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Anotace

Teoretickd Cast je zaméfena na dimery resveratrolu, jejich vyskyt v rostlinach a jejich
moznou pfipravu transformaci resveratrolu.

V experimentalni ¢asti bakaldiské prace jsou porovnavany metody extrakce vybranych
derivath stilbenu (E-resveratrolu a E-e-viniferinu) z révi a ¢isténi ziskanych extraktl pomoci

SPE. Dale se tato prace zabyva dimerizaci resveratrolu pomoci chloridu Zelezitého.

Annotation

The theoretical part is focused on the dimers of resveratrol, their occurrence in plants and
their possible preparation by transformation of resveratrol.

In the experimental part of bachelor thesis the extraction methods of selected stilbene
derivatives (E-resveratrol and E-e-viniferin) from grape cane are compared and purification
the obtained extracts was compared using SPE. Furthermore this work deals with dimerization

of resveratrol using ferric chloride.
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1 Uvod

Od davnych casti slouzily lidem rostliny jako pfirodni zdroj latek pomahajici pii oSetfovani
alécbe. V soucasnosti je znamo mnoho rostlinnych druht vykazujici pozitivni farmakologicky
teinek (V. Velikd pozornost byla a je vénovéna rostlinim obsahujici resveratrol a jeho
oligomerni formy souhrnn¢ nazyvanych stilbeny. Resveratrol byl poprvé izolovan roku 1940
z kofene kychavice velkokvété @ a chemicky je to 3,4’,5-trihydroxystilben. Ze struktury
stilbenu vyplyva, Ze mohou existovat dva stereoisomery, a to cis a trans (obr. 1) @,

Hlavni vyznam resveratrolu v rostlindch spociva v jejich ochrané pied stresem. Resveratrol
je tvofen rostlinou, jako fytoalexin, ve zvySené mife jako odpovéd na bioticky i abioticky
stres 3. Ochrana pied stresem m4 za nasledek pfeménu resveratrolu na vice u¢inné dimery a
oligomery naptiklad viniferiny 7. Nékteré viniferiny mnohonasobné pievysuji svymi aéinky
(napt. antifungalnimi, antioxida¢nimi) samotny resveratrol * & 9. Viniferiny ziskaly své
pojmenovani podle rostliny Vitis vinifera (dale jen V. vinifera), v niz byly objeveny. V. vinifera
neboli réva vinna je trvala a opadava dievina z ¢eledi Vitaceae pochézejici ze Stredomotského
regionu Evropy a jihozapadni Asie. Dnes je bézn¢ péstovana na kazdém obyvaném kontinentu
a je ekonomicky diilezita pro svou roli pii produkci vina 19

Prvni skutecny zajem o resveratrol vSak piisel az v roce 1992 se zjiSténim pritomnosti
resveratrolu ve vin¢€ a naslednou snahou vysvétlit kardio-protektivni u€inky ¢erveného vina
tzv. ,francouzsky paradox* . Termin ,,francouzsky paradox* popisuje skute¢nost, ze lidé
u nich odekavalo navzdory jejich stravé bohaté na nasycené mastné kyseliny ¢. Az o nékolik
let pozdéji byl resveratrol navrzen jako hlavni faktor tohoto paradoxu pro objevené ucinky.
Dnes pfipisujeme resveratrolu a jeho oligomeriim mnoho ucinkli jmenovité antibakterilni,
antifungdlni ¥, antioxida¢ni @ % '3, antimutageni ®), hepatoprotektivni ¥, vyvolavajici
apoptozu B-lymfocytl leukémie !9, inhibice lidskych enzymii cytochromu P450 (19 inhibice
cyklooxygenazy (COX I, COX II) U317 protizanétlivé, protinadorové ¥, terapeutické ve
viech tiech fazich karcinogeneze !9, antimikrobialni 17,

Resveratrol a jeho oligomery stilbeny jsou podstatnéji vytvareny u rostlin druhu Vitis,
v koteni a stonku, kde plsobi jako prevence proti hnilob€. Tato zvySena tvorba mize vést
k celkové vétsimu obsahu stilbenti v téchto astech rostliny nez v listech &i hroznech @124,
Zatimco mnoho publikaci se vénovalo vyskytu resveratrolu a dalSich stilbeni ve ving,
hroznech a slupkach hrozni, zaméteni na vegetativni ¢asti rostliny (révi, stonek a listy) nebylo
tak ¢asté az do nedavné doby @, P¥itom konkrétné révi z V. vinifera se jevi jako slibny zdroj

E-resveratrolu a dalsich stilbenti na bazi resveratrolu %27,



1.1 Cile prace

Cilem této bakalarské prace je:

e Literarni ptehled biotické a abiotické transformace resveratrolu na dimery
resveratrolu a moznosti jejich pripravy.

e Vyskyt dimert resveratrolu v rostlinném materidlu, zejména ¢astech rostliny révy
vinne.

e Pokus o izolaci dimert resveratrolu z rostlinného materidlu pomoci adsorpéni
chromatografie.

e Dimerizace resveratrolu pomoci chloridu Zelezitého.

2 ReSersni cast

Podle soucasné zkuSenosti byla bézné pouzivana trans a cis nomenklatura pro popisovani
stereochemie nasycenych kruhid, zatimco E/Z nomenklatura byla pouzivana k popisu
stereochemie dvojnych vazeb. Prestoze je E/Z nomenklatura pro trans a cis konfiguraci u

28 jlustroval tento

dvojné vazby presn€jsi, neni bézna v literatufe stilbenti. Mattivi a kol.
problém ve studii, kde podrobil listy V. vinifera piisobeni Plasmopara viticola (dale jen
P. viticola). Mezi produkty tohoto pusobeni byl nalezen e-viniferin v obou izomernich
formach, ale 1 jeho dal$i dva izomery rozdilné od e-viniferinu v cis konformaci na pozici 2 a
3 dihydrobenzofuranu. Autofi pojmenovali tyto dva cis-dihydrobenzofuranové analogy E- a
Z-w-viniferin.

Trivialni ndzvy sloucenin zminéné v této praci (spolu se synonymy uvedenymi
v literatute) jsou nasledujici: Z-resveratrol  (cis-resveratrol);  E-resveratrol
(trans-resveratrol);  Z-g-viniferin  (cis-e-viniferin);  E-g-viniferin  (¢rans-e-viniferin);
Z-o-viniferin  (cis-o-viniferin,  dehydrodimer  cis-cis-resveratrolu);  E-o-viniferin
(trans-o-viniferin, dehydrodimer cis-trans-resveratrolu); E-3-viniferin
(trans-o-viniferin, trans-resveratrol dehydrodimer).

Resveratrol se nachazi v ptirodé ve dvou izomernich formach Z-resveratrol a E-resveratrol.
Pouze viak jeho trans forma je biologicky aktivni ®). Na obrazku 1 jsou zndzornény obé

izomerni formy resveratrolu.

Z-resveratrol —
o) (D
OH OH

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

E-resveratrol




Na obrazku 2 je uveden pravdépodobny prubéh dimerizace ¢i oligomerizace
E-resveratrolu katalyzované enzymy. Ty pravdépodobné svou cinnosti vyvolaji tvorbu

(29, 30)

meziproduktii (radikdly la — le), jejichz sparovanim vzniknou dimery . Stejny

mechanismus se predpokldda i pro dimerizaci za pomoci anorganickych ¢inidel G,

OH
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ampelopsin D quadrangularin A pallidol restrytisol C

Obrazek 2: Mozné biosyntetické trasy tvorby dimeru.

Sloucenina, popsana na obrazku 2 jako produkt reakce radikala 1b a le, E-g-viniferin je
nejvice zastoupeny dimer mezi rostlinami rodu Vitis. E-g-viniferin byl poprvé izolovéan
z V. vinifera a je klasifikovan jako model pro jeho biosyntézu z resveratrolu % 3%, Podobné
jako resveratrol, tento dimer ziskal pozornost jako fytoalexin, u n¢hoz byly pozorovany
antioxida¢ni, antifungalni a antibakterialni Gi¢inky ©> 3. Antioxidacni Gi¢inky maji latky, které
v nizké koncentraci (ve srovnani s oxidovatelnym substratem) vyznamnym zptisobem omezuji
nebo pfimo zpomaluji oxidaci substratu vyvolanou oxidac¢nimi €inidly. E-g-viniferin ukazal

lepsi antioxidaéni vlastnosti (ICso hodnot 0,12 — 0,16 mM) nez E-resveratrol (ICso hodnot



0,92 — 0,98 mM) na polarni syst¢tm DMSO/O,". Antioxida¢ni aktivita byla zméfena pomoci
EPR ©. Dalsi pozorovanou aktivitou E-g-viniferinu je jeho schopnost inhibovat hepatomové
buiiky HepG2 blokovanim pribéhu bunééného cyklu na ptechodu mezi G2/M fazemi.

Antiproliferaéni u¢inek vii¢i HepG2 buitkdm E-g-viniferinu je ale niz§i nez E-resveratrolu 3.

2.1 Vyskyt dimeri

V ptirodé se oligostilbeny nalézaji v rostlinach celedi Dipterocarpaceae, Vitaceae,
Leguminosae, Cyperaceae, Gnetaceae, Iridaceae, Celastraceae, Paconiaceae, Moraceae,
Pinaceae, Fabaceae, Poaceae G!-3%37), V kapitolach 2.1.1 aZ 2.1.7 jsou uvedeny nékteré druhy

spadajici do téchto ¢eledi, které¢ jsou vyznamné z hlediska dimera v nich obsazené.

2.1.1 Dimery resveratrolu z Parthenocissus tricuspidata

Parthenocissus tricuspidata je latinsky nédzev pro rostlinu loubinec trojlalo¢ny (syn.
piisavnik trojcipy). Loubinec trojlalo¢ny je ale téz lidové nazyvan psi vino. Jednd se o
popinavou rostlinu z celedi Vitaceae pochazejici z vychodni Asie. V této rostliné byly

objeveny dimery resveratrolu: pallidol, e-viniferin, ampelopsin F a isoampelopsin F ©%).

2.1.2 Dimer resveratrolu z Parthenocissus quinquefolia

Parthenocissus quinquefolia je latinsky pojmenovan loubinec pétilisty (syn. pfisavnik
pétilisty). Loubinec pétilisty je stejné¢ jako loubinec trojlalo¢ny popinava rostlina z celedi
Vitaceae, avSak ptivodem z vychodni ¢asti Severni Ameriky. Japonsti autoii izolovali z této
rostliny dimer parthenocissin A, trimer parthenocissin B spolu s dal§imi stilbeny jako
resveratrol, piceatannol (3,3’,4’,5-tetrahydroxystilben) ¢i piceid (3,4,5-trihydroxystilben-3-
O-p-D-glukopyranosid, obr. 3) ¢,

2.1.3 Dimer resveratrolu z Parthenocissus laetevirens
Rostliny z ¢eledi Vitaceae jsou zndmy svym vysokym obsahem stilbenti. Z kofene a stonku
Parthenocissus laetevirens byl izolovan dimer resveratrolu laetevirenol A spolu se stilbeny

(laetevirenoly B-E) “49),

2.1.4 Dimery resveratrolu z Cissus quadrangularis

Cissus quadrangularis (déale jen C. quadrangularis) byl pouzivan v Indii jako tradi¢ni
piipravek urychlujici hojeni zlomenin V. C. quadrangularis patti téz do &eledi Vitaceae.
Fytochemicka studie stonku C. quadrangularis prokézala ptitomnost stilbent jako:
resveratrol, piceatannol, pallidol, parthenocissin A, quadrangularin A, B, C. Tato studie nové

popsala dimery resveratrolu quadrangularin A, B a C .



2.1.5 Dimery resveratrolu z Vitis thunbergii

Vitis thunbergii je latinsky pojmenovana réva thunbergova. Jeji kofeny jsou tradiéné
pouzivany pro 1é¢bu priijmu, zlomenin, zloutenky a zanétu jater na Taiwanu. V kofenu této
révy byly objeveny stilbeny (ampelopsin C, (-)-viniferal, (+)-vitisin A, (+)-vitisin C a

miyabenol A) a dimery resveratrolu (vitisinoly A-D a (+)-g-viniferin) “4?.

2.1.6 Dimery resveratrolu z Gnetum gnemon

Lianovec jedly, indonéskym nédzvem melinjo, je neopadavy strom z celedi Gnetacae Siroce
péstovany v jihovychodni Asii. Jeho plody méni své zbarveni od zelené ptes zlutou, oranzovou
az po cervenou, oznacujici jejich zralost. V Indonésii jsou plody a listy lidnovce soucasti
mnohych jidel. Zrald seminka lidnovce jsou obaleny schrankou. V endospermu semene
lidnovce byly nalezeny stilbeny: resveratrol, gnemonoside A, gnemonoside C, gnemonoside D
véetné dimerti gnetin C a gnetin L *®). Kdezto v koteni Gnetum gnemon byly jiz diive nalezeny
dimery resveratrolu (gnemonol G, gnetiny C a D) spolu se stilbeny (gnemonoly H, I a J,

gnetin E, ampelopsin E, Z-ampelopsin E) ¢4,

2.1.7 Dimery resveratrolu z Shorea roxburghii

Rod Shorea patii do €eledi Dipterocarpaceae, obsahujici 22 druhli v Thajsku. Rostliny,
patfici do tohoto rodu, jsou charakteristické svou bohatosti na oligostilbeny.
Shorea roxburghii (dale jen S. roxburghii) je Siroce rozsifena v Thajsku a jeho sousedicich
statech. S. roxburghii patii mezi opadavé dieviny. Ktira S. roxburghii, pro mistni zndma jako
»Pha-yom*, je tradi¢n¢ pouzivana jako konzervacni ¢i jako adstringentni pfisada pro tradicni
lihoviny v Thajsku. V indické lidové mediciné byla pouzivana na 1écbu uplavice, prijmu,

cholery 347,

V kotenu S. roxburghii byla prokazana ptitomnost dimert resveratrolu
(roxburghiol A, melanoxylin A, (-)-g-viniferin, hopeahainanfenol a vitisinol G) spolu s dal§imi
stilbeny (caragafenol A, vaticanol A, (-)-hopeafenol, isohopeafenol, apigenin

7-O-arabinoside, E-piceid a E-3,5,4'-trihydroxyresveratrol 2-C-glykosid) “%).



2.2 Biotické transformace resveratrolu

Celosvétove je drtiva vétSina oblasti osazenych kultivary révy vinné nachylnd na rtzné
plisnové choroby. Mezi tii predni houbové patogeny napadajici révu lze zatadit Erysiphe
nestor (dale jen E. nestor, syn. Uncinula necator, padli révové), P. viticola (plisen révova) a
Botrytis cinerea (déle jen B. cinerea, plisenn Sedd). Za ucelem vyprodukovat co mozna
nejkvalitnéjsi vino se pro ochranu révy pouziva mnoho fungicidi. Jejich pouziti miize vést
k negativnim efektiim jak na Zivotni prostiedi, tak na lidské zdravi, zejména pii pfitomnosti
zbytki pesticidil v hroznech “®. Pfitom se vSak réva dokaZze branit sama proti takovymto
patogenuim. Ukdzalo se, Ze rychlé hromadéni resveratrolu ve zdravych tkanich v okoli infekce,
zpomaluje &i zastavuje Sifeni infekce 9. Resveratrol je za t&chto podminek transformovén
rostlinou do nékolika vice ti¢innych antimykotik '?. Schnee a kol. “® se snazil nalézt novy
prirodni fungicid. Zaméfil se na houbové patogeny (E. necator, P. viticola a B. cinerea), které
nechal ptsobit na methanolicky a ethanolicky extrakt z révi V. vinifera tii kultivari (Pinot
Noir, Gamaret a Divico). Navzdory zcela rozdilnému chovani houbovych patogend,
vykazovaly vSechny extrakty podobné antifungdlni aktivity. Existovaly zde pouze drobné
rozdily ve sloZeni vysledné smési.
zejména pro nejvice péstované kultivary V. vinifera ®. Pezet a kol. ¥ studoval vliv
fytoalexinli na tento houbovy patogen in vitro. Pouzil stilbeny extrahované z listu V. vinifera
methanolem. Extrakt po procisténi centrifugaci oSetiil zoosporami P. viticola. Po sedmidenni
inkubaci byly nalezeny stilbeny (E- a Z-piceid, E-¢- a E-§-viniferin), z nichz E-6-viniferin byl
nejvice zastoupeny. Tento viniferin se prokéazal byt stejné tak toxicky na zoospory P. viticola
jako pterostilben, ktery byl povazovan za nejvice toxicky stilben pro houby. V nésledujici
studii se Pezet a kol. ® zaméfil na efekt stilbent (E-resveratrolu, E-g- a E-3-viniferini a
pterostilbenu) na mobilitu zoospor a na Sifeni tohoto houbového patogenu v listu senzitivniho
kultivaru révy vinné Chasselasa a resistentniho kultivaru Solaris. E-resveratrol se prokazal byt
nejméné toxicky na mobilitu, kdezto FE-o-viniferin a pterostilben nejvice. Naockovani
P. viticola vedlo u kultivaru Chasselas k hojnému vyskytu infekce s nizkou koncentraci
stilbentl v mist¢ infekce, naopak u kultivaru Solaris byla pozorovana pouze nekroticka skvrna

v misté oSetfeni s vysokou koncentraci stilbent.



2.2.1 Dimerizace pomoci lakaz

Lakazy jsou enzymy oxidoreduktazy, v anglictin¢ téz nazyvany ,,blue oxidases®, které jsou
Siroce rozsifeny u hub a nékterych bakterii. Tyto enzymy jsou schopny katalyzovat oxidacni
reakce riznych fenolickych sloucenin. Aktivni strana téchto enzymu se skladd z kovovych
shlukii, obsahujicich 4 atomy médi. Vlastni oxidace pak zavisi na redoxnim potencialu mezi
aktivni stranou lakdzy a oxidovanou slouceninou. Lakazy ukazuji vyjimecnou vSestrannost
substratu a proto jsou potencialné vhodny biokatalyzator pro mirnou oxidaci organickych
slougenin 0,

B. cinerea je houbovy patogen, ktery mize napadat Sirokou $kalu rostlin. U révy vinné tato
nemoc miize mit vliv na vechna zelena pletiva, zejména pak na dozravajici plody ©V. V jedné
z prvnich studii Pezet ©? publikoval praci v niz demonstroval, 7e lakdza produkovani
B. cinerea katalyzuje oxidaci resveratrolu a pfeménuje jej na e-viniferin a to tak, ze e-viniferin
je prakticky jediny produkt.

Cichewicz a spol. ? oxidoval resveratrol za pomoci lakdz z tii kmend B. cinerea
(ATCC 11542, ATCC 12481 a ATCC 20599) a dvou kmentl Botrytis allii (ATCC 9435 a
ATCC 42381). Po dvoudenni inkubaci kulturou B. cinerea ATCC 11542 ziskal opakovanou
sloupcovou chromatografii a chromatografii na tenké vrstvé Sest oxidovanych dimera. Tti
z téchto dimerti byly jiz zndmy (8-viniferin, leachinol F a pallidol) a tfi byly nové popsany
(restrytisol A-C). Izolace téchto dimeri z rostouci kultury podporuje fakt, Ze odbouravani
fytoalexint hraje pro patogen vyznamnou roli.

E-d-viniferinu a jeho izomerni formy Z-4-viniferinu jako jediné dimerni formy
E-resveratrolu ¥,

Z vysledk praci zaloZzenych na oxidaci E-resveratrolu pomoci lakaz z B. cinerea vychazel
Nicotra, ktery vSak pouzil lakazy z Myceliophtora thermophyla (déale jen M. thermophyla) a
z Trametes pubescens (dale jen T. pubescens). Pti pouziti lakdzy z M. thermophyla ziskal
Z-5-viniferin s vytéznosti 31% a u lakazy 7. pubescens ziskal tentyZz produkt avSak s nizsi

vyté&znosti a to pouhych 18% G0,



2.2.2 Dimerizace peroxidazami

Japonsti autofi se pokousSeli pfipravit e-viniferin za pomoci peroxidaz ze soje lustinaté
(Glycine max), houby (Arthromyces ramosus (dale jen A. ramosus)) a kienu selského. Reakce
resveratrolu s peroxiddzami provade¢li za teploty 27 °C. Ve vysledku nenalezli e-viniferin mezi
produkty zadné z testovanych peroxidaz, nicméné nalezli nékolik dimerti resveratrolu, z nichz
nejvetsi zastoupeni ma S-viniferin. Nalezené dimery jsou uvedeny v tabulce I, kde uvedena

procenta odpovidaji mite transformace V.

Tabulka I: Zastoupeni produktii ziskanych oSetfenim resveratrolu peroxiddzami GV,

ptvod rozpoustédlo | d-viniferin | pallidol | smésFaG smés BaC
peroxidazy |(50 % vodny ©) (%) (%) |leachinolu (%) |quadrangularinu (%)
soja lustinata aceton 21,4 7,2 1,8 -
A. ramosus aceton 18,4 7.4 4,6 -
kien selsky aceton 12,6 10,2 - -
sOja lustinaté ethanol 12,1 9,5 5,2 8,6
A. ramosus ethanol 13,1 5,0 4,6 8,2

Znak % v tabulce I uvadi stupné premény (2mol produktu/mol resveratrolu*100)

2.2.3 Mikrobialni transformace

Resveratrol, jakozto fytoalexin, je antimikrobialn¢ aktivni latka s vyznamnymi
antioxidacnimi uc¢inky. Cichewicz sledoval tyto aktivity vystavenim FE-resveratrolu 12
mikrobidlnim kulturam Bacillus cereus (dale jen B. cereus). Ze vSech zkoumanych kultur
pouze vsak jedina kultura byla schopna biotransformace E-resveratrolu a to B. cereus Ul 1477.
Celobunécna suspenze této kultury poskytla piceid, jako produkt biotransformace, s vytézkem

11% ©9,

HO OH

Obrézek 3: Strukturni vzorec piceidu.



2.3 Abiotické transformace resveratrolu

2.3.1 Dimerizace zaloZena na katalyze FeCl3

2.3.1.1 Syntéza analogi restrytisolu C a cyphostemminu A

Thomas a kol. ©® syntetizoval analog resveratrolu 3,4-dimethoxy-12-acetoxy stilben.
Takovyto stilben pak spolu s chloridem zelezitym v dichlormethanu se pieménil za pokojové
teploty na dva dimery. Konstitucni vzorce téchto dimera se podobaly konstitu¢nim vzorciim
v pifirodé¢ se vyskytujicich dimert restrytisolu C a cyphostemminu A. Rozdil spocival
v analogické struktufe syntetizovaného stilbenu, jez misto methoxy a acetoxy skupin mél

navazanu hydroxylovou skupinu.

2.3.1.2 Syntéza amurensinu H

Amurensin H byl ptivodné izolovan z kotene révy amurské (Vitis amurensis). Jeho syntéza
je zalozena na oxidaci resveratrolu pomoci chloridu Zelezit¢ho v methanolu pfi pokojové
teploté. Tento klicovy krok poskytne e-viniferin, ktery zreaguje pres 2 meziprodukty az na

vysledny amurensin H. Schéma reakce je znadzornéno na obrazku 4 ©9),

a. FeCls;, CH30H b. (Ac),0, pyridin c. DDQ, 1,4-dioxan pod zpétnym chladi¢em d. K»CO3;, CH;OH
Obrazek 4: Syntéza Amurensinu H.



2.3.2 Kysela katalyza

2.3.2.1 Katalyza kyselinou mravenci

Dimerizace s pouzitim 80% kyseliny mravenci, slouzici jako katalyzator, vedla k ziskani
produkt pojmenovanych resformicol A, B a C. Resformicol A a B byl ziskan jako bezbarvy
amorfni prasek a resformicol C jako nazloutly amorfni prasek. VSechny tfi syntetické produkty
mohou byt rozliSeny mechanizmem Diels-Alderovy reakce dvojiho druhu. Obvyklé [4+2]
adice tvortici benzo-cyklohexanovy systém (vysledny produkt resformicol A a B). Druhou je
adice vedouci ke ztraté substituované¢ho benzenového jadra (vysledny produkt resformicol C).

Struktury resformicoli A, B a C byly stanoveny pomoci UV, IR, MS spektrometrie a NMR ©7).

2.3.2.2 Syntéza ampelopsini
Ampelopsiny jsou dimery pojmenované podle rodu Ampelopsis (révovnik) z celedi
Vitaceae. Je mozné je pripravit kyselou katalyzou (+)-e-viniferinu. Takaya a kol. ©7

syntetizoval ampelopsiny B, D, F za pouziti kyselin, uvedenych v tabulce II.

Tabulka II: Kysele katalyzovana pfeména (+)-e-viniferinu na ampelopsiny.

¢inidlo |[rozpoustédlo| cas - vytezek (0/(.’) -
(+)-ampelopsin B|(-)-ampelopsin D|(+)-ampelopsin F
HCI H>O 50h 38 - 8
CF3SOs;H | CH3NO» 10 h - - 38
CF3SOsH | CH30H | 7 dni 14a8 21
H>SO4 CH30OH | 5 dni 13 6all 19

Znak % v tabulce II uvadi vytézek. U piipravené¢ho (-)-ampelopsinu D jsou uvedeny dva
vytézky, protoze (-)-ampelopsin D vznikal ve dvou forméch, jez se liSily optickou otacivosti.
Rozdilnost mezi vzniklymi ampelopsiny je dana v rozdilu polohy protonace béhem zahajovaci

faze reakce.

2.3.3 Oxidace anorganickymi Cinidly

Existuje mnoho zptisobli jak pfeménit resveratrol na dimery. V jedné ze studii se snazili
japons§ti autofi vyrobit g-viniferin za pouziti ¢inidel bézné pouzivané k oxidaci fenolli. Seznam

¢inidel, podminky reakce a vysledné produkty jsou uvedeny v tabulce III.
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Tabulka III: Dimerizace resveratrolu pomoci anorganickych oxidanti ¢V,

& (0
¢inidlo rozpoustédlo | teplota (°C) cas evini ferinvyét‘f\zzielll(iﬁe/roi)n pallidol
TI(NO3)3 CH;0H -50 5 min 30,1 - -
TIINO3)3 CH;0H -30 5 min 3,9 - -
K;5[Fe(CN)s] CH;0H 25 10 min 21,9 22,5 15,7
Ce(S04)2 CH;0H -50 26 h 3,7 8,4 -
FeCl3 CH;COCH; 25 20 h 0,9 97,0 1,5
MnO, CHxCl, 25 24 h - 91,0 9,0

Znak % v tabulce III uvadi stupné premény (2mol produktu/mol resveratrolu®*100). Jak je
v tabulce III uvedeno, dusi¢nan thallity pfeménuje resveratrol v methanolu na e-viniferin v
relativné velkém vytézku. Pti zvySovani teploty vSak podil e-viniferinu klesa a pii 0 °C je
resveratrol pfeménovan na komplexni smés. DalSim zjiSténim této prace bylo, ze FeCls
v acetonu a MnO; v dichlormethanu pfeménily resveratrol na E-6-viniferin. Pallidol vznikal
v piitomnosti K3[Fe(CN)s] v methanolu po kratkou dobu jako tieti nejzastoupengjsi dimer V.
v tabulce IV v methanolu pfi 50 °C po dobu 1 h. Tyto ¢inidla vice ¢i méné preméiuji

resveratrol na E-8-viniferin (7,

Tabulka IV: Oxidativni dimerizace resveratrolu.

— vytEzek (%
Cinidlo nezménény reZ\t/eratr(fl )E-S-Viniferin
CH;COOAg ~1 27
Ag,0 8 76
Ag.COs 37 26
AgNO; 95 4
(CH5COO);Mn 19 >3
CH>COOCu 57 24
(CH3CO0),Cu 62 22

Z téchto vysledka vyplyva (tab. IV), ze nejefektivnéjSim zplisobem jak bez pouziti enzymu

pripravit E-d-viniferin je pti pouziti CH;COOAg.

2.3.4 Reakéni kaskady

Z pocatku se ptistupovalo k syntéze dimert resveratrolu pomoci strategie jez byla odvozena
od jejich predpokladané biogeneze. Coz nebylo nic jiného nez tvorba radikali nebo
karbokationtti, vzniklych z E-resveratrolu jeho vystavenim riznym chemikaliim ¢i enzymam.
V roce 2007 Snyder a kol. ® vydal &lanek, v némz uvadi chemoselektivni p¥istup k syntéze
nekolika ptirodnich polyfenolickych produktli, jez jsou povazovény za produkty vzniklé
dimerizaci resveratrolu. Snyder pouzil snadno dostupny stavebni blok, skladajici se ze tii
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aromatickych kruhi, ktery byl podroben reak¢ni kaskade, vyustujici v pét prirodnich produkt
na bazi resveratrolu: ampelopsin D, isoampelopsin D, ampelopsin F, quadrangularin A a
pallidol. Mezi dal$i produkty patfily paucifloral F, isopaucifloral F a diptoindonesin A, které
v§ak neobsahuji 4 ale pouze 3 aromatické kruhy %),

Snyderovu strategii syntézy dimerti resveratrolu rozsifila Jeffrey a kol. ©%. Ta se snazila
zkoumat vSestrannost reakéni kaskddy mezi derivatem bromstilbenu a derivatem tolanu
katalyzované pomoci palladia. Takovéa kaskada poskytne meziprodukt (obr. 5), obsahujici
veskeré znaky odpovidajici n¢kolika dimert resveratrolu. Z tohoto meziproduktu selektivni
redukci exocyklické dvojné vazby lze ziskat prekurzor quadrangularinu A i

parthenocissinu A. Meziprodukt je taktéz mozné preménit na prekurzor pallidolu pomoci

FeCls. 6 HO v CH,Cls.

CH, CH
(0] (0) o~ 3
O CH, O
o+ =
O Br.
H,C O
3MN o ?
o} CH
HyC” ’
derivat tolanu  derivat bromstilbenu meziprodukt

Obrazek 5: Vznik meziproduktu reakéni kaskady.

2.3.5 Fototransformace

E-resveratrol je mozné pfeménit na dimery, trimery a tetramery fototransformaci.
Vznikajici produkty vlastni fototransformace jsou pak zavislé na podminkach, v nichz reakce
probiha. Fototransformace (po dobu 7,5 h v prostiedi 40 % methanolu), pouzitim vysokotlaké
vybojky v pfitomnosti vzduchu jako oxida¢ni atmosféry, poskytuje vEtsi rozmanitost produktti
nez je tomu pfi pouZiti nizkotlaké monochromatické vybojky v ptitomnosti argonu jako inertni
atmosféry. Mezi izolovanymi latkami produkta fototransformace v prostiedi inertni atmosféry
byly nalezeny 3 majoritni slouceniny (Z-resveratrol, nezménény E-resveratrol,
3,5,7-trihydroxyfenantren). V pfitomnosti oxida¢ni atmosféry vzduchy byly nalezeny dimery,
trimery 1 tetramery E-resveratrolu. Dimery urcila autorka jako n€které z moznych izomert
E-o-viniferinu a Z-w-viniferinu. Produkty byly identifikovany prostfednictvim MS a

NMR ©9),
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3 Experimentalni ¢ast
3.1 Material a metody

3.1.1 Chemikalie

Pro extrakci resveratrolu a jeho dimerti byl pouzit ethylacetat od firmy Fluka, methanol od
firmy Merck a destilovana voda. Mobilni fazi HPLC tvoftily acetonitril (LiCrosolv; Merck) a
kyselina orthofosforecna (Fluka). Mobilni fazi LC-MS tvofily acetonitril (Fischer-Scientific)
a kyselina mravenci (Sigma-Aldrich). Pro kalibraci byl pouzit standard E-resveratrolu (Sigma-

Aldrich). Pfi dimerizaci E-resveratrolu byl pouzit hexahydrat chloridu Zelezitého (Merck).

3.1.2 Rostlinny material
Pro stanoveni obsahu resveratrolu a jeho dimert bylo pouzito révi V. vinifera dvou odrad
a to Veltlinského zeleného a Frankovky. Révi Veltlinského zelené¢ho a Frankovky bylo sbirano

a lyofilizovano v roce 2011 z vinice pobliz Lednice. Rostlinny material byl skladovan pfti

- 18 °C.

3.1.3 Pristroje

Krom¢ zédkladniho laboratorniho vybaveni byly v této praci pouzity nasledujici pfistroje:
ultrazvukova lazen (UCC4 Powersonic), centrifuga (Hettich, universal 32R), nozovy mlynek
(VIPO), vakuové odparka (Laborota 4000, Heidolph Instruments).

Extrakce ve fluidnim lozi byly provedeny extrakénim pfistrojem IKA®RET Control-Visc
Safety Control za pomoci Labworldsoft softwaru.

Pii kapalinové chromatografii bylo pouzito ¢erpadlo HPLC Hewlett Packard Ti-series
1050, kolona s reverzni fazi: Phenomenex Luna C18(2) o délce 150 mm, Sifce 2 mm a
prumérem castic 3 pm. Objem smycky byl 5 pl. Pratok mobilni faze byl 0,25 ml/min.
Analyza byla provadéna v gradientu acetonitril-kys. orthofosfore¢na-voda. Casova zména

gradientu je uvedena v tabulce V.

Tabulka V: Slozeni mobilni faze pro HPLC.

¢as [min] mnozstvi A [%] mnozstvi B [%] A: 5 % acetonitril +

0 80 20 0,1 % kyselina orthofosfore¢na
20 20 80 B: 80 % acetonitril +
25 0 100 0,1 % kyselina orthofosforecna
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K detekci a kvantifikaci byl pouzit detektor DAD (Agilent, G1315B, spektra byla
zaznamenavana v rozsahu 190 — 600 nm). Detekce a kvantifikace probihala pti 220 a 315 nm.
Vyhodnoceni pouze pfi 315 nm. Druhy detektor FLD (Agilent, G1321A, spektra byla
zaznamenavana fluorescenci v rozsahu 340 — 600 nm). Fluorescencni detekce (Ex 315 nm,
Em 395 nm) slouzila jako kontrola. Vyhodnoceni naméfenych dat bylo zpracovano
programem ChemStation for LC 3D ve verzi A:10.02 [1757].

Pro tcely adsorp¢ni chromatografie byly pouzity kolonky SPE zalozené na extrakci tuhou
fazi (SPE - Solid Phase Extraction): SPE LiChrolut EN (naplii 200 mg, velikost ¢astic neni
uvedena, Merck) a SPE LiChrolut PR-18 (népli 200 mg, velikost ¢astic 40 — 63 um, Merck).

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

tvoreny smési voda-acetonitril-kyselina mravenéi V. Profil gradientu je uveden v tabulce V1.

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

Cas [min] mnozstvi A [%] mnozstvi B [%]

0 100 0 A: 5 % acetonitril +

1 100 0 0,1 % kyselina mravenci
14 50 50 B: 80 % acetonitril +
15 0 100 0,1 % kyselina mravenci

Nasttikovy objem byl 10 ul a pritok 0,4 ml/min. Pii ionizaci pomoci APCI zdroje byla teplota
kapilary 275 °C, teplota odpafovani 400 °C, pritok ochranného plynu dusiku 58 I/min a
pomocného 10 1/min, napéti zdroje 6 kV, zdrojovy proud 5 pA a kapilarni napéti 10 V ©,

3.1.4 Metody extrakce dimeri

Na laboratornich vahach byl piesné navazen mlety lyofilizovany material révi Veltlinského
zeleného (tab. VII) do kazdé z deviti zkumavek. V dal§im kroku se do kazdé zkumavky ptidaly

3 ml rozpoustédla. Nasledovala extrakce za podminek uvedenych v tabulce VII.
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Tabulka VII: Podminky extrakce.

vzorek ex . celkovd  |navédzka| vysledny
Sislo rozpoustédlo podminky extrakce doba extrakce| [¢] obj}'lem [nill]
1 methanol pii laboratorni teplote 45 min 0,253 5
2 methanol pii 50°C 45 min 0,252 5
10 min ultrazvuk pfi
3 methanol laboratorni teploté, 45 min 0,250 5
35 min pii laboratorni teploté
4 methanol pfi laboratorni teploté 24 h 0,250 5
destilovana zalito vrouci vodou, .
> voda 45 min pti 50°C 45 min 0,250 >
6 ethylacetat pfi laboratorni teploté 45 min 0,252 4
7 ethylacetat pii 50°C 45 min 0,250 4
10 min ultrazvuk pfi
8 ethylacetat laboratorni teplotg, 45 min 0,252 4
35 min pfi laboratorni teploté
9 ethylacetat pii laboratorni teplote 24 h 0,251 4
10 methanol | FexIKA (viz kapitola 3.1.4.1) 40 min 4,995 90
11 ethylacetat | FexIKA (viz kapitola 3.1.4.1) 40 min 3,964 4

Zkumavky byly v pribéhu extrakce uchovavany ve tmé a prubézné prottepavany. Po ukonceni
extrakéniho procesu byly zkumavky centrifugovany pii 20 °C a 3000 ot/min po dobu 10 min.
Pak byly supernatanty odebrany do pfipravenych vialek. Usazeny rostlinny material byl
nasledn¢ dvakrat promyvan 1 ml daného extrakéniho c¢inidla. Nasledovala opétovna
centrifugace pii stejnych podminkach, po niz byl supernatant z promyvani ptidan
k supernatantu prvniho extrakéniho kroku. Methanolické extrakty byly doplnény na objem
5 ml. Z ethylacetatovych extrakti byl odpafen ethylacetit v proudu dusiku pii 40 °C a
nasledn¢ byl vzorek rozpustén ve 4 ml methanolu. Vodny extrakt byl piefiltrovan pies

sklenény filtr a vysledny objem doplnén na 5 ml. Ziskané eluaty byly uchovavany v mrazéaku.

3.1.4.1 Extrakce pomoci FexIKA

Princip FexIKA je zalozen na kapalné extrakci neboli FBE (fluidized bed extraction).
Zakladni princip extrakce je zndzornén na obrazku 6, kde je cely postup rozdélen do 4 krokti.
Pii vlastni extrakci je magnetickou michatkou michané rozpoustédlo ve spodni bance
zahtivano na nami zadanou teplotu a vypatovano (krok 1). Pary rozpoustédla prochéazeji skrz
filtr a vzorek az na chladi¢, kde kondenzuji a skapavaji na vzorek (krok 2). Kondenzat se
postupné shromazd’uje v extrakéni bamice, zatimco ve spodni bafice ubyva rozpoustédlo.
Jakmile uplyne pfislusny ¢as, automaticky se piepne zahiivani na chlazeni (krok 3). Klesajici
teplota ve spodni baiice vyvola vznik podtlaku. Vznikly podtlak zptsobi, Ze rozpoustédlo s
extrahovanymi latkami protece filtrem zpét do spodni banky (krok 4). Po chlazeni miiZze opét

zacit dalsi cyklus. Teplotu, pocet a délku cykli nastavuje uzivatel.
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Obrazek 6: Schéma jednoho cyklu extrakce ve fluidnim lozi.

Postup pii extrahovani pomoci FexIKA byl nasledujici. Byl navazen mlety lyofilizovany
material révi Veltlinského zeleného (vzorek 10 a 11) podle tabulky VII. 100 ml rozpoustédla
bylo nalito do spodni baniky a dle uvedené¢ho schématu (obr. 6) byla provadéna extrakce
s parametry: teplota loze 100 °C, 3 cykly, celkova doba 40 min. Po ukonceni vSech cykli byl
ethylacetat odpafen na vakuové odparce a extrahované latky byly rozpustény v 4 ml

methanolu. Ziskané eludty byly uchovavany v mrazaku.

3.1.5 Adsorp¢ni chromatografie

Pro procisténi a zakoncentrovani vzorku byly otestovany kolonky SPE LiChrolut EN a
SPE LiChrolut PR-18. Pro tyto testy byly pouzity extrakty vzorkl 2, 5 a 7 (tab. VII). Tti SPE
LiChrolut EN a tfi SPE LiChrolut PR-18 byly aktivovany 2x 0,5 ml methanolu a néasledné
promyvany 0,5 ml a 300 ml destilované vody. Ze vzorku 2 byl odebran objem 1,5 ml do dvou
kadinek, zfedén destilovanou vodou na celkovy objem 75 ml, tak aby mnozstvi methanolu
v roztoku bylo 2 %. Prvni zfedény extrakt byl pouzit na kolonku SPE LiChrolut EN a druhy
na SPE LiChrolut PR-18. Stejnym zpiisobem bylo postupovano u vzorki ¢islo 5 a 7. Néasledné
byly SPE kolonky vysuSeny a sorbované latky byly z nich vymyty 3x 0,5 ml methanolu.
Objem promytého methanolu byl nasledné doplnén na 1,5 ml. Ziskané eluaty byly uchovavany

v mrazaku.
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3.1.6 Dimerizace resveratrolu chloridem Zelezitym

Roztok resveratrolu byl smichan s roztokem chloridu Zelezitého na celkovy objem 1 ml

podle tabulky VIII, promichén a nechal se reagovat po dobu 24 h pfi laboratorni teplot¢.

Tabulka VIII: Dimerizace resveratrolu.

vzorek objem resveratrolu | methanol objem FeCl3 voda prostiedi
(c=20mg/ml) [ul] [ul] (c=49,56 mg/ml) [pul] | [pl]
1 5 495 2 498 tma
2 5 495 2 498 | svétlo
3 5 495 4 496 tma
4 5 495 4 496 | svétlo
5 5 495 1 499 tma
6 5 495 1 499 | svétlo

Po ukonceni reakce byl roztok, v némz probihala reakce, kvantitativné pfeveden do kadinky,

zfedén na objem 25 ml tak, aby mnoZstvi methanolu v roztoku bylo 2 %. Takto zfedény roztok

byl procistén a zkoncentrovan na piipravenych kolonkéch. Aby bylo mozné stanovit produkty

reakce pomoci HPLC, bylo nezbytné reakéni médium procistit od Zeleza. Byly pouzity pouze

kolony SPE LiChrolut PR-18, protoze byly vyhodnéjsi. Jejich aktivace probihala stejné, jako

bylo uvedeno vyse v kapitole 3.1.5. Po adsorpci pozadovanych latek na povrch néplné kolony

nasledovala jejich eluce promyvanim kolonky 3x 0,5 ml methanolu. Objem promytého

methanolu byl nasledn¢ doplnén na 1,5 ml. Ziskané eluaty byly uchovavany v mrazaku.
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4 Vysledky

4.1 Kalibrace

Na obrazku 7 je uvedena kalibracni pfimka ziskand proméfenim roztokl standardu

E-resveratrolu. Tato kalibrace byla pouzita ke stanoveni obsahu E-resveratrolu a obsahu

E-g-viniferinu jako ekvivalentu E-resveratrolu.

12000 -

10000 - R2=0,9994

8000 -

6000 -

plocha

4000 -

2000 -

y =224,35x - 18,308

0 10 20 30 40

koncentrace [pg/ml]

Obrazek 7: Kalibrace.

4.2 Namérena data

4.2.1 HPLC metoda

Obrazek 8 ukazuje reprezentativni chromatogram z HPLC.

mAU DADI B, Sig=315,4 Ref=450,40 (VV000649.D)

1200+ E-resveratrol 10.523

1000- E-g-viniferin
8001
600

400+

”Z i

50

OH 51‘0 15 20
reten¢ni Cas [min]

Obrazek 8: HPLC chromatogram vzorku 7 (viz tab. VII).
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Slouceniny, jez jsou eluovany v retencnich ¢asech 10,523 a 13,513 min, byly urceny jako
E-resveratrol a FE-e-viniferin. Absorp¢ni spektra téchto dvou sloucenin jsou uvedena

v obrazku 9.

mAU 7*[)ADL 10.523 (496 mAU,Apx) Ref=10.277 & 10.831 of VV000649.D mAU *DADI, 13.513 (113 mAU,Apx) Ref=13.317 & 13.651 of VV000649.D
100 o

4001 E-resveratrol 20 E-g-viniferin
3001 60

2001 40

100 1 201

250 350 450 550 250 350 450 550
vilnova délka [nm] vilnova délka [nm]

Obrazek 9: Absorp¢ni spektra E-resveratrolu a E-g-viniferinu.

E-Resveratrol vykazuje typické maximum v oblasti 310 — 320 nm (obr. 9). Druhé

maximum charakteristické pro E-ge-viniferin je 323 nm.

4.2.2 LC-MS metoda
Obrazek 10 uvadi zaznam z LC-MS.

RT: 0.00 - 15.03

— . 9.21

4 NL:

1500 {65e

- —|  Spectrum
< 1000- sty

~ 3155 PDA06 11.64

500 1204 o

o3 L “ .
= 1005y
= T 5.65E5
§ 80—  TICF:ITMS +
< - ¢ APCI corona
T 60| Fullms 11.68
2 40 5000.00] Ms
< 06 12.10
Z 20— 13.87
< -
TJ O “““““““\““““““““\““““““““\““““““““\““““““““\““\““““\““\““\““““\“‘}‘\\““\““
A 0 2 4 6 8 10 12 14

retencni Cas (min)

Obrazek 10: Zaznam z LC-MS vzorku 7 (viz tab. VII).

Na obrazku 10 je zdznam LC-MS nahofe DAD (315 nm) a dolni je zaznam celkového
iontového proudu (TIC, ,.fullscan®). Vrcholy s vyznacenymi retencnimi casy odpovidaji
sloucenindm na bazi resveratrolu. Vrchol slouceniny s retenénim ¢asem 9,21 min v DAD

odpovidd E-resveratrolu. Vrchol slouceniny s retenénim casem 12,10 min v TIC udaval
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v pozitivnim méddu APCI hodnotu m/z 681 ([M+H]") a s reten¢nim ¢asem 13,87 min v TIC
udaval v pozitivnim modu APCI hodnotu m/z 907 ((M+H]"). Jedna se pravdépodobné o trimer
a tetramer E-resveratrolu. Hmotnostni spektrum vrcholu slou€eniny s retenénim casem

11,68 min v TIC odpovida E-e-viniferinu a je znazornéno na obrazku 11.

06 #651 RT: 11.68 AV:1 NL: 2.17E5
F: ITMS + ¢ APCI corona Full ms [300.00-2000.00]

s 455.1
200000
160000
< E
2 120000
5 E
g 3
80000
E 456.0
40000~
oo P 5349 8129 907.0 1720.1 1812.1
L A I A L I R R R AR R R ARAN AR T T T T ™
400 600 800 1000 1200 1400 1600 1800 2000
VA

Obrazek 11: Hmotnostni spektrum vrcholu s retenénim ¢asem 11,68 min v TIC.

Nejvyznamnéjsi vrchol ,,base peak® v tomto spektru je molekularni pik s hodnotou m/z 455
([M+H]") a je typicky pro dimery, zejména viniferiny. Obrazek 11 ukazuje i nejvyznamné&jsi

fragment s hodnotou m/z 349 ([M+H]").

4.2.3 Porovnani extrakénich metod

Nasledujici obrazky ukazuji porovnani extrakéni u¢innosti pro E-resveratrol (obr. 12) a

E-g-viniferin (obr. 13). Cisla (1-11), uvedena u podminek extrakce, odkazuji na ¢isla vzorkd s

bliz8§imi informacemi popsanymi v tabulce VII.
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Obrazek 12: Mnozstvi E-resveratrolu ziskaného vybranymi metodami.
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Obrazek 13: Mnozstvi E-g-viniferinu ziskaného vybranymi metodami.
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Na obrazku 12 a 13 vidime, Ze nejefektivnéjsi metodou pro extrakci E-e-viniferinu je
extrakce ve fluidnim lozi. Statistické porovnani u¢innosti mezi vzorky 10 a 4,4 a2, 3 a 4
prokézalo, Ze rozdily jsou statisticky vyznamné a nejsou rovnocenné, a to jak u E-resveratrolu

(obr. 12), tak E-g-viniferinu (obr. 13).

Obrazek 14 a 15 znazornuje efektivnost CiSténi otestovanych kolonek SPE LiChrolut

RP-18 a SPE LiChrolut SPE EN.

100 -

E-resveratrol E-g-viniferin

B methanolicky extrakt ethylacetatovy extrakt vodny extrakt

Obrazek 14: Vytéznost z SPE LiChrolut RP-18.

100 -
250
0 - :
E-resveratrol E-g-viniferin
® methanolicky extrakt ethylacetatovy extrakt vodny extrakt

Obrazek 15: Vytéznost z SPE LiChrolut EN.

Vysledky ukazuji (obr. 14 a 15), ze kolonky LiChrolut RP-18 dokaZzi zachytit prakticky
veskery E-resveratrol a E-e-viniferin a Ze kolonky LiChrolut EN nejsou tak efektivni pro

E-resveratrol, ani pro E-g-viniferin.
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Obrazek 16 uvadi porovnani mnozstvi E-resveratrolu a E-e-viniferinu mezi kultivary
V. vinifera Veltlinského zeleného (¢ast A) a Frankovky (¢ast B). V obrazku 16 je téz uvedeno
mnozstvi téchto latek ziskanych dodatecnou extrakci, jez odpovida mnozstvi E-resveratrolu a
E-g-viniferinu zbylého v rostlinném materialu po 1. extrakci a nasledném promyti. Extrakéni

proces (promyvani sedimentu a dodate¢ného promyvani) byl stejny jako u vzorku 9 (tab. VII).

A Veltlinské zelené B Frankovka

600

450
)
E)
£.300 -

150 -

I
- . -
O B T T =
E-resveratrol E-g-viniferin E-resveratrol E-g-viniferin
E promyvani sedimentu " dodatecné extrahovani B promyvani sedimentu # dodate¢né extrahovani

Obrazek 16: Porovnani obsahu resveratrolu v révi Veltlinského zelené¢ho a Frankovky.

Z vysledku (obr. 16) vyplyva, ze révi kultivaru Veltlinské zelené (bila odrtida) je vhodnéjsi

zdroj stilbent (E-resveratrolu a E-g-viniferinu) nez révi kultivaru Frankovka (modré odrada).
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4.2.4 Dimerizace

V obrazku 17 je uvedena dimerizace resveratrolu chloridem Zelezitym v riznych pomérech.
Déle je zde uvedeno procentudlni zastoupeni nezreagovaného E-resveratrolu, E-resveratrolu
preménéného na komplexni smés produkti (E-resveratrol zreagovany) a vzniklého

E-e-viniferinu.

E-resveratrol : FeCl, E-resveratrol : FeCl, E-resveratrol : FeCl,
2:1 (tma) 1:1 (tma) 1:2 (tma)

pa-

3

56,0
85,6 ’
0,1 0,2
E-resveratrol : FeCl, E-resveratrol : FeCl, E-resveratrol : FeCl,
2:1 (svétlo) 1:1 (svétlo) 1:2 (svétlo)
58,1

70,9 81.8 '
0,1

B E-resveratrol nezreagovany B E-e-viniferin [0 E-resveratrol zreagovany

0,1

Obrazek 17: Dimerizace E-resveratrolu chloridem zelezitym.

Jak je patrné z obrazku 17, pfiprava E-g-viniferinu dimerizaci E-resveratrolu za pomoci
chloridu Zelezit¢ého neni efektivni. Vznikajici mnoZzstvi E-ge-viniferinu je mozné zvysit
zvySenim zastoupeni chloridu zelezit¢ého v poméru k E-resveratrolu. VéEtsi zastoupenim
chloridu zelezitého v reakénim médiu zpiisobi 1 vyraznéjsi pfeménu E-resveratrolu na dalsi

produkty.



5 Diskuze vysledki

E-resveratrol v révi byl urcen na zéklad¢ porovnani naméfenych dat v kapitolach 4.2.1 a
4.2.2 se standardem (Sigma-Aldrich). E-e-viniferin byl ur€en porovnanim naméfenych dat
s literaturou. V ptipadé hmotnostnich spekter udava literatura @> 4% 6265 y [M-H]
fragmentacni vzor FE-e-viniferinu: 453, 435, 359, 347, 333, 265, 253 (tuné zvyraznéné
fragmenty jsou shodné s naméfenymi daty). Nejvyznaméj$i vrchol na obrdzku 11,
odpovidajici 455 m/z, je, podle této literatury, typicky pro dimery a to konkrétné
parthenocissin A, quadrangularin A, &-, 6- a w-viniferin (viniferiny v obou izomernich
formach). Jako urcujici je v tomto ptipadé fragment 349 m/z v [M+H]". Tento fragment je
nejvyznamnéjsi pro E-e-viniferin na rozdil tteba od E-6-viniferinu, ktery ma nejvyznamng;jsi
fragment 369 [M+H]". Dal$im faktorem ur¢ujici tento dimer jako E-g-viniferin je skute¢nost,
ze E-g-viniferin je druhy nejzastoupenéjsi stilben v révi, dokonce v mnohych kultivarech
prevysuje samotny resveratrol. Neopomenutelnou skutecnosti je téz, ze v révi se nevyskytuje
Z-resveratrol. Z tohoto hlediska nelze predpokladat, ze by se vyskytovaly dimery obsahujici
ve své struktufe cis konformaci ve vyznamném zastoupeni !> 6% 69,

Pfesnou strukturu trimeru a tetrameru E-resveratrolu se nepodatilo urcit. Trimer by mohl
byt napt. ampelopsin C ¢i E-trans-miyabenol C a tetramer napt. hopeaphenol, isohopeaphenol,
vitisin A nebo E-vitisin B. VSechny tyto zminéné trimery a tetramery byly nalezeny
v V. vinifera >7 a lze se proto domnivat, ze néktery z nich by mohl byt neidentifikovanou

slouc¢eninou.

Révi je bohaté na resveratrol a jeho derivaty. Tyto slouceniny maji vyznamné biologické
ucinky na zdravi. Presto je vSak kazdoro¢n¢ z vinice odstraiiovano profezavanim a je bud'to
na vinici ponechano, spaleno, nebo zkompostovano. Nicméné tento nevyuzity odpadni
material je potencionalnim zdrojem cennych slouc¢enin (23-27-3248:66) Vhodnost révi jako zdroje
resveratrolu a jeho oligomert stilbenti je podtrzena skutecnosti, ze révi miize obsahovat az
nékolikanasobné mnozstvi resveratrolu neZ bobule &i listy 332, V této praci byly zkoumény
metody vyuziti tohoto odpadniho materidlu coby zdroje stilbenli zejména E-g-viniferinu.
Rizné metody extrakce vychazely z rozpoustédel: methanol, ethylacetat a voda. Voda,
nejpolarnéjsi ze zkoumanych rozpoustédel, se projevila jako nejméné vhodna pro extrakci.
Methanol se vykazuje svou schopnosti nejlépe extrahovat stilbeny (E-resveratrol a
E-e-viniferin) mezi uvedenymi rozpoustédly. Jeho nevyhoda spociva ve skutecnosti, ze spolu
s chténymi stilbeny vyextrahuje i dal$i polarni latky. Ethylacetat nedokaze extrahovat velké
mnozstvi E-resveratrolu, zato dokdze extrahovat vyznamné mnozstvi E-g-viniferinu. Mezi

klady ethylacetatu lze uvést napi. jeho fyzikélni vlastnost nerozpoustét velké mnozstvi

25



polarnich latek a snadnou odstranitelnost odpatfenim spolu s moznosti rozpustit ziskany
E-¢-viniferin v dal§im rozpoustédle. Pro extrakci E-g-viniferinu (dimert resveratrolu) ukéazaly
vysledky jako nejucinngjsi extrakci za pomoci FexIKA, kterd je popsana u vzorkl 10 a 11
(tab. VII). Druhou nejucinngj$i metodou byla extrakce po dobu 24 h pfi laboratorni teploté a
tieti extrakce ve vodni lazni pii 50 °C po dobu 45 min. Uginnost zbylych 2 metod se lisila
mezi E-resveratrolem a E-g-viniferinem. Rozdily vyextrahovaného mnozstvi E-resveratrolu a
E-g-viniferinu pomoci ultrazvuku by mohly byt zpisobeny rozdily mezi polaritou analytu a
polaritou rozpoustédel. Tento pifedpoklad by mohl podporovat fakt, Ze mnozstvi
vyextrahovaného E-g-viniferinu ve vzorku 8 (10 min ultrazvuk, 35 min pfi laboratorni teplot¢)
je vetsi nez ve vzorku 6 (45 min pii laboratorni teplote). Pro vybér nejvhodnéjSich podminek
je nutné soustfedit se na co nejvetsi Cistotu, vyextrahované mnozstvi a nenaroc¢nost vlastni
extrakce. Cistoty Ize dosahnout pouzitim ethylacetatu. S ohledem na vyextrahované mnozstvi
predstavuji extrakce ve fluidnim lozi a extrakce po dobu 24 h dvé metody mozného
praktického vyuziti. Pouziti extrakce ve fluidnim lozi v primyslu se zda byt zbyte¢né
vzhledem k porovnani ziskaného mnozstvi E-e-viniferinu extrakce pomoci FexIKA (viz
kapitola 3.1.4.1) s extrakci po dobu 24 h pfi laboratorni teploté (obr. 13). Nejvétsi prednosti
extrakce po dobu 24 h oproti extrakci pomoci FexIKA je to, Ze neni potieba dalsi specialni
vybaveni k vyextrahovani ptiblizn¢ stejného mnozstvi E-g-viniferinu, je tteba jen prodlouzit
extrak¢ni Cas na 24 h. Z vySe uvedenych divodi byla, jako nejvhodnéj$i metoda, zvolena
metoda pouzita u vzorku 9 (extrakce ethylacetatem po dobu 24 h).

Obdobnou studii vyuziti révi jako zdroj stilbenti (E-resveratrolu a E-g-viniferinu) provedli
Karacabey a Mazza ©®. Ti hledali optimalizaci extrakce stilbent z révi pomoci proménné
koncentrace ethanolu a teploty. Zavérem urc€ili 68 % vodny roztok ethanolu jako nejvhodné;si
rozpoustédlo E-g-viniferinu a Ze narlstajici teplota téméf linearné zvySuje extrahované
mnoZstvi.

Dal$im podstatnym zjisténim bylo, ze skladovani pii pokojové teplot€¢ méa na révi
vyznamny vliv. Mnozstvi v révi pfitomnych stilben totiz roste, az dosdhne maxima
(cca. 150 dni skladovani). Nejznateln&jsi nartist byl zaznamenan u kultivaru Pinot Noir, kde
se mnoZzstvi ptitomnych stilbenti zvétsilo pétinasobné. Nejmarkantnéj$i zmény mnozstvi byly
detekovany u E-resveratrolu, kdezto zastoupeni E-g-viniferinu se vyrazn¢ nemeénilo. Takovyto
efekt nenastal v mrazeném, lyofilizovaném ¢&i mletém materialu 2,

Pro procisténi a zkoncentrovani by mohl nalézt wuplatnéni sorbent uzity
v SPE LiChrolut RP-18, jez ma schopnost vézat prakticky vSechen E-resveratrol a

E-g-viniferin, kdezto SPE LiChrolut EN jen cca polovinu.
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Vyuziti vSech téchto poznatkl by se dalo uplatnit k primyslové produkci stilbenti a to i
ptfesto, ze byl zjiStén obsah E-resveratrolu i E-e-viniferinu v révi révy vinné (kultivaru
Cabernet Sauvignon) v nejmensim mnozstvi vzhledem k dal$im rostlinam z rodu Vitis. Témet
dvojnasobné mnozstvi E-e-viniferinu obsahuji Vitis amurensis, Vitis labrusca a
Vitis riparia ?Y. Potencidl révi révy vinné, coby zdroj stilbent, je viak nezmérny. Resveratrol
a jeho oligomery stilbeny se vyuZzivaji pro své pozitivni ucinky na zdravi jiz n¢jakou dobu.
Napiiklad v Ceské republice jsou k dostani piipravky Evelor Resveratrol a A1 Resveratrol 800
RX obsahujici E-resveratrol. Ze zahrani¢nich lze uvést napiiklad: NeoCell Resveratrol
Antioxidant, Nature's Way Resveratrol Synergistic Formula Vegetarian Vcaps a mnoho
dalsich ©®?. Cela fada takovychto piipravkll na bazi resveratrolu je deklarovana jako
potravinové dopliikky. Davky resveratrolu v ptipravcich jsou vétSinou 250 — 500 mg. Jejich
Cisté pozitivni vliv na lidské zdravi je vSak diskutabilni vzhledem k tomu, Ze nebylo provedeno
mnoho studii sledujicich vliv resveratrolu na lidské zdravi v dlouhodobém méftitku. Doposud
v provedenych studiich nebyly zjistény zadné vazné vedlejsi ucinky, 1 kdyz je resveratrol bran
ve velkych davkéach. Avsak resveratrolové dopliiky mohou interagovat spolu s nékterymi
1éCivy a vyvolat tak nezadouci efekt (napf. s aspirinem pii dlouhodobém uzivani mutize
zapficinit krvaceni v zaludku) 7.

Tisice kultivari révy vinné jsou péstovany na vinicich po celém svété za jedinym tGcelem
a to k produkci vina. Dle odhadii v roce 2008 mohly extrahované stilbeny z révi na
celosvétovych vinicich dosdhnout ekonomické hodnoty vétsi nez $30 miliard. Tento odhad je
zaloZen na predpokladaném obsahu stilbent 2 — 5 g/kg sus. v révi a na tehdejsi cené, coz délalo
$2000 az $3000 na hektar ?”). Nové&jsi odhady jsou mensi $300 - $970 za kg resveratrolu podle

ptivodu a gistoty ).

Mnozstvi E-resveratrolu v Cervenych vinech je obvykle vétsi nez je tomu ve vinech
bilych @). Z toho by se mohlo piedpokladat, e bude i mnoZstvi stilbendi v révi modrych odriid
révy vinné vyssi nezli tomu je u odrad bilych. Frankovka, jako modré odriida, by tedy m¢la
obsahovat vyssi zastoupenti stilbenti nez je tomu u odridy Veltlinské zelené (obr. 16). Tento
fakt je ale v rozporu s naméfenymi daty a nékterymi studiemi ©> %9, kde ne u vsech bilych

odrid je obsah stilbenll v révi mensi nez je tomu u odriid modrych. Bohatost ¢ervenych vici

wrwe

Napfi¢ pracemi zaméfenymi na obsah stilbenti v révi V. vinifera vynikal kultivar Pinot Noir
svou bohatosti na stilbeny (zejména na E-ge-viniferin). Nejvyssi mnozstvi E-resveratrolu bylo
v jednotlivych pracich stanoveno u kultivarG: Pinot Noir z francouzské oblasti Villenave-

d'Ornon (1526 mg/kg sus.) 9, Pinot Noir z Britské Kolumbie (3450 mg/kg sus.) @7, Hasaine
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sladki z Estonska (3200 mg/kg sus.) ©¥, Pinot Noir z Cinské oblasti Yanling (1751,6 mg/kg
&.h.) "V, Pinot Noir z kanadského Pentictonu (4250 mg/kg sus.) ©®, Gewiirztraminer z Chile
(4628 mg/kg sus.) ?¥, Mandilaria z feckého ostrova Santorini (266 mg/kg sus.) 2.
A s E-resveratrolem byl stanoven rovnéz jeho dimer E-g-viniferin. Tento dimer nebyl stanovan
ve vSech pracich. Nejvyssi mnozstvi E-g-viniferinu bylo zaznamenano v révi kultivarii: Pinot
Noir z francouzské oblasti Villenave-d'Ornon (3737 mg/kg sus.) ©®, Pinot Noir z Britské
Kolumbie (1300 mg/kg sus.) @7, Hasaine sladki z Estonska (1700 mg/kg sus.) ¢, Pinot Noir
z kanadského Pentictonu (2030 mg/kg sus.) ®®, Gewiirztraminer z Chile (744 mg/kg sus.) ?%,
Athiri z feckého ostrova Santorini (499 mg/kg sus.) 7).

Kultivar Veltlinské zelené piivodem z jizni Moravy ma, ve srovnani s vySe uvedenymi
kultivary, az 2x vyssi obsah E-resveratrolu (6760 — 8949 mg/kg sus., methanolické extrakty,
obr. 12) nez je tomu tfeba u zminéného nejbohatSiho kultivaru na stilbeny Pinot Noir.
Na druhou stranu mnozstvi E-g-viniferinu (415 — 674 mg/kg sus., methanolické extrakty,
obr. 13) v ném obsaZené je témet 3x nizsi. Pro srovnani byly zvoleny methanolické extrakty,
které se pro porovnani obsahu jevi vhodné&jsi, jelikoz ve vysSe uvedenych pracich pouzivaly ke
stanoveni obsahu stilbenti methanol nebo ethanol. Jiné v Cechach péstované kultivary obsahuji
2,6 — 37,1 mg/kg &.h. E-resveratrolu ®¥. Pro porovnani v§ak nejsou idedlni, nebot byl pouzit
Cerstvy rostlinny material.

Vyse uvedené hodnoty mnozstvi E-e-viniferinu a E-resveratrolu v révi vykazuji vyznamné
rozdily 1 u stejnych kultivarG. Rozdily Ize interpretovat tak, Ze réva vinna bude tvofit tyto
fytoalexiny podle geografické polohy (klimatu, intenzité slune¢niho zafeni atd.), vinaiské
technologie, nebo stres ptsobicich faktori béhem ristu. Naptiklad péstovani ve skleniku nebo

na vinici ma vliv na tvorbu E-resveratrolu a E-piceidu stejné tak jako zptisob zavlazovani 7%,

Dimerizace E-resveratrolu chloridem Zelezitym byla provedena s cilem pfipravit
E-e-viniferin. Tato reakce v methanolu ptfi pokojové teploté¢ poskytuje komplexni smés
produktl na bazi resveratrolu a jen nepatrné zastoupeni E-g-viniferinu (obr. 17) bez ohledu na
prostfedi. K obdobnému zavéru dospéla i Moravcova 9. Naopak Wang a kol. ©® uvedl, ze
za téchto podminek dospéli k ziskani E-g-viniferinu, z néhoz déle syntetizovali amurensin H.
Modifikaci Wangovy metody provedl Shingai a kol. 7. Ten k resveratrolu (100 mg)
v ethanolu (10 ml) ptidal DPPH (345 mg) rozpustény v ethanolu (180 ml). Takovéa reakce mu
za pokojové teploty poskytla taktéz komplexni smes produkti o vytézku 89 mg s nejvétSim
zastoupenim E-8-viniferinu (25 mg). Jeho vysledky téz uvadi, 7e Fe’" katalyzovana
dimerizace reaveratrolu neni efektivni reakci a poskytuje komplexni smés produkta. Jako

efektivni pfipravu E-g-viniferinu navrhl pouziti CuCl, namisto FeCls.
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Zavér

pro extrakci dimerG je nejvhodnéjsi extrakéni Cinidlo ethylacetat ve srovnani
s methanolem a vodou

pro extrakci dimert je nejvhodnéjsi extrakce po dobu 24 h pfi laboratorni teploté
(macerace)

pro ¢isténi a zakoncentrovani dimera je vhodnéjsi pouzit SPE LiChrolut RP-18 nez SPE
LiChrolut EN

révi kultivaru Veltlinské zelené je vhodnéjsi zdroj E-e-viniferinu nez révi Frankovky
dimerizace E-resveratrolu chloridem Zelezitym poskytuje komplexni smés produktii a jen

nepatrné mnozstvi E-g-viniferinu

29



7 Reference

l. MISHRA G., S. SRIVASTAVA a B.P. NAGORI. Pharmacological and therapeutic
activity of Cissus quadrangularis: an overview. International Journal of PharmTech
Research. 2010, 2(2), 1298-1310.

2. TAKAOKA M.J. Of the phenolic substances of white hellebore (Veratrum
grandiflorum Loes. fil.). Journal of the Faculty of Science, Hokkaido University. 1940, 3, 1-
16. (citovano z: Smidrkal J. 2001 (3)).

3. SMIDRKAL J., V. FILIP, K. MELZOCH, I. HANZLIKOVA, D. BUCKIOVA a B.
KRISA. Resveratrol. Chemické listy. 2001, 95, 602-609.

4. SNYDER S.A., A.L. ZOGRAFOS a Y. LIN. Total synthesis of resveratrol-based
natural products: a chemoselective solution. Angewandte Chemie International Edition.
2007, 46(43), 8186-8191.

5. SOLEAS G.J., E.P. DIAMANDIS a D.M. GOLDBERG. Resveratrol: a molecule
whose time has come? and gone? Clinical Biochemistry. 1997, 30(2), 91-113.

6. LANGCAKE P. a R.J. PRYCE. The production of resveratrol and the viniferins by
grapevines in response to ultraviolet irradiation. Phytochemistry. 1977, 16(8), 1193-1196.

7. LANGCAKE P. aR.J. PRYCE. A new class of phytoalexins from grapevines.
Experientia. 1977, 33(2), 151-152.

8. PEZET R., K. GINDRO, O. VIRET a H. RICHTER. Effects of resveratrol, viniferins
and pterostilbene on Plasmopara viticola zoospore mobility and disease development. Vitis
VEA. 2004, 43(2), 145-148.

9. PRIVAT C., J.P. TELO, V. BERNARDES-GENISSON, A. VIEIRA, J.-P.
SOUCHARD a F. NEPVEU. Antioxidant properties of trans-g-viniferin as compared to
stilbene derivatives in aqueous and nonaqueous media. Journal of Agricultural and Food
Chemistry. 2002, 50(5), 1213-1217.

10.  CHOIC.W.,, Y.H. CHOI, M.-R. CHA, D.S. YOO, B.T. KIM, G.H. YON, Y.L.
CHOI, Y.H. KIM a S.Y. RYU. A new glycoside of resveratrol dimer from stem bark of Vitis
vinifera. Korea Research Institute of Chemical Technology. 2010, 31, 3448-3450.

11. SIEMANN E.H. a L.L. CREASY. Concentration of the phytoalexin resveratrol in
wine. American Journal of Enology and Viticulture. 1992, 43, 49-52. (citovano z: Smidrkal
J. 2001 (3)).

12. CICHEWICZ R.H., S.A. KOUZI a M.T. HAMANN. Dimerization of resveratrol by
the grapevine pathogen Botrytis cinerea. Journal of Natural Products. 1999, 63(1), 29-33.

13. JANG M, L. CAL G.O. UDEANI K.V. SLOWING, C.F. THOMAS, C.W.W.
BEECHER, H.H.S. FONG, N.R. FARNSWORTH, A.D. KINGHORN, R.G. MEHTA, R.C.
MOON a J.M. PEZZUTO. Cancer chemopreventive activity of resveratrol, a natural product
derived from grapes. Science. 1997, 275(5297), 218-220.

14. OSHIMA Y., K. NAMAO, A. KAMIJOU, S. MATSUOKA, M. NAKANO, K.
TERAO a Y. OHIZUMI. Powerful hepatoprotective and hepatotoxic plant oligostilbenes,

30



isolated from the oriental medicinal plant Vitis coignetiae (Vitaceae). Experientia. 1995,
51(1), 63-66.

15.  BILLARD C,, J.-C. IZARD, V. ROMAN, C. KERN, C. MATHIOT, F. MENTZ a J.-
P. KOLB. Comparative antiproliferative and apoptotic effects of resveratrol, e-viniferin and
vine-shots derived polyphenols (Vineatrols) on chronic B lymphocytic leukemia cells and
normal human lymphocytes. Leukemia & Lymphoma. 2002, 43(10), 1991-2002.

16. PIVER B., F. BERTHOU, Y. DREANO a D. LUCAS. Differential inhibition of
human cytochrome P450 enzymes by e-viniferin, the dimer of resveratrol: comparison with

resveratrol and polyphenols from alcoholized beverages. Life Sciences. 2003, 73(9), 1199-
1213.

17. SAKO M., H. HOSOKAWA, T. ITO a M. IINUMA. Regioselective oxidative
coupling of 4-hydroxystilbenes: synthesis of resveratrol and e-viniferin (£)-dehydrodimers.
The Journal of Organic Chemistry. 2004, 69(7), 2598-2600.

18. HAD.T., H. KIM, P.T. THUONG, T.M. NGOC, I. LEE, N.D. HUNG a K. BAE.
Antioxidant and lipoxygenase inhibitory activity of oligostilbenes from the leaf and stem of
Vitis amurensis. Journal of Ethnopharmacology. 2009, 125(2), 304-309.

19. AGGARWAL B.B., A. BHARDWAJ, R.S. AGGARWAL, N.P. SEERAM, S.
SHISHODIA a Y. TAKADA. Role of resveratrol in prevention and therapy of cancer:
preclinical and clinical studies. Anticancer Research. 2004, 24(5A), 2783-2840.

20. BAVARESCO L., F. MATTIVI, M. DE ROSSO a R. FLAMINI. Effects of elicitors,
viticultural factors, and enological practices on resveratrol and stilbenes in grapevine and
wine. Mini Reviews in Medicinal Chemistry. 2012, 12(13), 1366-1381.

21. PAWLUS A.D.,R. SAHLI, J. BISSON, C. RIVIERE, J.-C. DELAUNAY, T.
RICHARD, E. GOMES, L. BORDENAVE, P. WAFFO-TEGUO a J.-M. MERILLON.
Stilbenoid profiles of canes from Vitis and Muscadinia species. Journal of Agricultural and
Food Chemistry. 2012, 61(3), 501-511.

22.  WANG W,, K. TANG, H.-R. YANG, P.-F. WEN, P. ZHANG, H.-L. WANG a W.-
D. HUANG. Distribution of resveratrol and stilbene synthase in young grape plants (Vitis

vinifera L. cv. Cabernet Sauvignon) and the effect of UV-C on its accumulation. Plant
Physiology and Biochemistry. 2010, 48(2-3), 142-152.

23.  BALIK J., M. KYSELAKOVA, N. VRCHOTOVA, J. TRISKA, M. KUMSTA, .
VEVERKA, P. HIC, J. TOTUSEK a D. LEFNEROVA. Relations between polyphenols
content and antioxidative activity in vine grapes and leaves. Czech Journal of Food Sciences.
2008, 26, S25-S32.

24.  MIKES O.,N. VRCHOTOVA, J. TRISKA, M. KYSELAKOVA a J. SMIDRKAL.
Distribution of major polyphenolic compounds in vine grapes of different cultivars growing
in South Moravian vineyards. Czech Journal of Food Sciences. 2008, 26(3), 182-189.

25. VERGARA C., D. VON BAER, C. MARDONES, A. WILKENS, K.
WERNEKINCK, A. DAMM, S. MACKE, T. GORENA a P. WINTERHALTER. Stilbene
levels in grape cane of different cultivars in southern chile: determination by HPLC-DAD-
MS/MS method. Journal of Agricultural and Food Chemistry. 2011, 60(4), 929-933.

31



26. RAYNE S. High-value phytochemicals from grape cane waste: potential value-added
viticultural sources of frans-resveratrol and trans-g-viniferin with medicinal and anti-
phytopathogenic applications. [online]. 2007 [cit. 20.2.2014]. Dostupné z:
http://precedings.nature.com/documents/636/version/1.

217. RAYNE S., E. KARACABEY a G. MAZZA. Grape cane waste as a source of trans-
resveratrol and trans-viniferin: high-value phytochemicals with medicinal and anti-
phytopathogenic applications. Industrial Crops and Products. 2008, 27(3), 335-340.

28.  MATTIVIF., U. VRHOVSEK, G. MALACARNE, D. MASUERO, L. ZULINI, M.
STEFANINI, C. MOSER, R. VELASCO a G. GUELLA. Profiling of resveratrol oligomers,
important stress metabolites, accumulating in the leaves of hybrid Vitis vinifera (Merzling x
Teroldego) genotypes infected with Plasmopara viticola. Journal of Agricultural and Food
Chemistry. 2011, 59(10), 5364-5375.

29. LI X.-C.aD. FERREIRA. Stereoselective cyclization of stilbene derived
carbocations. Tetrahedron. 2003, 59(9), 1501-1507.

30.  SONGT., B. ZHOU, G.-W. PENG, Q.-B. ZHANG, L.-Z. WU, Q. LIU a Y. WANG.
Aerobic oxidative coupling of resveratrol and its analogues by visible light using
mesoporous graphitic carbon nitride (mpg-C3Na4) as a bioinspired catalyst. Chemistry — A
European Journal. 2014, 20(3), 678-682.

31. TAKAYA Y., K. TERASHIMA, J. ITO, Y.-H. HE, M. TATEOKA, N.
YAMAGUCHI a M. NIWA. Biomimic transformation of resveratrol. Tetrahedron. 2005,
61(43), 10285-10290.

32.  PAWLUS A.D., P. WAFFO-TEGUO a J.M. MERILLON. Stilbenoid chemistry from
wine and the genus Vitis, a review. Journal International des Sciences de la Vigne et du Vin.
2012, 46, 57-111.

33. SOTHEESWARAN S. a V. PASUPATHY. Distribution of resveratrol oligomers in
plants. Phytochemistry. 1993, 32(5), 1083-1092.

34. BALA A.E.A., A. KOLLMANN, P.H. DUCROT, A. MAJIRA, L. KERHOAS, P.
LEROUX, R. DELORME a J. EINHORN. Cis e-viniferin: a new antifungal resveratrol

dehydrodimer from Cyphostemma crotalarioides roots. Journal of Phytopathology. 2000,
148(1), 29-32.

35. COLIN D., A. LANCON, D. DELMAS, G. LIZARD, J. ABROSSINOW, E. KAHN,
B. JANNIN a N. LATRUFFE. Antiproliferative activities of resveratrol and related
compounds in human hepatocyte derived HepG2 cells are associated with biochemical cell
disturbance revealed by fluorescence analyses. Biochimie. 2008, 90(11-12), 1674-1684.

36. JEANDET P., R. BESSIS, M. SBAGHI a P. MEUNIER. Production of the
phytoalexin resveratrol by grapes as a response to Botrytis attack under natural conditions.
Journal of Phytopathology. 1995, 143(3), 135-139.

37. LI X.-M., K.-S. HUANG, M. LIN a L.-X. ZHOU. Studies on formic acid-catalyzed
dimerization of isorhapontigenin and of resveratrol to tetralins. Tetrahedron. 2003, 59(24),
4405-4413.

32


http://precedings.nature.com/documents/636/version/1

38. TANAKA T., M. OHYAMA, K. MORIMOTO, F. ASAl a M. INUMA. A
resveratrol dimer from Parthenocissus tricuspidata. Phytochemistry. 1998, 48(7), 1241-
1243,

39. TANAKA T., M. IINUMA a H. MURATA. Stilbene derivatives in the stem of
Parthenocissus quinquefolia. Phytochemistry. 1998, 48(6), 1045-1049.

40. CHOI Y.L., B.T. KIM a J.-N. HEO. Total synthesis of lactevirenol A. The Journal of
Organic Chemistry. 2012, 77(19), 8762-8767.

41.  ADESANYA S.A., R. NIA, M.-T. MARTIN, N. BOUKAMCHA, A.
MONTAGNAC a M. PAIS. Stilbene derivatives from Cissus quadrangularis. Journal of
Natural Products. 1999, 62(12), 1694-1695.

42, HUANG Y.-L., W.-J. TSAI, C.-C. SHEN a C.-C. CHEN. Resveratrol derivatives
from the roots of Vitis thunbergii. Journal of Natural Products. 2005, 68(2), 217-220.

43, KATOE., Y. TOKUNAGA a F. SAKAN. Stilbenoids isolated from the seeds of
melinjo (Gnetum gnemon L.) and their biological activity. Journal of Agricultural and Food
Chemistry. 2009, 57(6), 2544-2549.

44. ILIYAL, Z. ALI, T. TANAKA, M. INUMA, M. FURUSAWA, K.-1. NAKAYA, J.
MURATA a D. DARNAEDI. Four new stilbene oligomers in the root of Gnetum gnemon.
Helvetica Chimica Acta. 2002, 85(8), 2538-2546.

45.  MORIKAWA T., S. CHAIPECH, H. MATSUDA, M. HAMAO, Y. UMEDA, H.
SATO, H. TAMURA, H. KON’[, K. NINOMIYA, M. YOSHIKAWA, Y.
PONGPIRIYADACHA, T. HAYAKAWA a O. MURAOKA. Antidiabetogenic
oligostilbenoids and 3-ethyl-4-phenyl-3,4-dihydroisocoumarins from the bark of Shorea
roxburghii. Bioorganic & Medicinal Chemistry. 2012, 20(2), 832-840.

46. PATCHARAMUN W., J. SICHAEM, P. SIRIPONG, S. KHUMKRATOK, J. JONG-
ARAMRUANG a S. TIP-PYANG. A new dimeric resveratrol from the roots of Shorea
roxburghii. Fitoterapia. 2011, 82(3), 489-492.

47.  SUBRAMANIAN R., P. SUBBRAMANIYAN a V. RAJ. Antioxidant activity of the
stem bark of Shorea roxburghii and its silver reducing power. SpringerPlus. 2013, 2(1), 28.

48.  SCHNEE S., E.F. QUEIROZ, F. VOINESCO, L. MARCOURT, P.-H. DUBUIS, J.-
L. WOLFENDER a K. GINDRO. Vitis vinifera canes, a new source of antifungal
compounds against Plasmopara viticola, Erysiphe necator, and Botrytis cinerea. Journal of
Agricultural and Food Chemistry. 2013, 61(23), 5459-5467.

49.  PEZETR., C. PERRET, J.B. JEAN-DENIS, R. TABACCHI, K. GINDRO a O.
VIRET. §-Viniferin, a resveratrol dehydrodimer: one of the major stilbenes synthesized by
stressed grapevine leaves. Journal of Agricultural and Food Chemistry. 2003, 51(18), 5488-
5492.

50. NICOTRA S., M.R. CRAMAROSSA, A. MUCCI, U.M. PAGNONI, S. RIVA a L.
FORTI. Biotransformation of resveratrol: synthesis of trans-dehydrodimers catalyzed by
laccases from Myceliophtora thermophyla and from Trametes pubescens. Tetrahedron.
2004, 60(3), 595-600.

33



51.  ADRIAN M. a P. JEANDET. Effects of resveratrol on the ultrastructure of Botrytis
cinerea conidia and biological significance in plant/pathogen interactions. Fitoterapia. 2012,
83(8), 1345-1350.

52. PEZET R. Purification and characterization of a 32-kDa laccase-like stilbene oxidase
produced by Botrytis cinerea pers.:Fr. FEMS Microbiology Letters. 1998, 167(2), 203-208.

53. BREUIL A.-C., M. ADRIAN, N. PIRIO, P. MEUNIER, R. BESSIS a P. JEANDET.
Metabolism of stilbene phytoalexins by Botrytis cinerea: 1. characterization of a resveratrol
dehydrodimer. Tetrahedron Letters. 1998, 39(7), 537-540.

54. CICHEWICZ R.H. a S.A. KOUZI. Biotransformation of resveratrol to piceid by
Bacillus cereus. Journal of Natural Products. 1998, 61(10), 1313-1314.

55.  THOMAS N.F,, K.C. LEE, T. PARAIDATHATHU, J.F.F. WEBER, K. AWANG,
D. RONDEAU a P. RICHOMME. Tandem pericyclic reactions in a new FeClz-promoted
synthesis of catechol analogues of restrytisol C. Tetrahedron. 2002, 58(36), 7201-7206.

56.  HUANG K.S., M. LIN a Y.H. WANG. Synthesis of amurensin H a new resveratrol
dimer from the roots of Vitis amurensis. Chinese Chemical Letters. 1999, 10(10), 817-820.

57. TAKAYA Y., K.-X. YAN, K. TERASHIMA, J. ITO a M. NIWA. Chemical
determination of the absolute structures of resveratrol dimers, ampelopsins A, B, D and F.
Tetrahedron. 2002, 58(36), 7259-7265.

58. SNYDER S.A., A. GOLLNER a M.I. CHIRIAC. Regioselective reactions for
programmable resveratrol oligomer synthesis. Nature. 2011, 474(7352), 461-466.

59.  JEFFREY J.L. a R. SARPONG. An approach to the synthesis of dimeric resveratrol
natural products via a palladium-catalyzed domino reaction. Tetrahedron Letters. 2009,
50(17), 1969-1972.

60. MORAVCOVA L. Fotochemické transformace resveratrolu a jeho analogii. VSCHT
Praha, 2006. Diplomova prace. Vysoka skola chemicko-technologicka v Praze, Fakulta
potravinarské a biochemické technologie, Ustav kvasné chemie a bioinzenyrstvi.

61. TRISKA J., N. VRCHOTOVA, J. OLEINICKOVA, R. JILEK a R. SOTOLAR.
Separation and identification of highly fluorescent compounds derived from trans-

resveratrol in the leaves of Vitis vinifera infected by Plasmopara viticola. Molecules. 2012,
17(3), 2773-2783.

62. MULINACCIN., M. INNOCENTI, A.R. SANTAMARIA, G. LA MARCA a G.
PASQUA. High-performance liquid chromatography/electrospray ionization tandem mass
spectrometric investigation of stilbenoids in cell cultures of Vitis vinifera L., cv. Malvasia.
Rapid Communications in Mass Spectrometry. 2010, 24(14), 2065-2073.

63. SZEWCZUK L.M,, S.H. LEE, [LA. BLAIR a T.M. PENNING. Viniferin formation
by COX-1: evidence for radical intermediates during co-oxidation of resveratrol. Journal of
Natural Products. 2004, 68(1), 36-42.

64.  PUSSAT.,J. FLOREN, P. KULDKEPP a A. RAAL. Survey of grapevine Vitis
vinifera stem polyphenols by liquid chromatography—diode array detection—tandem mass
spectrometry. Journal of Agricultural and Food Chemistry. 2006, 54(20), 7488-7494.

34



65. GORENAT.,, V.SAEZ, C. MARDONES, C. VERGARA, P. WINTERHALTER a
D. VON BAER. Influence of post-pruning storage on stilbenoid levels in Vitis vinifera L.
canes. Food Chemistry. 2014, 155(0), 256-263.

66. LAMBERT C., T. RICHARD, E. RENOUF, J. BISSON, P. WAFFO-TEGUO, L.
BORDENAVE, N. OLLAT, J.-M. MERILLON a S. CLUZET. Comparative analyses of
stilbenoids in canes of major Vitis vinifera L. cultivars. Journal of Agricultural and Food
Chemistry. 2013, 61(47), 11392-11399.

67. PAWLUS A.D., E. CANTOS-VILLAR, T. RICHARD, J. BISSON, P. POUPARD,
Y. PAPASTAMOULIS, J.-P. MONTI, P.-L. TEISSEDRE, P. WAFFO-TEGUO a J.-M.
MERILLON. Chemical dereplication of wine stilbenoids using high performance liquid
chromatography—nuclear magnetic resonance spectroscopy. Journal of Chromatography A.
2013, 1289(0), 19-26.

68. KARACABEY E. a G. MAZZA. Optimization of solid—liquid extraction of
resveratrol and other phenolic compounds from milled grape canes (Vitis vinifera). Journal
of Agricultural and Food Chemistry. 2008, 56(15), 6318-6325.

69.  ANONYMOUS. Resveratrol. VitaCart [online]. 2013 [cit. 20.3.2014]. Dostupné z:
http://www.vitacart.com/resveratrol.html.

70.  MADDOX T.M. Resveratrol supplements. WebMD [online]. 2012 [cit. 20.3.2014].
Dostupné z: http://www.webmd.com/heart-disease/resveratrol-supplements.

71.  ZHANG A., Y. FANG, X. LI, J. MENG, H. WANG, H. LI, Z. ZHANG a Z. GUO.
Occurrence and estimation of trans-resveratrol in one-year-old canes from seven major
Chinese grape producing regions. Molecules. 2011, 16(4), 2846-2861.

72.  ANASTASIADI M., H. PRATSINIS, D. KLETSAS, A.-L. SKALTSOUNIS a S.A.
HAROUTOUNIAN. Grape stem extracts: polyphenolic content and assessment of their
in vitro antioxidant properties. LWT - Food Science and Technology. 2012, 48(2), 316-322.

73.  TRISKA ., J. BALIK, N. VRCHOTOVA a O. MIKES. Influence of cultivation
conditions relating to climatic change on the selected polyphenol content in grapevine plants.
In: STOJANOV R., Z. ZALUD, P. CUDLIN, A. FARDA, O. URBAN a M. TRNKA.
Global Change and Resilience From Impacts to Responses. Brno. Global Change Research
Centre AS CR, v. v. 1., 2013. 252-254. ISBN 978-80-904351-9-3.

74.  SHINGAI Y., A. FUIIMOTO, M. NAKAMURA a T. MASUDA. Structure and
function of the oxidation products of polyphenols and identification of potent lipoxygenase
inhibitors from Fe-catalyzed oxidation of resveratrol. Journal of Agricultural and Food
Chemistry. 2011, 59(15), 8180-8186.

35


http://www.vitacart.com/resveratrol.html
http://www.webmd.com/heart-disease/resveratrol-supplements

8 Seznam pouzitych zkratek

APCI - atmospheric pressure chemical ionization — chemické ionizace za atmosférického
tlaku

APPI  —atmospheric pressure photo ionization — fotoionizace za atmosférického tlaku

AU — jednotka absorbance

¢.h. — Cerstvd hmotnost

DDQ - 2,3-dichlor-5,6-dikyano-1,4-benzochinon
DMSO - dimethylsulfoxid

DPPH - 2,2-difenyl-1-(2,4,6-trinitrofenyl)hydrazyl

EPR - elektronova paramagneticka rezonance

FBE  —extrakce ve fluidim lozi

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

ot/min — otacky za minutu

PDA  —photodiode array detector — detektor diodového pole

SPE — extrakce tuhou fazi

sus. — susina

syn. — synonymum

TIC — zaznam celkového iontového proudu
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Seznam priloh

Ciselné fazené

L: amurensin H.......ooooeevveienieniieicciccceee 38
2: E-g-vINiferin ......coccoooeniiiniiieeeeeeee 38
30 E-0-VINI{erin coeeeieeeeceieeeeeeeeee 38
4:heimiol A...oocvveieeieieeeeeceeeee e 38
50 E-0-VINI{eriN.ccc.eeriiiiiiieieiceeeeeeee 38
6: gNetin C..vvveieecieeeeeee e 38
7 Z-€-VINITerin .....covvviiieiieiieiecie e 38
8: Z--VINI{erin ...ocvvvvreiieiieeecee e, 38
9: vitisinol B.....cooiiiiiiiiee 39
10: balanocarpol ..........cceeeververienieeiieieeiens 39
11: vitiSinol C...oovevveieeieeieieceeeee e 39
12: vitisinol Di..ooeieeiieiieieeeceeee 39
13: ampelopsin A ......cooveevveviieiieeieereereeiens 39
14: ampelopsin B.........cccoovvevieviiiiiiiieieeien, 39
15: ampelopsin D ......cocveevevieniiiiiiiieieeien, 39
16: isoampelopsin D..........cccceevvvevcieeeniienneenns 39
17: resformicol A .......cccoeevvevierieeieeieeieeiens 40
18: resformicol B.........cceovvvvieviiiiieiieieeee 40
19: resformicol C.......cocoeevieiiiniiiiiieeeee, 40
20: pallidol .....ccvveiieiieiieiece e 40
21: 1estrytiSOl Covnvveeveieeieevecieeieeeeee i 40
22: cyphostemmin A ..........cccoeeeveeveevieenieennnnns 40
23: VIESINOL A 40
24: tricuspidatol A......cccevverriniinieeieeeeiene 40
25: 1eStrytiSOl Avevieeieiecieeieeieeeeieeee e 40
26: 1estrytiSOl B.....oooveeeeiiieiiece e, 40
27: quadrangularin A...........cccoeevvevivenieeneeninns 41
28: parthenocissin A.........ccoeevereveeereenreeneenenens 41
29: quadrangularin B............ccccoeevieiiiiniennnnn, 41
30: quadrangularin C.........cccoevvevreeieenieennenn, 41
31: leachinol F (7S) a G (7TR) .cceeevvvvrreiiennne 41
32: caraphenol C.........cccoeovvevivevieiiiereeieeiens 41
33: caraphenol B.........ccccoveviiiiiiiicieeiie, 41
34: ampelopsin F........ccooeeveviiniiniiiiiceene 41
35: isoampelopsin F ........cccoovvvviviiiciiiieninnn, 42
36: VitiSINOl E c.eeeiiiiiiee 42
37: cyphostemmin B...........ccccooevvviinciiniieninnne 42
38: laetevirenol A........cceeveevvevienieeieeieeiene 42
39: betulifol A ..o 42
40: SCITPUSIN A ..ot 42
41: amurensin A .......ccoeeeevverreecrenireenieeneeneens 42
42:gnetin L...oovveeeieiecececccceeeee e 42
43: 1oxXburgiol A.....cccoeveeiieieee e, 43
44: VItiSINOl G...vveevveiieieriecie e 43
45: malibatol A.......ccccooeveviiriiriieieeeeeene 43
46: malibatol B........ccoocveiiiiiiiee 43
47: melanoxylin A......cccovvevvveeiie e, 43
48: betulifol B .....ccoovevieiicieciieeeeceee 43
49: gnemonol G.......cccoevevveeveeiieieeieenieeniens 43
50: ENEtIN A ..ot 43

Abecedné fazené

13: ampelopsin A .......cccoeevvecreereerienee e 39
14: ampelopsin B........cccccovevieviiiniiniicieenns 39
15: ampelopsin D ......covvevieiiiiiiciiiieciee, 39
34: ampelopsin F.......cccoveivviviniiinieieiieee 41
41: amurensin A ......ccoooeeiienienienene e 42

I: amurensin H......ooooooiiiiinininiee, 38
10: balanocarpol .........ccevvvvceeerieeriieneeniennenns 39
39: betulifol A ..oceeeieeeeeeee 42
48: betulifol B .....ooovveieeiieiieiceceecees 43
33: caraphenol B .......ccccocoevvivniiiiiiiieieee 41
32: caraphenol C ........ccoeevevievienienieeeeee, 41
22: cyphostemmin A ..........ccceeevveviieneeniennnenns 40
37: cyphostemmin B .........cccccoveviiiiiineennnnn, 42
49: gnemonol G.......ccceevevieeiieiieiieiieneeneens 43
50: gNetiNn A.oeieeiiieeeeeee e 43

6: 2NEtin C..ooovvveiveiecieeieee e 38
42:gnetin L..oooveiiiieieeeeeeeeee 42

4: heimiol A....oeeeeiieieeeeeeeeee e 38
16: isoampelopsin D.........cccoeevveviiiiecieennnnn, 39
35: isoampelopsin F ........cccooovevviviiiiiiniiennnnn, 42
38: laetevirenol A........ccceeeeveeeeiiecieeeiieeeien, 42
31: leachinol F (7S) a G (7TR) .cceeevvevieriennnne 41
45: malibatol A.......ccceeeveviirrieieereeeeeene 43
46: malibatol B.........c.coovviiviiiiiieieeeeee, 43
47: melanoxylin A.......ccooeiriiniiiiiiieeeee 43
20: pallidol .....ccvveieeiieieriececcee e 40
28: parthenocissin A.........cccccvereervereesiveninens 41
27: quadrangularin A..........ccccevvevveniercrennnnns 41
29: quadrangularin B...........c.cccceviiniiiieenns 41
30: quadrangularin C..........cccoeevveviieneeniennnenns 41
17: resformicol A .....cooocvvevveiieieieeeeee, 40
18: resformicol B........cccccovvevieviiiiiiiieciecn, 40
19: resformicol C........ccevvvvveeviiiniieniecieeinens 40
25: 1eStrytiSOl A.evviieiieeieeieeieeeeree e 40
26: 1estrytisSol B.....ooovvviiriieieeieieeeee 40
21: 1estrytiSOl Couvvevveeevecieeieeieeeecee e 40
43: roxburgiol A.....cccveevieiieieiee e 43
40: SCITPUSIN A ..ot 42
24: tricuspidatol A.......cccoveeviieviienieniecieenens 40

5: E-0-VINIferin.......cooevvevrienienieniecne e 38

2: E-e-viniferin.......ccccooovveeieiieiiiicieceeeee, 38

7 Z-e-VIniferin .........cccoeeeeiieeieiciieeieee 38

3: E-0-vINiferin......cccooovevvvevienieniecieeveennn 38

8: Z-@-vINIferin ........ccceeeviieeiiiciieeeiee e, 38
23: VItISINOL Ao 40

9: VItiSINOl B....oovviiicieeeeieece e 39
11: vitiSINOl C..ooevvevveieeece s 39
12: vitisinol D..c.vveeeiiiiiieeeceeee e, 39
36: VitiSINOl E .o 42
44: vitiSINol G...oovvveiiiiiiiiieeeeee e 43

37



10 P¥ilohy

Vzorce dimeru resveratrolu

1: amurensin H 2: E-g-viniferin

3: E-m-viniferin 4: heimiol A

7: Z-g-viniferin 8: Z-w-viniferin
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13: ampelopsin A

15: ampelopsin D

OH
14: ampelopsin B

HO
16: isoampelopsin D
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17: resformicol A
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OH

19: resformicol C

OH HO
25: restrytisol A

0

HO

OH

OH

18: resformicol B

20: pallidol

OH

OH O
O OH
HO OH

22: cyphostemmin A

26: restrytisol B



HO OH

OH OH
31: leachinol F (7S) a G (7R) 32: caraphenol C
OH

OH

/@ HO

T s

o OH
HO

33: caraphenol B 34: ampelopsin F
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35: isoampelopsin F 36: vitisinol E

37: cyphostemmin B 38: laetevirenol A

41: amurensin A 42: gnetin L
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43: roxburgiol A

OH
46: malibatol B

HO

0
X OH
HO™
HO
/
\

OH

OH
47: melanoxylin A 48: betulifol B

49: gnemonol G 50: gnetin A

43
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