  
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Obrázek  6: Předpoklad tvorby radikálů E-resveratrolu (převzato z (110, 116, 119)).  

 

Obrázek  7: Navržený mechanizmus syntézy dimerů (převzato z (111, 120)).  
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Nejčastěji studovanou sloučeninou (katalyzátorem) v případě biomimeteckých syntéz 

oligomerů E-resveratrolu je chlorid železitý. Byl použit v jedné z prvních dimerizací   

E-resveratrolu na E--viniferin probíhající v systému methanol-voda s uváděným výtěžkem 

30% (121, 122). E-resveratrol v prostředí acetonu po 20 h reakce, též s chloridem železitým, 

poskytuje E--viniferin, ale i pallidol a nejvíce E--viniferinu (116). Vliv chloridu železitého 

byl sledován i na derivát resveratrolu (3,4-dimetoxy-4’-acetoxy stilben) v prostředí 

dichlormethanu. Při této reakci byly vytvořeny dva dimery, které svou strukturou připomínaly 

cyfostemmin A a restrytisol C (123). 

Kromě chloridu železitého se k syntéze dimerů prokázaly býti vhodné i další 

sloučeniny. Tl(NO3)3 byl schopný za 30 min při -50 °C přeměnit E-resveratrol na  

E--viniferin (výtěžnost 30%), nebo reakce E-resveratrolu s CeSO4 v methanolu při -50°C po 

26 h vytvoří směs E--viniferinu (výtěžnost 3,7%) a E--viniferinu (výtěžnost 8,4%). Směs 

roztoků K2CO3 a K3[Fe(CN)6] je schopná při teplotě 25 °C za 10 min přeměnit E-resveratrol 

na tři dimery (E--viniferin s výtěžností 21,9%, E--viniferin s výtěžností 22,5% a pallidol s 

výtěžností 15,7%) (116). 

Jednou z biomimetických syntéz, která selektivně přeměňovala E-resveratrol na  

E--viniferin, byla prezentována autory Sako a kol. (117). Ti podrobili E-resveratrol rozpuštěný 

v methanolu působení následujících solí: CH3COOAg, Ag2O, Ag2CO3, AgNO3, 

Mn(CH3COO)3, CH3COOCu, Cu(CH3COO)2 a K3Fe(CN)6). Přestože všechny soli byly více 

či méně schopny tvořit E--viniferin (výtěžnost od 4 do 97%), pouze octan stříbrný tvořil tento 

dimer s uváděnou výtěžností 97%. Octan stříbrný, dle výsledků této práce, byl též schopný 

přeměňovat E--viniferin na oktamer E-resveratrolu vitisin B. Jiná publikace zase udává, že 

oxid stříbrný v systému aceton-voda mění derivát E-resveratrolu (isorhapontigenin) na dimery 

připomínající -viniferin a trimer (124).  

Vlastní dimerizaci E-resveratrolu je možno provést i za pomoci kyselé katalýzy 

kyselinou mravenčí. E-resveratrol je v důsledku působení kyseliny mravenčí přeměněn na 

dimery resformicol A, B, C. Překvapivé je, že resformicol C má ve své struktuře pouze 3 

benzenová jádra (125).  

Další pohled na biomimetické syntézy se soustředil na dimerizaci v přírodě se 

nevyskytujícího se derivátu E-resveratrolu (sloučeniny 1 na obr. 8) a pterostilbenu 

(sloučeniny 2 na obr. 8). Spolu s různými solemi kovů (CH3COOAg, CuBr2, FeCl3 · 6 H2O, 

FeCl3 · 6 H2O/NaI, PbO2,VOF3) byl zkoumán i vliv polarity. Octan stříbrný přeměňoval obě 

tyto sloučeniny na analogické formy E--viniferinu. PbO2 je schopen derivát 1 dimerizovat 
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též na analog E--viniferinu i na dimer 1A. CuBr2 dimerizoval 1 pouze na 1A. Zbylé produkty 

reakcí uvedených látek s analogy 1 a 2 jsou uvedeny v reakčním schématu (obr. 8) (118). 

 

Obrázek  8: Příklad biomimetické syntézy (převzato z (118)).  

Přestože sloučeniny A – D uvedené na obrázku 8 se běžně nevyskytují v přírodě, jejich 

strukturní vzorce připomínají přírodní analogy. Sloučeninu 1A lze přirovnat k resformicolu A, 

sloučeninu 2A k pallidolu, sloučeninu 2B k ampelopsinu F a sloučeniny 1B a 2C připomínají 

tricuspidatol A. 

 

2.2.1.1 Celková syntéza dimerů 

Přestože oligomery E-resveratrolu jsou známy několik desetiletí, doposud nebyl 

významný zájem o jejich úplnou syntézu. Teprve v roce 2007 Snyder a kol. (126) přišli se 

selektivním postupem přípravy de novo přírodních dimerů E-resveratrolu. Jednalo se přípravu 

dimerů ampelopsin D a F, isoampelopsin D, quadrangularin A a pallidol. Syntéza vycházela 

z 2-brom-3,4’,5-trimetoxystilbenu nebo 2-brom-3,3’,5,5’-tetrametoxystilbenu a řídila se dle 

uvedeného schématu (obr. 9). 
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Obrázek  9: Zjednodušené schéma Snyderovy selektivní syntézy dimerů (převzato z (126, 127)).   

Rozdíl mezi vznikem produktů (ampelopsin F × ampelopsin D;  quadrangularin A × 

pallidol) závisí čistě na rekčních podmínkách v posledních krocích syntézy (126, 127). 

V několika navazujících pracích byl popsán ještě přístup k selektivní syntéze dimerů 

heimiol A, hopeahainol D, gnetuhainin C a jeho analogu (128), hopeanol, hopeahainol A (129), 

carafenol B a C (127). Nejvýznamnějším rysem Snyderovy práce je bezesporu demonstrování 

skutečnosti, že přírodní dimery a oligomery E-resveratrolu mohou být připraveny 

kontrolovanou regioselektivní syntézou a přitom lze dosáhnout uspokojivého výtěžku (126–130).  
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Kraus a Gupta (131) roce 2009 s využitím Snyderova stavebního bloku 1A připravili 

dimer amurensin H. Reakční schéma je zobrazeno na obrázku 10.  

 

Obrázek  10: Schéma Krausovy syntézy amurensinu H (převzato z (131)).  

Matsuura a kol. (120) rozvinuli strategii syntézy dimerů a přišli s efektivnějším 

způsobem syntézy pallidolu a quadrangularinu A (dimery E-resveratrolu). Schéma tvorby 

těchto dvou dimerů vychází z nového stavebního bloku (dibutyl derivát E-resveratrolu) a je 

velice podobné Snyderovu (obr. 9), co se týče struktury meziproduktů. 

V roce 2009 Jeffrey a Sarpong (132) prezentovali syntézu didehydropallidol permethyl 

etheru jako produktu vzniklého v důsledku Heckovy reakce bromstilbenu F1 s tolanem F2 

(obr. 11). Funkčnost této reakce závisí na katalytické schopnosti forem Pd0/II, která je 

demonstrována na reakčním schéma na obrázku 11. Meziprodukt této katalytické přeměny za 

pomoci paládia lze jednoduchou reakcí s FeCl3 . 6 H2O v CH2Cl2 převést na analog pallidolu. 

Meziprodukt může být také považován za prekurzor jiných dvou dimerů E-resveratrolu a to 

quadrangularinu A a parthenocissinu B.    

 

Obrázek  11: Přístup Jeffrey a Sarponga k syntéze dimerů (110).  
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Mnohé dimery E-resveratrolu lze připravit transformací jiných dimerů. Nejznámějším 

v přírodě vyskytujícím se dimerem je E--viniferin. Dle Takaya a kol. (133) je z tohoto dimeru 

možné připravit čtyři další dimery, jmenovitě se jedná o ampelopsin A, B, D a F. Schéma 

ukazující reakční postup je zobrazeno na obrázku 12.  

 

Obrázek  12: Tvorba ampelopsinu A, B, D a F (převzato z (133)).  

Modře jsou zdůrazněny dimer tvořící vazby. Reakční podmínky v schématu (obr. 12) 

jsou následující: A – HCl ve vodě při pokojové teplotě po dobu 50h (výtěžnost 38%), nebo 

H2SO4 v methanolu pod zpětným chladičem po dobu 5 dní (výtěžnost 13%). 

B – CF3SO3H v methanolu pod zpětným chladičem po dobu 7 dní (výtěžnost 14%), nebo 

H2SO4 v methanolu pod zpětným chladičem po dobu 5 dní (výtěžnost 6%). 

C – HCl ve vodě při pokojové teplotě po dobu 50h (výtěžnost 8%), nebo CF3SO3H 

v nitromethanu při pokojové teplotě po dobu 10 h (výtěžnost 38%), nebo CF3SO3H 

v methanolu pod zpětným chladičem po dobu 7 dní (výtěžnost 21%), nebo H2SO4 v methanolu 

pod zpětným chladičem po dobu 5 dní (výtěžnost 19%). 
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2.2.1.2 Fototransformace 

E-resveratrol vystavený působení UV záření je schopný se přeměnit nejen na  

Z-resveratrol, ale i na dimery, trimery a tetramery resveratrolu. Fototransformace za 

přítomnosti vzdušného kyslíku produkuje více látek než za podmínek inertní atmosféry 

argonu. V prostředí oxidační atmosféry stanovila Moravcová některé dimery jako možný E- a 

Z--viniferin (134). UV záření je schopné produkovat také Z/E izomery dimerů resveratrolu, 

např. Z--viniferin může být syntetizován fotoreakcí E--viniferinu (122). 

UV záření není jen schopné produkovat z E-resveratrolu oligomery a jeho Z izomer, 

ale je též schopné přeměnit dimery na jiné dimery. Ozařováním parthenocissinu A rtuťovou 

výbojkou (nm) v prostředí methanolu po dobu 2 h poskytlo produkty quadrangularin 

A a menší množství laetevirenolu A. V další části provedli stejní autoři ozařování 

parthenocissinu B v 50% methanolu, které poskytlo produkty laetevirenol B a D (135). Dimery 

leachianol F a G mohou být přeměněny na jiný dimer (quadrangularin A a parthenocissin A) 

v prostředí BF3·(CH3CH2)2O + CH2Cl2 a následného ozařování (> 306 nm) (115).  

E-resveratrol lze dimerizovat i za pomoci laseru (630 nm). Přestože záření o vlnové 

délce 630 nm nemá takovou energii jako UV záření, je dostačující pro tvorbu dimerů (136). 

Produkt dimerizace, který vykazoval silnější analgetické účinky než samotný E-resveratrol, je 

zobrazen na obrázku 13. 

 

Obrázek  13: Produkt dimerizace laserem (převzato z (136)).  

UV záření se ukázalo být i potenciálním způsobem, jak navýšit obsah stilbenů 

v rostlinném materiálu. Od roku 1991 proběhla řada studií věnující se této problematice. 

Jedním z příkladů může být navýšení obsahu stilbenů v hroznech révy vinné, kde největší 

nárůst byl zaznamenán u E-resveratrolu a piceatannolu a to až dvojnásobek původního 

množství (137). Nebo dalším příkladem může být ozařování listů (kultivar Chasselas), které 

vede k tvorbě Z/E--viniferinu a Z/E--viniferinu (138). Tříska a Houška (139) publikovali review 

týkající se této problematiky. 
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2.2.2 Biotransformace a enzymatické párování 

Studium biotransformace E-resveratrolu či obecně oligostilbenů bylo vedeno s mnoha 

odlišnými cíli. Některé případy sledovaly produkty přeměny E-resveratrolu na oligomery (140, 

141), jiné zase vliv patogenu či oxidázy na tyto látky (142). Biotransformace stilbenů zejména  

E-resveratrolu jsou limitovány variabilitou a dostupností oxidáz na trhu. Navíc jsou 

nespecifické pro účely dimerizace, proto je obtížné předpovídat, jaký výsledek jejich použití 

poskytne (110).  

2.2.2.1 Dimerizace lakázami  

Lakázy, též nazývané „blue oxidases“, jsou skupina měď obsahujících enzymů, které 

katalyzují širokou škálu reakcí sloučenin, při kterých je molekulární kyslík redukován na 

vodu. Zjednodušené schéma je zobrazeno na obrázku 14 část a. Bohužel však ve většině 

případů nemůže být substrát oxidován přímo lakázou. Důvody způsobující toto omezení jsou 

dva: sterický efekt a vysoký redoxní potenciál. Tyto dvě překážky jsou v přírodě překonávány 

tzv. prostředníkem (mediator). Pokud se snažíme napodobit přírodu, pak mnohdy onu látku 

přidáváme a pak hovoříme o „chemical mediator“ (obr. 14 - část b). 

 

Obrázek  14: Schéma reprezentující redoxní cykly oxidace substrátu pomocí lakázy (143).  

Lakázy jsou široce rozšířené u hub, některých bakterií, vyšších rostlin a byly dokonce 

nalezeny i v některých zástupcích hmyzu. Tyto extracelulární enzymy získaly pozornost díky 

jejich schopnosti oxidovat fenolické látky a sloučeniny podobné ligninům, stejně jako přírodní 

polutanty. Zmíněné schopnosti učinily tyto biokatalyzátory velice používané v mnohých 

biotechnologických postupech (33, 143, 144). 
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Obrázek  15: Schématické zobrazení aktivního místa lakázy ukazující relativní orientaci 

atomů mědi (143).  

Funkčnost lakázy záleží na distribuci atomů mědi mezi třemi rozdílnými vazebnými 

místy. Atomy mědi jsou nezbytné a hrají nepostradatelnou roli v mechanizmu katalýzy. 

Vlastní mechanizmus lze rozdělit do třech kroků. V první kroku měď 1 přijímá elektrony od 

substrátu. Měď 1 je tedy redukována a substrát je oxidován. Přijaté elektrony mědí 1 jsou poté 

vnitřně převedeny do shluku tří atomů mědi (2, 3 a 4). A teprve tento shluk tří atomů mědi je 

schopný redukovat molekulu kyslíku na vodu. Takováto struktura byla popsána u lakáz z: 

outkovky pestré (Trametes versicolor), outkovky rumělkové (Pycnoporus cinnabarinus), 

Melanocarpus albomyces, Rigidoporus lignosus a bacilu senného (Bacillus subtilis) (143). 

Jedna z prvních prací se soustředila na oxidativní dimerizaci série několika 

hydroxystilbenů katalyzovanou lakázou, která poskytla 4-O-alfa-beta-5 (podobné 

dihydrofuranu) dimery, které byly hlavními produkty (140). Snaha vylepšit tuto reakci vedla 

k použití komerčně dostupné lakázy z outkovky pestré. Reakční mechanizmus tvorby 

oligomerů E-resveratrolu za použití právě této lakázy byl popsán hned několika autory (145–148) 

a je zobrazen na obrázku 16: 

 

Obrázek  16: Dimerizace při použití lakázy z outkovky pestré (převzato z (145)).  
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Dimerizace E-resveratrolu či jeho analogů poskytuje ekvivalentní E-dehydrodimer (v 

případě E-resveratrolu R1, R3 = H a v případě E--viniferinu R2, R4 = OH) (145–148). 

Dalším příkladem může být lakáza z outkovky pýřité (T. pubescens). Tato lakáza 

poskytla podobné výsledky jako lakáza z outkovky pestré. Produkty reakce resveratrolu a jemu 

podobných stilbenů s touto lakázou jsou dimery vzniklé vazbami zobrazenými na obrázku 17. 

Podle těchto vazeb lze produkty rozdělit do tří skupin: analogy -viniferinu (obr. 17 - typ A), 

dimery tvořené etherovou vazbou (obr. 17 - typ B) a dimery tvořené benzodioxanovou 

strukturou (obr. 17 - typ C). Množství jednotlivých produktů se lišilo v závislosti na struktuře 

výchozí látky. V neposlední řadě bylo prezentováno, že lakáza z outkovky pýřité nejlépe 

funguje v systému dvou fází a to ethylacetátové, v němž je rozpuštěný substrát, a vodné, která 

je pufrována acetátovým pufrem na pH 4,5 (149). Tato lakáza poskytuje výtěžek 18%  

E--viniferinu (140). 

 

Obrázek  17: Produkty dimerizace lakázou z outkovky pýřité (převzato z (110, 149)).  

E--viniferin může být připraven v rozumném množství i použitím lakázy z 

Myceliophtora thermophyla (poskytující výtěžek 31% dimeru) (140). 

Na druhou stranu ne všechny lakázy jsou schopné katalyzovat oxidaci E-resveratrolu, 

např. lakáza z Pyricularia oryzae (142). 

2.2.2.2 Dimerizace houbovými patogeny 

Zájem a problematiky plísní souvisí především s výnosy produkce v zemědělství. 

Zatímco produkce E-resveratrolu jako odpověď na stres je široce přijata, tvorba jeho 

oligomerů v případě napadení např. houbami nemusí být zcela jasná. Nejasné je, zda přítomné 

oligomery jsou důsledkem obranného mechanizmu rostliny či odpovědi proliferace houby na 

obranný mechanizmus rostliny. E-resveratrol a jeho oligomery jsou známé svými 

antimykotickými účinky. Mezi nejvýznamnější houbové patogeny spadá plíseň révová 

(Plasmopara viticola), padlí révové (Erysiphe necator, syn. Uncinula necator), plíseň šedá 

(Botrytis cinerea)  (8).  

Listy révy vinné infikované plísní révovou produkují Z/E-piceid, E-resveratrol,  

E--viniferin a E--viniferin (138). Navazující práce popsala ještě 8 neidentifikovaných dimerů 
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resveratrolu a navíc -viniferin a E/Z-pterostilben (150). Další studium odhalilo navíc ještě 

tvorbu stilbenů ampelopsin D, quadrangularin A, isohopeafenol, Z--viniferin, ampelopsin H,  

Z-miyabenol C, Z/E--viniferin. Rozmanitost zastoupení těchto stilbenů může souviset se 

stádiem rozvoje infekce (151). Obdobně rozmanité zastoupení stilbenů zaznamenal i Mattivi a 

kol. (23), který též vystavil listy révy vinné působení plísně révové.  

Jedním z nejvýznamnějších patogenů révy vinné je padlí révové. Zatím co plané 

kultivary révy jsou celkem odolné proti této plísni, pro kultivary využívané k produkci hroznů 

může tato houba představovat problém. Vliv této plísně na listy révy má za následek též tvorbu 

stilbenů: E-piceid, E-resveratrol, E--viniferin a E--viniferin. Tyto stilbeny byly tvořeny ve 

všech zkoumaných kultivarech (152). 

Plíseň šedá je všudypřítomný houbový patogen, který kolonizuje stárnoucí nebo mrtvá 

rostlinná pletiva. Enzymy izolované z plísně šedé jsou schopné oxidovat resveratrol na  

-viniferin a ve vyšší míře oxidovat i pterostilben (153). Plíseň šedá se ukázala být schopná 

tvořit z E-resveratrolu 6 dimerů (restrytisol A – C, leachinol F, E--viniferin a pallidol), z nichž 

nejvíce zastoupený byl E--viniferin (154). Působení této plísně na rostlinný materiál révy vinné 

má též za následek tvorbu E-resveratrolu a jeho přeměnu na E--viniferin (155). 

2.2.2.3 Dimerizace peroxidázami. 

Peroxidázy obsahují železo v aktivním místě a jsou velice podobné lakázám. Jak tyto 

enzymy ovlivňují tvorbu produktu, není ještě zcela úplně známo. Peroxidázy využívají 

peroxid vodíku, aby katalyzoval oxidativní reakce. Peroxid vodíku je tedy nezbytný pro 

funkčnost peroxidázy. Příkladem může být křenová peroxidáza (Horseradish peroxidase), 

která katalyzuje reakce podle schéma (119): 

2 AH + H2O2 → 2 A∙ + 2 H2O (1) 

Vliv křenové peroxidázy na E-resveratrol byl poprvé představen Langcakem a Prycem 

v roce 1977 (156). Dle těchto autorů peroxidáza v systému aceton-voda byla schopná měnit  

E-resveratrol na -viniferin s výtěžkem 41%.  

Na jejich metodu navázali japonští autoři. Ve své práci podrobili E-resveratrol 

působení křenové peroxidázy, peroxidázy ze sóji luštinaté (Glycine max) a houby 

(Arthromyces ramosus). Reakce E-resveratrolu s těmito peroxidázami při 37 °C tvoří 

komplexní směs produktů. Při nižší teplotě poskytují v systému aceton-voda ve všech třech 

případech dva dimery E-resveratrolu a to E--viniferin a pallidol. V prostředí ethanolu 

poskytují peroxidázy z G. max a A. ramosus menší množství zmíněných dvou dimerů, ale též 

navíc i leachianol F, G a quadrangularin B, C (116). 
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Z uvedených prací vycházel Wilkens a kol. (119). V jeho práci byly sledovány přeměny 

křenovou peroxidázou nejen E-reveratrolu, ale i jeho dimeru E--viniferinu. Při reakci s  

E-resveratrolem poskytla tato peroxidáza opět produkt E--viniferin spolu s dvěma trimery 

pojmenovanými resviniferin A a B. (–)--viniferin vystavený působení peroxidázy zreagoval 

za tvorby čtyř různých tetramerů E-resveratrolu.  

V jiné studii bylo prokázáno, že křenová peroxidáza byla schopná přeměnit směs  

E-resveratrolu s quadrangularinem A na laetevirenol C a D. Následně přeměnila směs  

E-resveratrolu s parthenocissinem A na laetevirenol E a parthenocissin B (135). 

V další práci bylo dokázáno, jak významnou roli hraje pH, a to nejen na množství 

produktu, ale i na to jaký produkt se bude tvořit. Celkem 7 dimerů E-resveratrolu bylo 

syntetizováno křenovou peroxidázou při různém pH. Tato peroxidáza v prostředí acetonu a 

pufru (pH 8,0) poskytuje E--viniferin jako nejvýznamnější produkt. Snížení pH na 6,0 má za 

následek tvorbu leachianolu F a G spolu s E- a Z--viniferinem. Při pH 5,0 se navíc ještě tvoří 

pallidol a při pH 4,0 jsou tvořeny produkty E--viniferin, leachianol F a G v minimálním 

množství. Navíc při takto nízkém pH není tato peroxidáza významně schopna dimerizovat  

E-resveratrol (115). 

V neposlední řadě hraje významnou roli to, jak bude do reakce přidáván peroxid 

vodíku. Způsob přidávání peroxidu má vliv na formaci specifického dimeru. Přidání peroxidu 

najednou způsobí to, že křenová peroxidáza vytvoří E--viniferin, kdežto přidání po kapkách 

způsobí tvorbu gnetinu C (147). 

Křenová peroxidáza je schopna tvořit i tetramery E-resveratrolu. Její působení v 50% 

roztoku acetonu mění (+)--viniferin na vitisin B a C (157). 

2.3 Fentonova reakce 

H.J.H Fenton objevil v roce 1894, že některé kovy jsou schopné zvýšit oxidační sílu 

peroxidu vodíku. Od tohoto objevu byly reakce katalyzované peroxidem vodíku spolu se solí 

daného kovu (především FeII, ale i CuI) nazývány Fentonova reakce. Ve skutečnosti tyto 

vybrané kovy jsou schopné generovat hydroxylové radikály. Vzniklé ∙OH radikály jsou 

mnohem účinnější oxidační činidlo než samotný peroxid vodíku. Produkce hydroxylových 

radikálů probíhá (∙OH) dle schéma (158–160): 

Fe2+ + H2O2 → Fe3+ + ∙OH + OH– (2) 

Železnatý ion zahajuje rozklad peroxidu vodíku, což má za následek tvorbu radikálů.  Tvorba 

hydroxylových radikálů ve vodném prostředí zahrnuje sled reakcí: 
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Fe3+ + H2O2 → Fe-OOH2+ + H+ (3) 

Fe-OOH → HO2∙ + Fe2+ (4) 

Katalýza tímto způsobem je velice pomalá (k3 = 0,001-0,01 M-1s-1). Dále tvořené radikály 

HO2∙ mají menší oxidační účinek než radikály ∙OH. Navíc tvořené Fe3+ ioty se sráží jako 

Fe(OH)3. Uvážením dalších reakcí (5)-(7), které spotřebovávají ∙OH radikály produkované 

Fentonovou reakcí, se zdá být tento průběh méně vhodným z hlediska účinnosti oxidace (160). 

∙OH + H2O2 → H2O + HO2∙ (5) 

∙OH + Fe2+ → Fe3+ + OH– (6) 

Fe3+ + HO2∙ → Fe2+ + O2 + H+ (7) 

Vyšší účinnosti lze dosáhnou za pomoci katalýzy. Fentonova reakce může být katalyzována 

fotochemicky (foto-Fentonova reakce) nebo elektrochemicky (elektro-Fentonova reakce) (160). 

Foto-Fentonova reakce umožňuje regeneraci Fe3+ iontů. Mechanizmus foto-Fentonovy reakce 

je zobrazen na obrázku 18. 

 

Obrázek  18: Schéma foto-Fentonovy reakce (převzato z (161)).  

Fentonova reakce probíhá za optimálního pH 3 – 5, přičemž pokud je pH příliš vysoké 

vzniká nerozpustná forma Fe(OH)3 a peroxid vodíku je přeměňován na kyslík (158).  

V současné době Fentonova reakce a její modifikace může nalézt uplatnění při čištění 

odpadních vod, oxidaci až mineralizaci organických látek např. fenolů, formaldehydu, 

pesticidů, gumárenských chemikálií a mnoho dalších (158, 160).  
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3 Experimentální část 

3.1 Materiál a metody 

3.1.1 Chemikálie 

Při dimerizaci E-resveratrolu byly použity následující chemikálie, které byly čistoty 

p.a. nebo vyšší: ethylacetát (Fluka), methanol (Merck), dichlormethan (Merck), acetonitril 

(Merck), aceton (Merck), HCl (Sigma-Aldrich), E-resveratrol (Alchimica), chlorid železitý 

(Sigma-Aldrich), pentahydrát síranu měďnatého (Lachema), heptahydrát síranu železnatého 

(Lachema), 2-hydroxy-1,4-naftochinon (Sigma-Aldrich), tetrachloro-1,4-benzochinon 

(Sigma-Aldrich), 30% peroxid vodíku (Sigma-Aldrich), karbamidperoxid (adiční sloučenina 

močoviny a peroxidu vodíku) (Sigma-Aldrich), kyselina octová (Fluka), trihydrát octanu 

sodného (Merck), lakáza z outkovky pestré (Trametes versicolor, Sigma-Aldrich) a 

destilovaná voda. 

Mobilní fázi HPLC tvořily acetonitril (LiCrosolv; Merck) a kyselina orthofosforečná 

(Fluka). Mobilní fázi LC-MS tvořily acetonitril (Fischer-Scientific) a kyselina mravenčí 

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

3.1.2 Přístroje 

Kromě základního laboratorního vybavení byly v této práci použity následující 

přístroje: ultrazvuková lázeň (UCC4 Powersonic), centrifuga (Hettich, universal 32R), vodní 

lázeň (VL 05). 

Pro účely adsorpční chromatografie byly použity kolonky SPE založené na extrakci 

tuhou fází (SPE - Solid Phase Extraction): SPE LiChrolut PR-18 (velikost částic 40 – 63 µm, 

Merck). Byly použity kolonky s náplní 200 nebo 500 mg. Pokud není uvedeno jinak, byly 

použity kolonky s náplní 200 mg. 

Při izolaci E--viniferinu z réví pomocí chromatografických metod byla použita 

skleněná kolona Versatile ECOPLUS Solvent Resistant (Kronlab, 25 x 250 mm). Jako 

stacionární fáze sloužil polyamid (pro kolonovou chromatografii 6, Fluka). Mobilní fáze byla 

vháněna na kolonu mikro čerpadlem (MMC/2C). 

3.1.2.1 HPLC Metoda 

Při kapalinové chromatografii bylo použito čerpadlo HPLC Hewlett Packard Ti-series 

1050, kolona s reverzní fází: Phenomenex Luna C18(2) o délce 150 mm, šířce 2 mm a 
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průměrem částic 3 µm. Objem smyčky byl 5 µl. Průtok mobilní fáze byl 0,25 ml/min. 

Analýza byla prováděna v gradientu acetonitril-kys. orthofosforečná-voda. Časová změna 

gradientu je uvedena v tabulce I. 

Tabulka  I: Složení mobilní fáze pro HPLC.  
 

čas [min] množství A [%] množství B [%] 

0 80 20 

20 20 80 

25 0 100 
   

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

B: 80% acetonitril + 0,1% kyselina orthofosforečná 

K detekci a kvantifikaci byl použit detektor DAD (Agilent, G1315B, spektra byla 

zaznamenávána v rozsahu 190 – 600 nm). Detekce a kvantifikace probíhala při 220 a 315 nm. 

Vyhodnocení probíhalo při 315 nm. Druhý detektor FLD (Agilent, G1321A, fluorescenční 

spektra byla zaznamenávána v rozsahu 340 – 600 nm, Ex 315 nm, Em 395 nm). Vyhodnocení 

naměřených dat bylo zpracováno programem ChemStation for LC 3D ve verzi 

A:10.02 [1757]. 

3.1.2.2 LC-MS Metoda 

Pro chromatografii s hmotnostní detekcí byl použit přístroj LCQ Accela Fleet (Thermo 

Fisher Scientific, San Jose, CA, USA) vybavený iontovými zdroji (ESI, APCI a APPI) a 

detektorem diodového pole. Byla použita kolona Hypersil Gold (Thermo  Electron  Corporation,  

Bellefonte,  PA,  USA) s rozměry 50 x 2,1 mm a průměrem částic 1,9 μm a gradient tvořený 

směsí voda-acetonitril-kyselina mravenčí (162). Profil gradientu je uveden v tabulce II. 

Tabulka  II: Gradient mobilní fáze pro LC-MS spektrometrii.   
 

čas [min] množství A [%] množství B [%] 

0 100 0 

1 100 0 

14 50 50 

15 0 100 
   

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

B: 80% acetonitril + 0,1% kyselina mravenčí 

Nástřikový objem byl 10 μl a průtok 0,4 ml/min. Při ionizaci pomocí APCI zdroje byla teplota 

kapiláry 275 °C, teplota odpařování 400 °C, průtok ochranného plynu dusíku 58 l/min a 

pomocného 10 l/min, napětí zdroje 6 kV, zdrojový proud 5 μA a kapilární napětí 10 V (162).  
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3.1.3 Dimerizace E-resveratrolu lakázou 

Dimerizace E-resveratrolu pomocí lakázy z outkovky pestré (T. versicolor) byla 

provedena na základě literatury (146, 148).  

Dle tabulek byl připraven acetátový pufr (0,1 mol/l, pH 5) smícháním 6,78 ml roztoku 

octanu sodného (0,1 mol/l) s 3,22 ml roztoku kyseliny octové (0,1 mol/l). Do každé ze tří 

vialek označeny vzorek č. 1 – 3 bylo naváženo 2,4 mg lakázy. Lakáza byla rozpuštěna v 1 ml 

acetátového pufru. Reakce ve vzorcích byla zahájena přidáním 1 ml roztoku resveratrolu 

(2 mg/ml). Vzorky byly obaleny alobalem, tak aby reakce probíhala ve tmě a umístěny na 

třepačku. Reakce byla ukončena po 18 h a 15 min extrakcí do ethylacetátu. Extrakce probíhala 

tak, že vzorky byly naředěny 7 ml destilované vody. Poté byly přidány 2 ml ethylacetátu a 

vzorek byl protřepán. Po ustálení fázového rozhraní byl ethylacetátový podíl odebrán a 

extrakční postup dvakrát opakován přidáním 1 ml ethylacetátu. Ethylacetát byl pak ze vzorků 

odstraněn proudem dusíku při 40 °C a odparek byl před vlastním měřením metodou HPLC 

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

Vzorky 1 – 8 byly připraveny tak, že k navážce 20,0 mg 2-hydroxy-1,4-naftochinonu 

(114,8 μmol) bylo přidáno 0,2 ml methanolového roztoku E-resveratrolu (100,08 mg/ml; 

87,7 μmol). Vzorky č. 1, 2, 5 a 6 byly naředěny 1,1 ml methanolu a 0,4 ml vody. Tyto vzorky 

po přidání vody zčervenaly. Vzorky č. 3, 4, 7 a 8 byly naředěny 1,5 ml methanolu. Vzorky č. 

5, 6, 7 a 8 byly ozařovány při 254 nm po dobu 30 min. Vzorky č. 1 – 4 byly uchovávány po 

dobu reakce ve tmě a vzorky č. 5 – 8 byly k nim přidány po ozařování. Reakce probíhala při 

laboratorní teplotě. Po 5 dnech od začátku reakce byla část (0,1 ml) od každého vzorku 

odebrána, naředěna 15x a změřena pomocí kapalinové chromatografie. Naředěné podíly 

vzorků č. 2, 4, 5 a 7 byly ponechány na světle. Po 49 dnech od začátku reakce byla znovu část 

(0,1 ml) od každého vzorku odebrána, naředěna 15x a znovu změřena. Též byly změřeny i 

dříve naředěné podíly, které byly od pátého dne reakce ponechány na světle u okna při 

laboratorní teplotě. Od 49. dne od zahájení reakce byly vzorky 1 – 8 přeneseny ze tmy a 

umístěny na světle u okna při laboratorní teplotě. Poslední měření vzorků č. 1 – 8 proběhlo po 

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

Byl připraven zásobní roztok E-resveratrolu (14,8 mg/ml) v acetonitrilu, jež byl čirý 

s nepatrným množstvím bílých částí nerozpuštěného E-resveratrolu, a zásobní roztok 

tetrachloro-1,4-benzochinonu v acetonitrilu (dále jen p-chloranil; 15,51 mg/ml), který byl 

žlutý s žlutými nerozpuštěnými částmi. 

Vzorky č. 1 – 6 byly vytvořeny smícháním 1 ml (čiré části) zásobního roztoku  

p-chloranilu (63 μmol) s 1 ml zásobního roztoku E-resveratrolu (čiré části; 64,8 μmol). Ihned 

po smíchání žlutý roztok p-chloranilu s čirým roztokem E-resveratrolu vytvořily lehce 

nafialovělé zbarvení (podobné lihovému fixu). Odlišnost mezi jednotlivými vzorky byla 

tvořena podmínkami, během kterých reakce probíhala. Vzorky č. 1 a 2 byly po dobu reakce 

ponechány na světle při laboratorní teplotě. Vzorky č. 3 a 4 byly uchovávány ve tmě při 

laboratorní teplotě během reakce. Vzorky č. 5 a 6 byly po dobu reakce umístěny do tepelného 

bloku při teplotě 50°C a přikryty alobalem. 

Reakce probíhala po dobu 17 h 40 min. Po ukončení reakce byla část od každého vzroku 

naředěna a měřena pomocí kapalinové chromatografie.  

Původní vzorky č. 1, 3 a 6 byly po 19 h 20 min od zahájení reakce ozařovány UV 

lampou při 254 nm po dobu 4 h. Po ukončení ozařování byla část od každého z těchto vzorků 

zředěna a změřena pomocí kapalinové chromatografie.  

Vzorek č. 7 byl připraven tak, že bylo smícháno 1 ml ozářeného vzorku č. 1 a 0,1 ml 

HCl o koncentraci 0,05 mol/l. Ihned po smíchání byla část tohoto vzorku naředěna a změřena. 

Vzorek č. 7 byl pak uložen přes noc při laboratorní teplotě. Další den byla část tohoto vzorku 

znovu naředěna a změřena. 

Dále byl připraven roztok p-chloranilu (0,99 mg/ml) v acetonitrilu zřeďěn 50x a 

změřen pomocí kapalinové chromatografie. 

3.1.5.1 Vliv vody na reakci 

Vzorek č. 8 byl připraven smícháním 0,5 ml roztoku E-resveratrolu v acetonitrilu 

(2,94 mg/ml; 6,4 μmol) s 0,5 ml roztoku p-chloranilu v acetonitrilu (3,18 mg/ml; 6,4 μmol). 

Směs byla protřepána a uložena ve tmě při laboratorní teplotě. Po 23 h byla část vzorku č. 8 

naředěna a změřena. Z vzorku č. 8 byly vytvořeny vzorky č. 9 a 10 tak, že k odebranému podílu 

vzorku č. 8 (0,1 ml) bylo po 24 h od začátku reakce přidáno 0,05 ml destilované vody (vzorek 

č. 10) a další odebrané části vzorku č. 8 (0,1 ml) bylo přidáno 0,05 ml deionizované vody  

(vzorek č. 11). 
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3.1.6 Dimerizace E-resveratrolu chloridem železitým 

Pro vzorky 1 a 2 byla reakce následující: 0,4 ml roztoku E-resveratrolu (100,08 mg/ml; 

175,3 μmol) bylo smícháno s 0,8 ml vodného roztoku chloridu železitého (93 mg/ml; 

458 μmol). Pro vzorky 3 a 4 byla reakce následující: 0,4 ml roztoku E-resveratrolu 

(100,08 mg/ml 175,3 μmol) bylo smícháno s 0,8 ml methanolového roztoku chloridu 

železitého (93 mg/ml; 458 μmol). Po smíchání se ve vzorcích 3 a 4 vytvořila v reakční směsi 

sraženina, která byla rozpuštěna přidáním 0,5 ml methanolu. Všechny vzorky byly první 

hodinu reakce průběžně protřepávány. Reakce probíhala ve tmě za laboratorní teploty a byla 

ukončena po 71,5 h.  

Po ukončení reakce byly vzorky č. 1 a 3 pročištěny přes SPE RP18 a vzorky č. 2 a 4 

pročištěny extrakcí do ethylacetátu. Vzorek 1 byl zředěn 60 ml destilované vody. Tento vzorek 

po přidání vody zezelenal a následně změnil barvu přes žlutozelenou až na výslednou 

zelenohnědou. Vzorek č. 3 byl zředěn 50 ml destilované vody. Vzorek měl po naředění vodou 

hnědou barvu odlišnou od vzorku 1. SPE kolonky byly aktivovány 2x podílem methanolu a 

poté 2x objemem kolonky destilovanou vodou. Následně byly zředěné vzorky aplikovány na 

aktivované kolonky. Poté byly kolonky vysušeny. Po tomto kroku byly sorbované látky 

eluovány 2 + 1 ml methanolem.  

Vzorky č. 2 a 4 byly zředěny vodou 3x. Následně byly ke každému vzorku přidány 

2 ml ethylacetátu a obsah protřepán. Po protřepání se nechaly vzorky 20 min ustálit a po této 

době byly centrifugovány při 20 °C, 3000 ot/min, 10 min. Po centrifugaci se odebral 

ethylacetátový podíl. Postup extrakce se opakoval znovu s 2 ml a poté 1 ml ethylacetátu. 

Odebraný ethylacetát byl odpařen proudem dusíku (při 40°C) a sušina byla rozpuštěna ve 3 ml 

methanolu. Pročištěné vzorky byly pak změřeny kapalinovou chromatografií (viz kapitola 

3.1.2). 

3.1.6.1 Vliv reakční doby 

Vzorky č. 5 a 6 byly připraveny opakováním postupu vzorku č. 2. Doba reakce byla 

prodloužena na 20 dní. Barva vzorků byla tmavozelená až černá. Po ukončení reakce byly 

vzorky pročištěny extrakcí do ethylacetátu stejným způsobem, jako je uvedeno u vzorku č. 2. 

Následně byl ethylacetát ze vzorků odpařen proudem dusíku (při 40°C) a sušina byla 

rozpuštěna ve 3 ml methanolu. Po 15 dnech od pročištění extrakcí do ethylacetátu byl odebrán 

1 ml pročištěného vzorku č. 6. Methanol byl odstraněn proudem dusíku při 40 °C a odparek 

byl rozpuštěn v 1 ml dichlormethanu.  
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Do prázdné SPE kolonky byl umístěn filtr, na něj se nanesla vrstva 8,5 mm vyžíhaného 

silikagelu a obsah byl znovu přikryt filtrem. Silikagel byl aktivován dichlormethanem. 

Po aktivačním kroku byl aplikován 1 ml připraveného dichlormethanového vzorku č. 6. 

Následovalo promývání 2 ml dichlormethanu (frakce I). Silikagel nebyl po tomto kroku sušen. 

V dalším kroku byl silikagel promyt 20 ml roztoku dichlormethanu s acetonem 

(18 dichlormethan : 2 aceton; frakce II). Po tomto kroku byl silikagel vysušen a následně byl 

promýván acetonem 2x 1 ml (frakce III). Poslední promývání bylo 2x 1 ml methanolu 

(frakce IV). 

3.1.6.2 Vliv UV záření na reakci 

Vzorky č. 7 – 10 byly připraveny smícháním 0,2 ml methanolového roztoku  

E-resveratrolu (100,08 mg/ml; 87,6 μmol) s 0,8 ml vodného roztoku chloridu železitého 

(46,5 mg/ml; 229,3 μmol). K vzorkům č. 9 a 10 bylo následně přidáno 0,7 ml methanolu. 

Vzorky č. 7 a 8 byly ozařovány po dobu 15 min UV lampou při 254 nm a dále reakce probíhala 

71 h ve tmě při laboratorní teplotě. Po ukončení reakce byl methanol a část vody ze vzorků 

odstraněn proudem dusíku při 40 °C. Ke vzorkům, jež obsahovaly zbytek vody, byl přidán 

1 ml ethylacetátu a 0,8 ml vody. Vzorky byly ponořeny na 1 min do ultrazvukové lázně a 

protřepány. 15 min po vytvoření fázového rozhraní se ethylacetátový podíl odebral. 

Extrahování do ethylacetátu probíhalo celkem 3x s podílem 1 ml, 1 ml a 0,5 ml. Z odebraného 

podílu byl odpařen ethylacetát proudem dusíku při 40 °C. Vzorky byly pak rozpuštěny v 2 ml 

methanolu a měřeny pomocí kapalinové chromatografie (viz kapitola 3.1.2). 

3.1.6.3 Vliv vody na reakci 

Při přípravě zásobních roztoků v tomto oddílu, byl použit pouze vysušený methanol. 

Vzorek č. 11 byl připraven smícháním 0,5 ml zásobního roztoku E-resveratrolu (2,97 mg/ml; 

6,5 μmol) s 0,5 ml zásobního roztoku chloridu železitého (1,94 mg/ml; 5,9 μmol). Vzorek byl 

protřepán a uchován při laboratorní teplotě ve tmě. Po 23 h byla část vzorku č. 11 naředěna a 

měřena pomocí kapalinové chromatografie. Z vzorku č. 11 byly vytvořeny vzorky č. 12 a 13 

tak, že k odebranému podílu vzorku č. 11 (0,1 ml) bylo po 24 h od začátku reakce přidáno 

0,05 ml destilované vody (vzorek č. 12) a k další odebrané části vzorku č. 11 (0,1 ml) bylo 

přidáno 0,05 ml deionizované vody (vzorek č. 13). Vzorky č. 12 a 13 byly po třech dnech 

zředěny a změřeny. Vzorky č. 12 a 13 byly následně čištěny přes SPE kolonky. Z důvodu 

malého množství a žádného vlivu na výsledek mezi destilovanou a deionizovanou vodou byly 

oba tyto vzorky smíchány a naředěny vodou tak, aby byl procentuální obsah methanolu 2%. 

Směs těchto vzorků byla nanesena na předem aktivovanou SPE-RP18 kolonku. Po vysušení 
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kolonky byl vzorek eluován 2 x 0,5 ml methanolu. Extrakt z SPE byl označen jako vzorek č. 

14. Tento vzorek byl následně měřen pomocí kapalinové chromatografie a chromatografie 

s hmotnostní detekcí (viz kapitola 3.1.2). Dále byla měřena část, která se na kolonce 

nezachytila.    

Vzorek č. 15 byl vytvořen tak, že 0,1 ml vzorku č. 11 (4 dny od začátku reakce, 

uchováván ve tmě při laboratorní teplotě) bylo smícháno s 0,2 ml deionizované vody. Vzorek 

č. 15 byl uchováván ve tmě při laboratorní teplotě. Po jednom dni byla část vzorku č. 15 

naředěna a změřena metodou HPLC. 
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3.1.7 Dimerizace E-resveratrolu pomocí Fentonovy reakce 

3.1.7.1 Fentonova reakce s FeSO4 

Byl připraven zásobní roztok FeSO4 v destilované vodě (10 mmol/l), dále byl připraven 

zásobní roztok E-resveratrolu v methanolu (100 mmol/l).  

Vzorek č. 1 byl připraven smícháním 0,4 ml zásobního roztoku FeSO4 (4 μmol) 

s 0,4 ml zásobního roztoku E-resveratrolu (40 μmol). Po smíchání se vytvořil zákal, který byl 

rozpuštěn přidáním 1,4 ml methanolu. Následně byla reakční směs okyselena 5 kapkami 0,1 M 

HCl na pH kolem 3 pH papírkem. Reakční směs byla umístěna do vodní lázně (40 °C). Reakce 

byla zahájena přidáním 4 x 10 μl (0,4 μmol) peroxidu vodíku (30%). Po každém přidání 10 μl 

peroxidu vodíku byla reakční směs promíchána ve vodní lázni. Během reakce byl vzorek 

průběžně protřepáván. Po jedné hodině byla část vzorku (10 μl) zředěna 50x methanolem a 

změřena metodou HPLC (vzorek označen 1A). Po 1h 20 min bylo přidáno znovu 4 x 10 μl 

peroxidu vodíku (30%). Po každém přidání podílu byla reakční směs promíchána ve vodní 

lázni. Během reakce byl vzorek průběžně protřepáván. Po 1h 50 min byla reakce ukončena, 

vzorek vyjmut z vodní lázně a po ustálení teploty byl naředěn a měřen pomocí kapalinové 

chromatografie (vzorek označen 1B). Výsledná barva vzorku připomínala rez oproti 

původnímu lehce zelenému zabarvení. Po 5 dnech byla znovu část vzorku č. 1 naředěna a 

změřena metodou HPLC (vzorek označen 1C). 

Čtyři dny od zahájení reakce bylo 0,5 ml vzorku č. 1 čištěno přes SPE kolonku. 

Kolonka byla aktivována (2x objemem kolonky) methanolem a poté (2x objemem kolonky) 

destilovanou vodou. 0,5 ml vzorku č. 1 bylo zředěno 15 ml destilované vody. Takto zředěný 

vzorek byl použit na pročištění. Během vlastního čištění se nad filtrem kolonky vytvořila 

hnědá usazenina, která zpomalovala průběh čištění. Po průchodu vzorku byla usazenina 

zvířena destilovanou vodou a odebrána pasterkou. Tento vzorek z usazeniny byl následně 

protřepán do ethylacetátu. Ethylacetátový podíl byl pak odebrán, odpařen proudem dusíku při 

40 °C a rozpuštěn v 0,2 ml methanolu. Před vlastní elucí byla SPE kolonka vysušena. Vzorek 

č. 1 byl z SPE eluován 1 a 0,5 ml methanolu a následně měřen metodou HPLC a LC-MS (viz 

kapitola 3.1.2.2). 
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3.1.7.2 Fentonova reakce s CuSO4 

Byl připraven zásobní roztok CuSO4 v destilované vodě (10 mmol/l) a zásobní roztok 

E-resveratrolu v methanolu (100 mmol/l).  

 Vzorek č. 2 byl připraven smícháním 0,4 ml zásobního roztoku CuSO4 (4 μmol) 

s 0,4 ml zásobního roztoku E-resveratrolu (40 μmol). Po smíchání se vytvořil zákal, který byl 

rozpuštěn přidáním 1,4 ml methanolu. Následně byla reakční směs okyselena 5 kapkami 0,1 M 

HCl na pH kolem 3 pH papírkem. Reakční směs byla umístěna do vodní lázně (40 °C). Reakce 

byla zahájena přidáním 4 x 10 μl (0,4 μmol) peroxidu vodíku (30%). Po každém přidání 10 μl 

peroxidu vodíku byla reakční směs promíchána ve vodní lázni. Po jedné hodině byla část 

vzorku (10 μl) zředěna 50x methanolem a měřena metodou HPLC (vzorek označen 2A). Po 1h 

20 min bylo přidáno znovu 4 x 10 μl peroxidu vodíku (30%). Po každém přidání podílu byla 

reakční směs promíchána ve vodní lázni. Během reakce byl vzorek průběžně protřepáván. 

Po 1h 50 min byla reakce ukončena naředěna část vzorku a změřena (vzorek označen 2B). 

Po ukončení reakce byla výsledná barva vzorku č. 2 oranžovo-červená oproti původnímu 

namodralému zabarvení. Po 4 dnech, od ukončení reakce, byla znovu část vzorku č. 2 naředěna 

a měřena (vzorek označen 2C).  

Tři dny od zahájení reakce bylo 0,5 ml vzorku č. 2 čištěno přes SPE kolonku. Kolonka 

byla aktivována (2x objemem kolonky) methanolem a poté (2x objemem kolonky) 

destilovanou vodou. 0,5 ml vzorku č. 2 bylo zředěno 15 ml destilované vody. Takto zředěný 

vzorek byl použit na pročištění. Tento vzorek netvořil usazeninu nad filtrem SPE kolonky. 

Před vlastní elucí byla kolonka vysušena. Vzorek č. 2 byl z SPE eluován 1 a 0,5 ml methanolu 

a následně měřen metodou HPLC a LC-MS (viz kapitola 3.1.2.2). 

3.1.7.3 Fentonova reakce s CuSO4 - vliv okyselení 

Vliv okyselení byl zkoumán na vzorcích č. 3 – 8. Reakce v těchto vzorcích probíhala 

při teplotě 30 °C. Příprava těchto vzorků byla identická s přípravou vzorku č. 2. Jediným 

rozdílem bylo přidané množství 0,1 M HCl. Okyselení bylo pro jednotlivé vzorky následující: 

Vzorky č. 3 a 4 nebyly okyseleny, vzorky č. 5 a 6 byly okyseleny 2 kapkami 0,1 M HCl, 

vzorky č. 7 a 8 byly okyseleny 5 kapkami 0,1 M HCl. Připravené vzorky byly před přidáním 

peroxidu vodíku umístěny do vodní lázně nastavené na 30 °C. Po ustálení teploty byla 

zahájena reakce přidáním 4 x 10 μl peroxidu vodíku (30 %). Po každém přidání 10 μl peroxidu 

vodíku byla reakční směs promíchána ve vodní lázni. Po 1 h 20 min bylo přidáno znovu 4 x 

10 μl peroxidu vodíku (30 %). Po každém přidání podílu byla reakční směs promíchána ve 

vodní lázni. Během reakce byly vzorky průběžně protřepávány. Po 1 h 50 min byla reakce 

ukončena a vzorky vyjmuty z vodní lázně. Po ustálení teploty ve vzorcích byla část od každého 
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vzorku naředěna a měřena metodou HPLC. V průběhu reakce se barva vzorků měnila z lehce 

namodralé přes oranžovou až na oranžovo-červenou. 

3.1.7.4 Fentonova reakce s CuSO4 - vliv teploty 

Vliv teploty byl sledován na vzorcích č. 9 – 12. Příprava všech těchto vzorků byla 

identická s přípravou vzorku č. 2. Až na nastavení odlišné teploty vodní lázně, bylo 

postupováno stejným způsobem jako u tohoto vzorku. Vzorky č. 9 a 10 byly před zahájením 

reakce a během reakce umístěny do vodní lázně nastavené na 60 °C. Vzorky č. 11 a 12 nebyly 

umístěny do vodní lázně a teplota před a během reakce odpovídala laboratorní teplotě. 

Všechny tyto vzorky nebyly měřeny po prvním přídavku peroxidu, ale byly měřeny až po 

ukončení reakce. 

3.1.7.5 Optimalizace čištění extrakcí tuhou fází 

Za účelem čištění vzorků a zakoncentrování dimeru byla provedena extrakce tuhou 

fází, při níž byly použity SPE-RP18 kolonky (500 mg). S cílem získat co nejvíce dimeru, byly 

použity oba duplicitní vzorky č. 9 a 10. Čištění probíhalo 21 dní od ukončení reakce, vzorky 

byly během této doby skladovány ve tmě při laboratorní teplotě. 1 ml vzorku č. 9 spolu s 1 ml 

vzorku č. 10 byl zředěn 31 ml destilované vody tak, aby výsledné zastoupení methanolu bylo 

přibližně 5%. SPE kolonka byla aktivována 2 x methanolem a 2 x 5% methanolem. 

Následovalo nanesení vzorku, po němž byla kolonka vysušena. Eluce probíhala 

v následujících frakcích: 

Frakce I  - nesorbováno, 5% methanol (přibližně 35 ml) 

Frakce II - 50% methanol (2 x 1 ml) 

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

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

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

Mezi frakcí IV a V byla kolonka vysušena. Ethylacetát byl z frakce V odpařen při 40 °C 

proudem dusíku, a sušina rozpuštěna v 0,2 ml methanolu.  

V závislosti na výsledcích, bylo čištění provedeno znovu s jemněji odstupňovanou 

polaritou eluentu. Pro toto čištění byly připraveny nové vzorky č. 13 – 15. Každý vzorek byl 

připraven opakováním postupu vzorku č. 2. Jediným rozdílem bylo okyselení, které bylo 

provedeno pouze 2 kapkami 0,1 M HCl. Vzorky byly před zahájením reakce umístěny do 

vodní lázně (40 °C). Reakce byla zahájena přidáním 4 x 10 µl peroxidu vodíku (po každém 

přídavku peroxidu byl vzorek promíchán). Po 1 h 20 min byl stejným způsoben znovu přidán 

peroxid vodíku (4 x 10 μl). Po každém přidání podílu byla reakční směs promíchána ve vodní 
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lázni. Během celého průběhu reakce byly vzorky průběžně protřepávány. Po 1 h 50 min byla 

reakce ukončena a vzorky vyjmuty z vodní lázně. Po ustálení teploty ve vzorcích byly 2 ml od 

každého vzorku naředěny 31 ml destilované vody. Vzorky byly následně čištěny přes SPE-

RP18 (500 mg). Tyto kolonky byly předem aktivovány 2 x objemem methanolu a 2 x objemem 

5% methanolu. V dalším kroku byl nanesen vzorek. Eluce a rozdělení do frakcí probíhalo 

následovně: 

Frakce I  - 30% methanol (2 x 1 ml) 

Frakce II - 50% methanol (2 x 1 ml) 

Frakce III - 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 CuSO4 při použití karbamidperoxidu 

Do vialek označených vzorky č. 16 – 18 bylo naváženo 76 mg peroxyhydrátu 

močoviny. Do každého vzorku bylo přidáno 0,4 ml roztoku E-resveratrolu v methanolu 

(100 mmol/l; 40 µmol), 0,4 ml roztoku CuSO4 ve vodě (10 mmol/l; 4 µmol), 1,4 ml methanolu 

a nakonec byla reakční směs okyselena 2 kapkami 0,1 M HCl. Vzorky byly během reakce (1 h 

50 min) umístěny do vodní lázně při 40 °C. Během vlastní reakce byly vzorky průběžně 

protřepávány. Po ukončení reakce byly vzorky naředěny 7 ml destilované vody. Následovalo 

čištění extrakcí do ethylacetátu. Čištění probíhalo ve 3 krocích s objemy 2 ml, 1 ml, 1 ml 

ethylacetátu. V každém kroku byl ethylacetát z jednotlivých vzorků odebrán. Odebrané vzorky 

byly pak zbaveny ethylacetátu proudem dusíku při 40 °C. Sušina byla pak rozpuštěna ve 2 ml 

methanolu a ředěna před měřením metodou HPLC. 

Pro porovnání Fentonovy reakce mezi karbamidperoxidem a běžným peroxidem 

vodíku byly vytvořeny vzorky č. 19 – 21. Tyto vzorky byly připraveny stejným postupem jako 

vzorky č. 13 – 15 a reakce probíhala za stejných podmínek. Rozdíl nastal až při jejich čištění. 

Před vlastním čištěním byly vzorky naředěny 7 ml destilované vody. Čištění bylo provedeno 

extrakcí do ethylacetátu ve třech krocích identicky jako u vzorků č. 16 – 18. 
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3.1.8 Izolace E--viniferinu z réví pomocí chromatografických metod 

Bylo naváženo 17,12 g polyamidu, který byl vložen do kolony. Kolona byla sestavena 

dle uvedeného schéma (obr. 19). Výška polyamidového sloupce činila 17,1 cm, a průměr 

kolony odpovídal 25 mm. Kolona byla aktivována 60 ml 40% methanolu. K separaci byl 

použit zakoncentrovaný methanolový extrakt z réví, jehož objem byl 2,7 ml. 

 

Obrázek  19: Schéma sestavení kolony.  

Vlastní separace probíhala ve frakcích o objemu 100 ml s výjimkou poslední frakce, ve které 

bylo použito pouze 40 ml. 2. pokus byl proveden bez 20% methanolu. Jednotlivé rozdělení 

frakcí je uvedeno v tabulce III. 

Tabulka  III: Rozdělení frakcí.  
 

 1. pokus 2. pokus 

  frakce I   70% methanol   70% methanol 

  frakce II   20% methanol   85% methanol 

  frakce III   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 Výsledky 

4.1 Kalibrace 

Kalibrační přímka byla získána proměřením roztoků standardu E-resveratrolu, při 

315 nm. Lineární regrese kalibrační přímky měla tvar y = 271,16x + 5,7854 a korelační 

koeficient měl hodnotu 0,9947. Tato kalibrace byla použita ke stanovení obsahu  

E-resveratrolu a obsahu jeho dvou dimerů E-ε-viniferinu a E--viniferinu jako ekvivalentu  

E-resveratrolu. 

4.2 Naměřená data 

Dimery E-resveratrolu (E--viniferin a E--viniferin) byly určeny tak, že naměřená 

data (retenční časy, UV spektra, LC-MS spektra) byly porovnány s údaji uvedenými 

v literatuře. Jako další určující krok E--viniferinu sloužil extrakt z réví révy vinné, kde spolu 

s E-resveratrolem patří E--viniferin k nejvýznamněji zastoupeným látkám. Absorpční spektra 

E-resveratrolu a E--viniferinu jsou uvedena na obrázku 20. 

 

Obrázek  20: Absorpční spektra E-resveratrolu a E--viniferinu.  

Určení E--viniferinu, který byl produktem mnohých reakcí, se zakládalo kromě výše 

zmíněného měření též na změření NMR spekter. Vzhledem k nedostatečně čistému produktu 

reakce se pomocí NMR měření jednoznačně neprokázala struktura tohoto dimeru. Vše však 

naznačuje tomu, že se bude jednat o E--viniferin. Další měření NMR spekter bude znovu 

provedeno u produktu reakce resveratrolu s lakázou, při které byl E--viniferin získán čistější.  
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4.2.1 Dimerizace E-resveratrolu lakázou 

Reakce E-resveratrolu lakázou z outkovky pestré poskytla stejný produkt jako 

Fenotonova reakce s CuSO4 nebo jako reakce E-resveratrolu s chloridem železitým ve 

vysušeném methanolu s dodatečně přidanou vodou. Dle literatury (146, 148) se jedná o dimer  

E--viniferin.  

Při vlastní extrakci do ethylacetátu se vytvořila jakási bílá mezifáze. Ta nebyla 

odebrána. V druhém a třetím extrakčním kroku již nebyla tak významně patrná jako v kroku 

prvním. Vzorek č. 1 ale obsahoval tuto bílou mezifáze více než zbylé dva vzorky. 

 Vyhodnocená data dimerizace E-resveratrolu lakázou jsou zobrazeny na obrázku 40, 

aby je bylo možné porovnat dimerizací za pomoci modifikované Fentonovy reakce s CuSO4. 

Kromě zmíněného dimeru vzniklo ještě minimální množství dalších dvou látek s podobnými 

UV-VIS spektry a blízkým retenčním časem. Záznam z kapalinové chromatografie je 

zobrazen na obrázku 21. 

 

Obrázek  21: Záznam z kapalinové chromatografie vzorku č. 2.  

Z výsledků vyplývá (obr. 21), že lakáza dimerizuje E-resveratrol velice specificky. Při 

této reakci nevzniká totiž rozmanitá škála produktů a veškerý E-resveratrol byl spotřebován 

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

Podle vyhodnocených výsledků lze usuzovat, že E-resveratrol s 2-hydroxy-1,4-

naftochinonem téměř nereaguje. Bylo zkoumáno několik modifikací této reakce včetně 

působení UV záření o vlnové délce 254 nm či vliv slunečního světla. Vzorky 1 – 8 byly měřeny 

5. den reakce a 49. den reakce metodou HPLC (kap. 3.1.2.1) při níž nebyly detekovány žádné 

produkty, jevící se jako dimer, ve vzorcích. Naproti tomu v naředěných podílech vzorků č. 2, 

4, 5 a 7, uchovávaných na světle od 5. dne reakce po dobu 44 dní, bylo naměřeno nepatrné 

množství potencionálních dimerů (obr. 22). Sluneční záření tedy nejvýznamněji ovlivňovalo 

reakci, jež vedla k produkci minoritního zastoupení produktů.  

 

Obrázek  22: Zředěný vzorek č. 7 uchovávaný od 5. dne reakce 44 dní na světle.   

Neznámá látka s retenčním časem 9,9 min byla přítomna ve všech vzorcích v této sekci.  

 

Dále byly měřeny vzorky 1 – 8, které byly 49 dní uchovávány ve tmě a od 49. dne 

umístěny na 13 dní na světle u okna při laboratorní teplotě. Naměřené chromatogramy byly 

podobné jako na obrázku 22. Množství látek jevící se jako potencionální dimery bylo mnohem 

nižší. 

Vzhledem k nedostatečnému množství vzniklých produktů reakce, nebyl žádný ze 

vzorků reakce E-resveratrolu s 2-hydroxy-1,4-naftochinonem měřen pomocí metody LC-MS 

(kap. 3.1.2.2). 

 

 

 

 

  

retenční čas [min] 

0 5 10 15 

m
A

U
 

0 

500 

1000 

1500 

2000 

 DAD1 B, Sig=315,4 Ref=450,40 (D:\DATA\LUKT~1\HPLC\VV000723.D) 

 9
.9
 

 1
0
.4
 

 1
4

.1
 

 1
4

.8
 

E-resveratrol 



Výsledky 

42 

 

4.2.3 Dimerizace E-resveratrolu tetrachloro-1,4-benzochinonem 

Dimerizace E-resveratrolu s p-chloranilem byla studována v prostředí acetonitrilu za 

různých reakčních podmínek (viz kapitola 3.1.5). Z naměřených vzorků 1 – 6 vyplývá, že tato 

reakce neprobíhá. Naměřené chromatogramy mezi jednotlivými vzorky 1 – 6 byly prakticky 

stejné, jako je uvedeno na obrázku 23. 

 

Obrázek  23: HPLC chromatogram vzorku č. 1.  

Vrchol, který je na obrázku 23 s retenčním čase 15,7 min, odpovídá jednomu ze dvou 

vrcholů p-chloranilu a jeho absorpční spektru je zobrazeno na obrázku 24.  

 

Obrázek  24: Absorpční spektrum prvního vrcholu p-chloranilu.  

 

Druhý vrchol p-chloranilu, který měl retenční čas 20,3 min má absorpční spektrum 

uvedené na obrázku 25. 
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Obrázek  25: Absorpční spektrum druhého vrcholu p-chloranilu.  

Oba vrcholy odpovídající p-chloranilu byly určeny změřením samotného roztoku  

p-chloranilu v acetonitrilu použitého při přípravě vzorků metodou HPLC. 

Ozařováním vzorků č. 1, 3 a 6 nemělo též žádný dopad na reakci. Stejně tak dopadl i 

pokus rozběhnout reakci okyselením ozářeného vzorku č. 1. Přestože okyselení nezpůsobilo 

žádnou změnu, co se týče E-resveratrolu, okyselení způsobilo, že se změnil poměr mezi 

jednotlivými vrcholy odpovídající p-chloranilu. 

Použití vysušeného acetonitrilu (vzorek č. 8) nemělo žádný dopad na chod reakce. 

Přidání vody do tohoto vzorku však způsobilo, že se změnil poměr mezi jednotlivými vrcholy 

odpovídající p-chloranilu podobně jako při okyselení. Chromatogram vzorku č. 8 po přidání 

vody je zobrazen na obrázku 26. 

 

Obrázek  26: HPLC chromatogram vzorku č. 8 po přidání vody.  

Na tomto chromatogramu je možné vidět i dvě minoritní látky s retenčními časy 14,8 

a 22,0 min. Protože je jejich množství zanedbatelné bylo od dalšího použití p-chloranilu 

k dimerizaci E-resvertatrolu upuštěno.  
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4.2.4 Dimerizace E-resveratrolu chloridem železitým 

Reakce E-resveratrolu s chloridem železitým rozpuštěným vodě (vzorek č. 1 a 2) vedla 

k zisku většího množství produktů, než tomu bylo u obdobné reakce (vzorek č. 3 a 4), v níž 

byl chlorid železitý rozpuštěný v methanolu. Dále je možné pozorovat rozdíl při čištění vzorků 

extrakcí tuhou fází a při čištění extrakcí do ethylacetátu. Výsledky ukazují, že extrakce do 

ethylacetátu poskytuje větší výtěžnost E--viniferinu než je tomu při čištění pomocí SPE-

RP18 kolonek. Vyhodnocená data jsou vnesena do výsečových grafů na obrázku 27. 

   

   
 zbylý E-resveratrol   E--viniferin   r2-viniferin   neznámé produkty 

Obrázek  27: Výsečové grafy z vyhodnocených dat pro vzorky č. 1-4.  

100% v grafech na obrázku 27 odpovídá celkovému množství E-resveratrolu přidaného do 

vzorku. Čištění bylo provedeno s cílem zbavení se iontů železa před vlastním měření metodou 

HPLC (kap. 3.1.2.1).  
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Míra, se kterou reakce probíhá, je pozorovatelná porovnáním obrázků 28 a 29. 

 

Obrázek  28: Reakce po dobu 3 dní (vzorek č. 1).  

Reakce po 3 dnech tvoří E--viniferin a r2-viniferin spolu s pěti dalšími 

neidentifikovanými látkami. Prodloužením doby reakce na 20 dní, tři z těchto látek zmizí a 

zbylé dvě jsou přítomny ve větším množství. 

 

Obrázek  29: Reakce po dobu 20 dní (vzorek č. 5).  

Při porovnání časového hlediska na reakci E-resveratrolu s chloridem železitým je 

zřejmé, že tato reakce nekončí tvorbou E--viniferinu. E--viniferin je sice nejvýznamněji 

zastoupenou sloučeninou po třech dnech reakce, ale po dvaceti dnech je pravděpodobně 

přeměňován na jiné látky, jež odpovídají na chromatogramu vzorku č. 5 (obr. 29) vrcholům 

s retenčními časy 15,5 a 15,8 min. Tyto dvě nově vzniklé sloučeny jsou pravděpodobně 

stilbenoidní povahy, protože mají fluorescenci.   
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V další části této práce byl sledován vliv UV záření 254 nm na tuto reakci. 

Vyhodnocená data jsou zobrazena na obrázku 30. 

 

 zbylý E-resveratrol   E--viniferin   r2-viniferin   neznámé produkty 

Obrázek  30: Vliv ozařování na reakci.  

Z výsledků vyplývá, že UV záření nemá významný vliv na reakci a tvorbu  

E--viniferinu. Na druhou stranu, vliv vody na reakci je dobře patrný porovnáním 

chromatogramů vzorků č. 9, 11 a 12, které jsou uvedeny na obrázku 31.  

 

Obrázek  31: Chromatogramy vzorků č. 9, 11 a 12.  
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Absence vody měla za následek praktické zastavení reakce (vzorek č. 11). Lze proto 

usuzovat, že přítomnost vody hraje nezbytnou roli k chodu reakce. To bylo prokázáno jejím 

následným přidáním (vzorek č. 12). Avšak zpětně přidaná voda k vzorku poskytla 

nesrovnatelně nižší zastoupení E--viniferinu a na druhou stranu vyšší zastoupení jiného 

dimeru. Jedná se pravděpodobně o E--viniferin.  

Dále bylo zkoumáno, jak množství vody ovlivní produkci tohoto dimeru. Nebyl 

detekován významný rozdíl v získaném množství E--viniferinu mezi vzorky č. 12 a 15.  

Jednou z hlavních metod pro určení těchto dvou dimerů byla metoda LC-MS (viz 

kapitola 3.1.2.2). Touto metodou byl změřen vzorek č. 14, který byl přečištěn extrakcí tuhou 

fází. Naměřená data jsou uvedena na obrázku 32. Nejvýznamnější vrchol odpovídající 

molekulárnímu iontu dimerů s hodnotou m/z 455 (M + H)+ v pozitivním módu APCI byl pak 

znovu fragmentován (obr. 33). Byl zjištěn významný rozdíl v rozpadovém spektru obou 

dimerů. Spektrum E--viniferinu obsahuje navíc ion m/z 349, který by mohl sloužit pro 

identifikaci této látky. 

 

Obrázek  32: Hmotnostní spektra.  

 

Obrázek  33: Fragmentace MS2 dimerů v pozitivním módu APCI.  
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4.2.5 Dimerizace E-resveratrolu pomocí Fentonovy reakce 

Dimerizace E-resveratrolu pomocí Fentonovy reakce s použitím FeSO4 poskytuje po 

přidání první dávky peroxidu vodíku (vzorek č. 1A) jako nejvýznamnější produkt dimer 

(pravděpodobně E--viniferin), který není čistý. Teprve po přidání druhé dávky peroxidu 

vodíku (vzorek č. 1B) je přítomen tento dimer čistý. Přidání druhé dávky peroxidu vodíku má 

i za následek větší přeměnu E-resveratrolu. Dále při této reakci vzniká i několik dalších 

minoritně zastoupených sloučenin (pravděpodobně dimerů). 

 

Obrázek  34: HPLC chromatogram Fentonovy reakce s FeSO4 (vzorek č. 1A).  

Dimerizace E-resveratrolu pomocí Fentonovy reakce s použitím FeSO4 nebyla 

zkoumána do takové hloubky jako Fentonova reakce s použitím CuSO4 vzhledem 

k obtížnějšímu postupu čištění reakčních produktů. Z hlediska množství tvořených produktů 

se tyto soli významně neliší. Rozdíl nelze zaznamenat ani na vytvořených produktech. 

Nejvýznamnějším produktem u obou těchto solí je pravděpodobně E--viniferin. Minoritně 

zastoupené dimery (sloučeniny A – C na obr. 34) se tvoří stejné, jak při použití CuSO4, tak při 

použití FeSO4. Jejich shodnost je prezentována na UV spektrech těchto látek na obrázku 35.   

 

retenční čas [min] 

10 11 12 13 14 15 16 

m
A

U
 

0 

100 

200 

300 

400 

 DAD1 B, Sig=315,4 Ref=450,40 (D:\DATA\LUKT~1\HPLC\VV000745.D) 

 1
0
.5

 

 1
4

.8
 

sloučeniny A-C 
E-δ-viniferin 

E-resveratrol 

*DAD1, 14.251 (49.2 mAU,Apx) Ref=12.938 & 15.291 of VV000745.D 
*DAD1, 14.233 (73.8 mAU,Apx) Ref=12.939 & 15.293 of VV000750.D 

*DAD1, 14.378 (25.3 mAU, - ) Ref=13.998 & 14.724 of VV000745.D 

200 250 300 350 400 450 500 550 
0 
5 

10 
15 
20 
25 
30 
35 

*DAD1, 14.359 (38.4 mAU, - ) Ref=13.973 & 14.679 of VV000750.D 

200 250 300 350 400 450 500 550 
0 

20 

40 

60 

m
A

U
 

m
A

U
 

vlnová délka [nm] vlnová délka [nm] 

sloučenina A sloučenina B 



Výsledky 

49 

 

 

 reakce s FeSO4        reakce s CuSO4 

Obrázek  35: Porovnání UV spekter vzniklých dimerů při použití FeSO4 a CuSO4.  

Důvod, upřednostnění Fentonovy reakce s CuSO4, je ten, že při čištění přes SPE 

kolonky se nevytvořil nad filtrem kolonky sediment, který bránil průchodu vzorku, na rozdíl 

od reakce s FeSO4. Navíc v tomto sedimentu byl přítomen E--viniferin, který se měl pomocí 

kolonky pročistit a zakoncentrovat. 

Dimerizace E-resveratrolu pomocí modifikované Fentonovy reakce s CuSO4 poskytuje 

po přidání první dávky (vzorek č. 2A) peroxidu vodíku jako nejvýznamnější produkt dimer, 

který je identický s nejvýznamnějším dimerem při použití FeSO4. Množství tohoto dimeru  

(E--viniferin) je však menší, ale již po přidání první dávky je čistý. Po přidání druhé dávky 

(vzorek č. 2B) peroxidu vodíku je množství produkovaného dimeru přibližně stejné s reakcí, 

v níž byl použit FeSO4. Rozdíl mezi CuSO4 a FeSO4 po přidání druhé dávky spočívá 

v množství přítomného E-resveratrolu. Více nezreagovaného E-resveratrolu je v reakci 

s FeSO4. 

Z hlediska stability tvořených produktů byly vzorky měřeny znovu po několika dnech 

od ukončení reakce. Jedná se o vzorky č. 1C a 2C. V těchto vzorcích bylo naměřeno minimální 

množství E-resveratrolu. Další změnou byl pokles množství přítomného dimeru 

(pravděpodobně E--viniferin). Spolu s těmito změnami byl měřen slabý nárůst v množství 

dimerů označených sloučenina A a B. Uvedené změny platí pro Fentonovu reakci s použitím, 

jak FeSO4, tak CuSO4. Přičemž při použití FeSO4 byly zaznamenány tři další tvořené látky 

(pravděpodobně dimery) s retenčními časy 12,2, 13,5 a 13,7 min. Zastoupení těchto látek bylo 

nižší než sloučenin A a B. Uvedené změny jsou prezentovány na obrázku 36. 
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Obrázek  36: HPLC chromatogram Fentonovy reakce s CuSO4 (vzorek č. 2A – 2C).  

4.2.5.1 Fentonova reakce s CuSO4 - vliv okyselení 

Vliv okyselení byl zkoumán na vzorcích č. 3 – 8, v nichž probíhala reakce při 30 °C 

ve tmě. Výsledná data jsou vnesena do obrázku 37, kde 100% odpovídá absolutnímu množství 

vneseného E-resveratrolu do reakce. 

 

Obrázek  37: Vliv okyselení na tvorbu dimeru.  

Výsledky ukazují, že je nezbytné, pro dosažení vyšší výtěžnosti, reakci okyselit. 

Okyselení má tedy významný vliv na průběh reakce. Nicméně při okyselení pěti kapkami 

0,1M HCl na pH odpovídající hodnotě 3 pH papírkem je výtěžnost nižší nežli tomu je při 

okyselení pouze dvěma kapkami. 
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4.2.5.2 Fentonova reakce s CuSO4 - vliv teploty  

Vliv teploty je zobrazen na obrázku 38. K sestavení grafu byly použity naměřená data 

vzorků č. 2, 7 – 12. Všechny tyto vzorky byly připraveny okyselením 5 kapkami 0,1 M HCl, 

reakce probíhala ve tmě a byla ukončena přidáním 80 µl peroxidu vodíku. 100% odpovídá 

absolutnímu množství vneseného E-resveratrolu do reakce. 

 

Obrázek  38: Teplotní závislost na množství produkovaného dimeru.  

Je zřejmé, že se zvyšující se teplotou roste procentuální výtěžnost dimeru, který se jeví 

jako E--viniferin. Ale při překročení určité teplotní hranice (mezi 40 – 60 °C) je výtěžnost 

tohoto dimeru nižší. 

4.2.5.3 Optimalizace čištění extrakcí tuhou fází 

První čištění bylo provedeno s cílem nalezení frakcí, v nichž se vyskytuje E-resveratrol 

a dimer, který se jeví jako E--viniferin. V závislosti na těchto výsledcích bylo sestaveno 

podrobnější rozdělení frakcí. Dále při druhém čištění nebyla použita frakce VI, tvořená 

ethylacetátem. Důvod pro vynechání byl ten, že v této a dvou předcházejících frakcích nebyl 

při prvním čištění přítomen žádný E-resveratrol ani dimer. Vyhodnocená data z druhého 

čištění pro E-resveratrol i jeho dimer (pravděpodobně E--viniferin) jsou uvedena 

na obrázku 39, kde 100% odpovídá absolutnímu množství E-resveratrolu vneseného do 

reakce. 
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 E-resveratrol   E--viniferin (pravděpodobně) 

Obrázek  39: Výsledky čištění vzorků č. 13 – 15 pomocí SPE kolonek.  

Dle výsledků je patrné, že dimer je nejčistější ve frakci III, kde zaujímá přibližně 37% z 

celkového množství dimeru. Zato E-resveratrol je nejvíce přítomen ve frakci II.  

4.2.5.4 Fentonova reakce s CuSO4 při použití karbamidperoxidu 

Výsledky této reakce jsou uvedeny na obrázku č. 40. 30% peroxid vodíku je zobrazen jako 

„tekutý peroxid“ a peroxyhydrát močoviny je zobrazen jako „pevný peroxid“. 

 

Obrázek  40: Porovnaní zisku dimeru.  

Adiční sloučenina močoviny a peroxidu vodíku se oproti klasickému peroxidu vodíku nezdá 

vhodnější k dimerizaci E-resveratrolu, ale v tomto případě nebyl prostudován vliv vody. 
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4.2.6 Izolace E--viniferinu z réví pomocí chromatografických metod 

Zahuštěný extrakt z réví, který byl použit, vznikl smícháním dvou směsí extraktů 

kultivarů révy vinné. Při tomto smíchání vznikla sraženina, která byla odstraněna filtrací. 

Výsledky jsou zobrazeny na obrázku 41, kde 100% odpovídá absolutnímu množství dané látky 

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

 

 

 E-resveratrol   E--viniferin 

Obrázek  41: Zastoupení E-resveratrolu a E--viniferinu v jednotlivých frakcích.  

Ve frakci II byly po jednom dni patrné vysrážené bílé vločky neznámé látky. Kromě 

rozdílu získaného E--viniferinu v frakci V byl i rozdíl v čistotě. Zejména využití metody 

označené jako pokus 1, v níž byl použit 20% methanol (frakce II), což znamená skokové 

snížení koncentrace methanolu, má za následek vyšší čistotu, jak E-resveratrolu v frakci IV 

(90% methanol), tak E--viniferinu v následující frakci V (100% methanol). Tetramer  

E-resveratrolu (r2-viniferin) nebyl detekován v žádné frakci, přestože se jednalo o třetí 

nejvýznamnější látku extraktu. Čistota frakcí, v nichž bylo stanoveno nejvíce E-resveratrolu a 

E--viniferinu, je prezentována na chromatogramech v příloze.  
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5 Diskuze výsledků 

Reakce E-resveratrolu s 2-hydroxy-1,4-naftochinonem, bez ohledu na zkoumanou 

variabilitu reakčních podmínek, neposkytla dostatečné množství produktu jevícího se jako 

dimer. Přítomnost vody při této reakci se zdá být irelevantní. Ze všech zkoumaných podmínek 

se nejvhodněji projevil vliv světla. Bohužel však nevzniklo významné množství produktů. 

Dále čas, který byl zapotřebí k provedení reakce, byl příliš dlouhý. Z časového hlediska nemá 

tedy tato reakce praktické uplatnění, a proto bylo upuštěno od zkoumání dalších podmínek.  

Reakce s 2-hydroxy-1,4-naftochinonem a tetrachloro-1,4-benzochinonem byly 

provedeny ve snaze využít potencionální schopnost těchto látek produkovat hydroxylové 

radikály (163, 164). Halogenované chinony byly již dříve použity k dimerizaci např. 2,3,4-

trihydroxybenzoové kyseliny (165) a proto bylo předpokládáno, že budou schopny dimerizovat 

i E-resveratrol. Tento předpoklad nebyl potvrzen, a proto bylo upuštěno od dalšího testování 

těchto látek. Navíc tetrachloro-1,4-benzochinon zhoršoval separační vlastnosti kolony 

(obr. 23). 

Reakce E-resveratrolu s chloridem železitým byla provedena s cílem opakovat 

popsanou metodu (121, 122), dle které byla očekávána vysoká výtěžnost (30%) E--viniferinu. 

Popsaná vysoká výtěžnost E--viniferinu byla předpokladem, že zmínění autoři připravili z  

E--viniferinu jiný dimer, a to amurensin H. Vzhledem k nízkému výtěžku, který nedosáhl 

publikovaných hodnot, byly provedeny modifikace této reakce. V souvislosti s cíli této práce 

byl sledován vliv reakční doby, UV záření a vliv vody na reakci.  

Prodloužením reakční doby bylo prokázáno, že reakce E-resveratrolu s chloridem 

železitým nekončí tvorbou dimerů, ale pokračuje. Výsledky ukazují, že prodloužením reakční 

doby vznikají dvě látky nacházející se na chromatogramu mezi E--viniferinem a  

r2-viniferinem (tetramer E-resveratrolu). Dle polarity by se tedy mohlo jednat o dimery, 

trimery či dokonce tetramery E-resveratrolu (např.  pallidol, ampelopsin D, qudrangularin A,  

-viniferin a mnoho dalších) (23, 150, 166).  

UV záření nemělo významnější dopad na tvorbu E--viniferinu. Na druhou stranu vliv 

vody má neopomenutelný dopad na chod reakce. Už jen ze samotných výsledků této práce 

(obr. 27) je patrné, že reakce probíhající ve vodném prostředí (vzorky č. 1 a 2) tvoří větší 

množství produktů než reakce v samotném methanolu (vzorky č. 3 a 4). S cílem prokázat 

významný vliv vody byla reakce provedena znovu s použitím vysušeného methanolu. Tato 

reakce prakticky vůbec neprobíhala, dokud nebyla voda opět přidána do reakce. Vysvětlení 

tohoto fenoménu bude pravděpodobně tedy spočívat ve skutečnosti, že dimerizace  
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E-resveratrolu není katalyzována Fe3+ kationtem, ale [Fe(H2O)6]
3+ kationtem. Mechanizmus 

tvorby tohoto komplexního kationtu by mohl být analogický tvorbě podobného kationtu 

obsahujícího měď (Tamboli a kol., 2012 (167)). Tito autoři navrhli schéma dimerizace  

E-resveratrolu katalyzované pomocí kationtu [Cu(H2O)4]
2+ (obr. 42, str. 55). Dá se tedy 

předpokládat, že toto schéma bude platit i pro hexaaquaželezitý komplex.  

 

 
Obrázek  42: Dimerizace katalyzovaná pomocí aquakomplexu mědi (převzato z (167)).  

Dá se usuzovat, že uvedené schéma (obr. 42) lze aplikovat pro jakýkoli kov tvořící 

aqua-komplex v oxidované a redukované formě (168).  
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Zajímavostí dimerizace E-resveratrolu pomocí chloridu železitého je, že ve vodném 

prostředí byl preferenčně tvořen E--viniferin a r2-viniferin a v prostředí vysušeného 

methanolu s dodatečně přidanou vodou byl tvořen E--viniferin. Jak E--viniferin (121, 122), tak  

E--viniferin (116) byly již dříve připraveny reakcí E-resveratrolu s chloridem železitým. 

E--viniferin a E--viniferin byly určeny na základě porovnání naměřených dat s údaji 

uvedenými v literatuře. Především se jednalo o retenční časy a fragmentaci v pozitivní módu 

APCI (23, 115, 119, 138, 150, 151, 166, 169). E--viniferin byl též připraven reakcí E-resveratrolu 

s lakázou z outkovky pestré na základě literatury (146, 148). Tato reakce byla provedena 

v souvislosti s cíli práce a pro porovnání naměřených dat E--viniferinu s produkty reakcí. 

Zdá se, že lakáza z outkovky pestré je schopna ve většině případů velice selektivně přeměňovat 

E-resveratrol či jeho deriváty/analogy (např. piceid (148) a další (145, 146)) na odpovídající formu 

dimeru (v případě E-resveratrolu se jedná o E--viniferin). 

E--viniferin byl poprvé syntetizován pomocí křenové peroxidázy (156). Tento dimer se 

zdá být velice slibnou sloučeninou, jejíž účinky jsou intenzivně zkoumány v poslední době. 

Byl objeven efekt --viniferinu, resp. jeho enantiomerů na lidské erytrocyty použitím in vitro 

systémů (pohlcování hydroxylových radikálů, pohlcování volných radikálů DPPH a 

peroxidace lipidů). Tento dimer dále ukázal mírné antioxidační vlastnosti a ochranný účinek 

před oxidací hemoglobinu (13). --viniferin se vyznačuje i protizánětlivým účinkem na 

lipopolysacharid stimulovaný makrofágy myší. Chronické záněty bývají příčinnou mnoha 

nemocí zahrnující neurologická onemocnění, metabolické poruchy, obezitu, kardiovaskulární 

onemocnění a rakovinu (14).  

Obdobně jako E--viniferin se i E--viniferin se zdá být velice slibnou sloučeninou, 

jejíž účinky jsou intenzivně sledovány. Za zmínku stojí některé účinky E--viniferinu 

objevené v poslední době. Antimikrobiální účinek proti Streptococcus mutans a S. sanguis, 

což jsou bakterie žijící v ústní dutině člověka (170). Prevence a léčba rakoviny, při níž  

E--viniferin ukázal přímou cytotoxicitu vybraných rakovinných buněk (15). Navyšuje sirtuin 

3 (SIRT3) a chrání buňky v modelech Huntingtonovy choroby (171). E--viniferin v kombinaci 

s vankomycinem mají bakteriostatický antimikrobiální účinky vůči rezistentním stafylokokům 

(Staphylococcus aureus) (172). 

Dimerizace E-resveratrolu pomocí Fentonovy reakce bude pravděpodobně probíhat ve 

dvou krocích. V prvním kroku budou tvořeny z peroxidu vodíku hydroxylové radikály za 

katalýzy Fe2+ nebo Cu+ kationty dle rovnice (2). Při katalýze vzniknou kationty Fe3+ a Cu2+. 

Hydroxylové radikály v kroku propagace způsobí tvorbu radikálů E-resveratrolu (obr. 6). 
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Nakonec terminací radikálů E-resveratrolu vzniknou dimery. V druhém kroku vystupují 

kationty vzniklé při procesu katalýzy Fe3+ a Cu2+ resp. jejich aquakomplexy [Fe(H2O)6]
3+ a 

[Cu(H2O)4]
2+. Dle navrženého schématu (obr. 42) tyto aquakomplexy jsou schopné též 

produkovat dimery.  

Nejvhodnější reakcí v této práci, co se týče přípravy dimerů E-resveratrolu, se ukázala 

být Fentonova reakce a její modifikace. Výsledky ukázaly, že není žádný významný rozdíl na 

tvorbě produktů, které byly detekovány fluorescenčním detektorem, (sloučeniny A – C,  

E--viniferin; obr. 34 – 36) při použití katalyzátoru FeSO4 nebo CuSO4. Vzhledem ke 

komplikacím při čištění reakce s FeSO4 (tvorba sedimentu nad filtrem SPE kolonky), bylo od 

použití FeSO4 upuštěno. Negativním faktorem při tvorbě zmíněného sedimentu byla 

skutečnost, že v tomto sedimentu byl též obsažen E--viniferin, který se měl prostřednictvím 

SPE kolonky pročistit a zakoncentrovat. Vznik sedimentu nad filtrem kolonky je možné 

připisovat nerozpustné formě Fe(OH)3. Fentonova reakce probíhá za optimálního pH 3 – 5, 

přičemž pokud je pH příliš vysoké vzniká nerozpustná forma Fe(OH)3 a peroxid vodíku je 

přeměňován na kyslík (158).  

Železité ionty jsou stabilní v kyselém prostředí, ale pokud bude pH zvyšováno, pak 

bude železo přecházet z hexaaquakomplexu dle rovnic (8) – (10) (173).  

[Fe(H2O)6]
3+ ↔ H+ + [Fe(OH)(H2O)5]

2+ (8) 

[Fe(OH)(H2O)5]
2+ ↔ H+ + [Fe(OH)2(H2O)4]

+ (9) 

[Fe(OH)2(H2O)4]
+ ↔ H+ + [Fe(OH)3(H2O)3] (10) 

Otázkou zůstává, do jaké míry ovlivní hydroxo ligand v uvedených komplexech železa reakci. 

Růst pH a vznik hydroxidového aniontu je součástí Fentonovy reakce (dle rovnice (2), str. 24). 

Proto se lze domnívat, že uvedené hydroxo-aqua komplexy budou mít dopad na průběh reakce.  

Měď, na rozdíl od železa, se vyskytuje v komplexu [Cu(H2O)4]
2+. Tento komplex též 

s rostoucím pH přechází přes [Cu(OH)(H2O)3]
+ na modrou nerozpustnou formu 

[Cu(OH)2(H2O)2] 
(174). Vzhledem k červeno-hnědé barvě vzorku po ukončení reakce nelze 

předpokládat, že by pH významně vzrostlo, aby se vytvořila nerozpustná forma.  Dle výsledků 

má pH významný vliv na množství tvořeného E--viniferinu (obr. 37). Vliv pH na strukturu 

tvořených dimerů lze nalézt i v literatuře, kde byl popsán např. pro dimerizaci E-resveratrolu 

za pomoci peroxidázy (115).  

Teplota byla nejvýznamnějším faktorem ovlivňujícím produkci dimeru. Při laboratorní 

teplotě byl dimer tvořen 4,5x méně než při 40 °C. Nicméně při 60 °C bylo množství 

vytvořeného dimeru menší než při 40 °C. Proto se lze domnívat, že vznikající E--viniferin se 
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může přeměňovat či rozpadat. Vliv teploty může velice úzce souviset se stabilitou tvořených 

sloučenin.  

Čištění připraveného dimeru přes SPE kolonky bylo provedeno 2x. Cílem prvního 

čištění bylo určit polaritu eluentu, při níž bude E-resveratrol a E--viniferin eluován z kolonky. 

Podle výsledků prvního čistění bylo provedeno druhé s podrobnějším rozdělením polarit 

eluentu. Nejčistší a nejkoncentrovanější byl E--viniferin ve frakci III (obr. 39) odpovídající 

60% methanolu. Tato frakce byla pak poslána na změření NMR spekter. Bohužel vzhledem 

k nedostatečně čistému produktu reakce se jednoznačně nedokázala potvrdit struktura. Měření 

NMR spekter bude opakováno s E--viniferinem, který byl produktem reakce s lakázou. 

Nižší výtěžnost Fentonovy reakce pomocí pevného peroxidu vodíku mohla být 

způsobena přítomností (NH2)2CO. Další vysvětlení by mohlo být založeno na způsobu 

přidávání peroxidu vodíku. Způsob přidávání peroxidu hraje významnou roli na tvorbu 

produktů při dimerizaci E-resveratrolu za pomoci křenové peroxidázy (147). V této práci byl 

peroxid vodíku přidáván vždy ve dvou krocích po 4 x 10 μl, přičemž po přidání každé dávky 

byla reakční směs promíchána. V případě pevného peroxidu vodíku bylo celkové množství 

naváženo najednou před začátkem reakce ve vialce. Důvodem změny přidávání pevného 

peroxidu vodíku byla realizace prováděné reakce. Další možné vysvětlení nízkého zisku  

E--viniferinu se zakládá na přítomnosti malého množství vody ve vzorku. V této práci nebylo 

sledováno, jak množství vody (obecněji polarita) ovlivní tvorbu dimeru pomocí Fentonovy 

reakce s pevným peroxidem. Nelze tedy striktně říci, že použití pevného peroxidu vodíku při 

Fentonově reakci vede k nižší výtěžnosti E--viniferinu. Navíc vliv polarity, jak bylo již 

publikováno autory z Malajsie (118), hraje velice významnou roli při tvorbě dimerů. Dále nižší 

výtěžnost v reakcích, které byly čištěny extrakcí do ethylacetátu, mohla být způsobena 

přítomností methanolu ve vodné fázi.  

Kvantifikace E--viniferinu byla prováděna pomocí kalibrační křivky E-resveratrolu. 

Výtěžnost E--viniferinu v procentech byla počítána na celkové množství E-resveratrolu dané 

do reakce. V některých publikacích (116) se ale lze setkat s myšlenkou, že výtěžnost bude 

dvojnásobná. Usuzuje se tak zejména proto, že dimery vznikají spárováním dvou jednotek  

E-resveratrolu. 

Čistění rostlinných extraktů pomocí chromatografických metod s cílem získání  

E-resveratrolu a jeho dimerů především E--viniferinu by mohlo být výhodné při současné 

ceně (Sigma-Aldrich) E--viniferinu cca. 5800 Kč za 1 mg (175) a E-resveratrolu v rozmezí od 

cca. 4700 do cca. 7500 Kč za 100 mg (176). Uvedený způsob se zdá být stále lukrativní i přes 
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klesající cenu (např. Extra Synthese, kde se udává 157 € za 10 mg E--viniferinu (177) a 390 € 

za 100 mg E-resveratrolu (178)).  

Využití réví, coby zdroje těchto látek, je velice příhodné. Už jen skutečnost, že se jedná o 

odpadní materiál, z něj činí velice slibný zdroj. Obvykle je réví na vinici ponecháno, spáleno, nebo 

zkompostováno (8, 17, 20, 22, 179). Jen pro představu, že produkce réví za rok činí cca 1 t/ha, spolu 

s plochou 8 milionů ha celosvětových vinic a průměrného obsahu E-resveratrolu v réví 1 mg/g 

sušiny, by mohlo být vyprodukováno až 8 000 t E-resveratrolu za rok (17). Vhodnost postupu je 

podtržena skutečností, že réví obsahuje větší množství stilbenů než bobule a listy (180, 181). Dále lze 

uvážit některé techniky umožňující navýšit obsah stilbenů. Skladování před vlastní extrakcí 

zvyšuje obsah E-resveratrolu a jeho oligomerů a to až několikanásobně (182). Jejich obsah by se dal 

navýšit i řadou dalších technik, jako např. působením UV záření, ozonu, nebo jinými způsoby 

abiotického stresu (183–185). Volbou vhodného extrakčního postupu (např. zrychlené extrakce 

v methanolu při 10 – 10,5 MPa a teploty 100 °C) lze docílit výtěžku až 6 mg/g sušiny  

E-resveratrolu, 2 mg/g sušiny E--viniferinu a celkového obsahu stilbenů 8,5 mg/g sušiny (186). 

K čištění stilbenů z extraktů je možné využít i např. odstředivé rozdělovací chromatografie (187). 

Výše zmíněné způsoby navýšení obsahu stilbenů a jejich extrakce z rostlinného 

materiálu spolu s výsledky v této práci a sborníku (188) může sloužit k produkci E-resveratrolu 

a E--viniferinu ve značném množství a čistotě. Oproti uvedené práci (188), kde bylo dosaženo 

výtěžku 90 – 97%  E-resveratrolu a 94 – 95% E--viniferinu, bylo zde dosaženo čistější frakce 

s E-resveratrolem (z hlediska čistoty stilbenů). Tento malý rozdíl lze připsat mírně odlišným 

parametrům použité kolony a množství použitého polyamidu. 

Výsledkem použití 20% methanolu v procesu separace (1. pokus) byl zisk čistějšího 

E--viniferinu ve frakci V. Dále, při porovnání chromatografického procesu separace 

(1. pokus a 2. pokus), je znatelný rozdíl v množství E--viniferinu ve frakci V (1. pokus) a IV 

(2. pokus). Celková výtěžnost zhruba 140% obou látek byla pravděpodobně způsobena 

několika faktory. V první řadě extrakt použitý na separaci vznikl smícháním dvou extraktů 

směsi odlišných kultivarů. Navíc tyto extrakty obsahovaly jiné koncentrace E-resveratrolu a 

E--viniferinu. Po jejich smíchání vznikla sraženina, která byla odstraněna filtrací. Od 

provedení pokusu do vlastního měření (14 dní) byl smíchaný extrakt z réví uchováván 

v lednici, během přepravy nebyl chlazen. Prodleva byla způsobena v důsledku stěhování 

laboratoře CzechGlobe. Po této době se v extraktu z réví vytvořila sraženina a nebylo ji možné 

rozpustit. Rozpouštění sraženiny se nedařilo ani za pomoci ultrazvuku. Zvýšení teploty s cílem 

rozpustit tuto sraženinu se jevilo nevhodné především z hlediska stability stanovovaných látek. 

Vlastní ředění mohlo způsobit malou část chyby.    
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6 Závěr 

 lakáza z outkovky pestré produkuje E--viniferin 

 2-hydroxy-1,4-naftochinon a tetrachloro-1,4-benzochinon nejsou vhodné k dimerizaci  

E-resveratrolu, za žádných zkoumaných podmínek 

 chlorid železitý je schopen přeměnit E-resveratrol na E--viniferin i na E--viniferin 

 UV záření nemá zásadní vliv na reakci E-resveratrolu s chloridem železitým 

 byl prokázán nezbytný vliv vody při tvorbě dimerů chloridem železitým 

 byl připraven E--viniferin pomocí Fentonovy reakce a její modifikace použitím CuSO4 

 byly nalezeny optimální podmínky (okyselení, teplota) modifikované Fentonovy reakce 

za přítomnosti CuSO4 

 použití karbamidperoxidu pro účely dimerizace E-resveratrolu pomocí Fentonovy reakce 

za přítomnosti CuSO4 nebylo za uvedených podmínek vhodnější než použití klasického 

peroxidu vodíku 

 byl navržen způsob čištění extraktu z réví révy vinné pomocí chromatografických metod 

umožňující získání E-resveratrolu a jeho dimeru E--viniferinu ve vysoké čistotě 
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8 Seznam použitých zkratek 

APCI – atmospheric pressure chemical ionization – chemická 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 diodovým polem 

DPPH – 2,2-difenyl-1-(2,4,6-trinitrofenyl)hydrazyl 

FLD – fluorescenční detektor 

HPLC – vysokoúčinná kapalinová chromatografie 

LC-MS – kapalinová chromatografie s hmotnostní detekcí 

NMR – nukleární magnetická rezonance 

ot/min – otáčky za minutu 

SPE – extrakce tuhou fází 

syn. – synonymum 
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9 Přílohy 

Na obrázku 43 jsou uvedeny chromatogramy frakcí s největším obsahem E-resveratrolu a  

E--viniferinu. 

 

 

Obrázek  43: Chromatogram frakcí (znázornění čistoty) s největším obsahem E-resveratrolu a 

E--viniferinu.  

Při čištění extraktu z réví pomocí chromatografických metod označeného 1. pokus byla 

skokově snížena polarita z 70% na 20% methanol. Další čištění označené 2. pokus 

nezahrnovalo použití 20% methanolu.  
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