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SOUHRN

V této dizertaéni prici byla studovana oxidace rhamnazinu (3,5-dihydroxy-2-(4-hydroxy-3-
methoxyfenyl)-7-methoxychromen-4-on), fisetinu (2-(3,4-dihydroxyfenyl)-3,7-
dihydroxychromen-4-on) a rhamnetinu (2-(3,4-dihydroxyfenyl)-3,5-dihydroxy-7-
methoxychromen-4-on). Tyto intenzivné barevné flavonoidni slouCeniny patfi do skupiny latek,
které jsou hojné zastoupené v piirod¢. Jsou to dilezité bioaktivni slouceniny s antioxida¢nimi,
Flavonoidy byly studovdny pomoci elektrochemickych metod a UV/Vis spektroskopie ve
vodném pufrovaném i nepufrovaném prostiedi. Dale byly zkoumany produkty oxidace a nasledné
byl navrZzen oxida¢ni mechanismus. Oxidacni mechanismus je spojeny s pfenosem elektrond a
s naslednou chemickou reakci. Stabilita latek je vyznamné ovlivnéna pfitomnosti vzdusného
kysliku. Distribuce oxidacnich produktii jednotlivych latek byla sledovdno pomoci

HPLC-MS/MS a HPLC-DAD.



SUMMARY

The oxidation of rhamnazin (3,5-dihydroxy-2-(4-hydroxy-3-methoxyphenyl)-7-
methoxychromen-4-one), fisetin (2-(3,4-dihydroxyfenyl)-3,7-dihydroxychromen-4-one) and
rhamnetin (2-(3,4-dihydroxyfenyl)-3,5-dihydroxy-7-methoxychromen-4-one) has been studied.
These intensively coloured flavonoid compounds belong to group of natural occuring
compounds. Rhamnazin, fisetin and rhamnetin are important bioactive compounds with
antioxidative, anti-carcinogenic, antiviral, anti-allergic and anti-inflammatory properties.

Flavonoids have been studied using electrochemical methods and UV/Vis spectroscopy in
aqueous, buffered or unbuffered solution. This thesis is focused on the determination of oxidation
mechanism of the flavonol structure. The oxidation mechanism involves electron transfer coupled
with chemical reaction. Stability of these compounds significantly depends on the presence of the
oxygen. The distribution of oxidation products of these compounds was monitored by

HPLC-MS/MS and HPLC-DAD.
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1. Uvod

Piedklddand dizertaéni price byla vypracovdna vrimci dvou projektd feSenych v Ustavu
fyzikalni chemie J. Heyrovského AV CR. Tyto projekty se vénuji elektrochemické studii oxidace
flavonoidt a rozkladu piirodnich barviv pouzivanych na uméleckych pamatkach.

Analyza historickych barviv pouZivanych na uméleckych pamdtkdch mize byt cennym ndstrojem
k pochopeni, jak objekt ptivodné vypadal, odkud pochazi, popiipadée jak je stary. Toto poznani
také umoznuje odbornikiim zvolit vhodné postupy pfi restaurovani. Mohou pomoci pfi vybéru
muzejnich podminek, které nasledné zabrani dalSimu poSkozovani uméleckého dila. Identifikace
historickych barviv na starych textiliich je mimotfddné naro¢ny ukol kvili sloZitosti procesu
degradace [1], v nichZ hraje vyznamnou roli oxidace. Zjisténi degrada¢nich produkti a zmény ve
struktufe matrice by mohly pomoci pii vybéru muzejnich podminek, jako jsou napiiklad intenzita
osvétleni, UV zafeni, vlhkost prostiedi, a tim i sniZit riziko rozkladu historického materidlu [2].
Procesy starnuti a zmény uméleckych dél jsou zejména v posledni dobé urychlovdny pisobenim
polutantd.

Flavonoidy jsou velmi bohatou skupinou rostlinnych fenolickych latek, které se fadi mezi
sekunddrni metabolity produkované rliznymi druhy rostlin. Jsou také hlavnimi chromofory ve
vétSiné bézné pouzivanych zlutych barviv, kterd se jiz od pocatku 16. stoleti pouZivala pro
barveni tapisérii a dalSich uméleckych dé€l. Elektrochemické metody jsou ndstrojem pii studiu
oxidacnich procesti. Ddvaji mozZnost objasnit komplikovany mechanismus, kde je pienos
elektronu sptfazen s chemickymi reakcemi a reak¢ni cesta vede pres vznikajici meziprodukty.
Vyuziti UV/Vis spektroelektrochemie a separacnich technik pfispéje k odhaleni meziproduktl a
oxidacénich produktti.

Mnou studovanymi zdstupci jsou rhamnazin (3,5-dihydroxy-2-(4-hydroxy-3-methoxyfenyl)-7-
methoxychromen-4-on),  fisetin  (2-(3,4-dihydroxyfenyl)-3,7-dihydroxychromen-4-on)  a
rhamnetin (2-(3,4-dihydroxyfenyl)-3,5-dihydroxy-7-methoxychromen-4-on), které se vyskytuji
v ovoci, zelening, ¢aji, ddle pak v béZzné¢ se nachdzejicich rostlindch, naptiklad v feSetlaku
pocistivém (Rhamnus Catharticus), dfezovci trojtrnném (Gleditsia triacanthos ) a koriandru

setém (Coriandrum sativum) a v minulosti byly pouZzivany jako piirodni barviva.
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2. Cile prace

Predklddand dizertacni prace je zaméfend na elektrochemickou studii vybranych pfirodnich
flavonoidli pouZzivanych jako barviva. Vyzkum se tykd objasnéni degrada¢nich oxidac¢nich
procesit rthamnazinu (3,5-dihydroxy-2-(4-hydroxy-3-methoxyfenyl)-7-methoxychromen-4-on),
fisetinu  (2-(3,4-dihydroxyfenyl)-3,7-dihydroxychromen-4-on) a  rhamnetinu  (2-(3.4-
dihydroxyfenyl)-3,5-dihydroxy-7-methoxychromen-4-on).

Hlavnimi cili bylo studovat oxidaci pomoci elektrochemickych metod ve vodném prostiedi a
ur¢it mechanismus elektrochemické oxidace. Kur€eni sloZitého oxidacniho mechanismu a
identifikaci oxidac¢nich produkti bude vyuzita in situ UV/Vis spektroelektrochemie a
chromatografické metody. Distribuce obsahu rozkladnych produkti bude sledovdna pomoci
HPLC-MS/MS a HPLC-DAD analyzy.

Vzhledem k tomu, Ze flavonoidni barviva jsou ovlivnéna pfitomnosti kysliku, byl také sledovéan
vliv piftomnosti kysliku na tvorbu oxida¢nich produktii a stabilitu meziproduktti.

Oxida¢ni vlastnosti rhamnazinu, fisetinu a rhamnetinu jsou sledovdny zdlvoda jejich

vzdjemného porovnavani.

12



3. Teoreticka ¢ast

3.1. Flavonoidy

Flavonoidy, jinak také nazyvané bioflavonoidy ¢i vitaminy P, jsou bohatou a pestrou
samostatnou skupinou fenolickych pfirodnich sloucenin s patnictiuhlikatym skeletem. Ve své
chemické struktuie obsahuji dvé benzenova jadra spojend tfiuhlikatym fetézcem v usporaddani
Ce-C3-Ce. U vétsiny flavonoidu je Cs fetézec soucasti heterocyklického kruhu. Flavonoidy jsou
proto odvozené od heterocyklické slouceniny 2H-chromenu, substituovaného v poloze C2
fenylovou skupinou, ktery se nazyvd flavon. Jeho chemickd struktura se skldda ze dvou
benzenovych jader a kruhu odvozeného od 2H pyranu, jak ukazuje obr.1. BéZné byvaji vSechny
tfi kruhy substituovdny rGznymi kombinacemi substituentli (hydroxylovou, methoxylovou,
methylovou, O- a C- glykosidickou skupinou), jednotlivé derivity se pak navzdjem liSi pouze

stupném substituce nebo piitomnosti dvojnych vazeb.

Obr. 1: Strukturni vzorec flavonu.

V soucasné dobé¢ je chemicky identifikovano okolo 4000 flavonoida [3]. Piirodni flavonoidy se
nejcastéji vyskytuji ve formé O-glykosida, obsahuji tedy ve své molekule necukernou slozku
(umisténou na pozici C3 nebo C7) a cukernou slozku (navdzanou na hydroxylové skupiné
flavonoidu). Vazand sacharidova skupina je velmi Casto glukosa nebo rhamnosa, ale mohou byt
zapojeny 1 jiné cukry (napt. galaktosa, arabinosa, xylosa nebo kyselina glukuronovd). Tvorba

téchto glykosidovych konjugit je fizend svétlem (chemicky je glykosid acetdl tvofeny OH
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skupinou cukru a OH skupinou flavonoidu). Obvykle je vdzdna pouze jedna cukernd jednotka, ale
mohou byt vazany i dvé, tii ¢i vice. Cukry mohou byt ddle substituovany napi. malonylovou
skupinou [4]. Volné aglykony se vyskytuji pouze ziidka [5]. Flavonoidy jsou zpravidla barevné
latky, proto se také fadi mezi barviva. VSeobecné se vyskytuji zejména v povrchovych pletivech
vyssich rostlin, kde jsou zodpovédné za barvu kvétl, plodi a listd v podzimnim obdobi. Mnoho
flavonoidl pfispiva také k chuti a barvé potravin [6]. Jsou dulezité pro normalni riist, rozvoj a
ochranu rostlin. V rostlinném organismu plni celou fadu funkci a zasahuji napiiklad do dé&ji
spojenych s ristem a reprodukci. Podileji se i na ochrané rostlin pfed nemocemi, predatory a proti
vlivu UV zdfeni [7-9]. Chrdni buiikky pfed toxickym plsobenim Skodlivych litek z vnéjsiho
prostiedi, ale i proti tém, které se tvoii v rostlinném organismu. Tim, Ze chrini bunky pted
ndsledky oxidacniho stresu, brzdi degenerativni procesy a obnovuji jejich pfirozeny stav [4].

Flavonoidy jsou v piirodé hojné rozsitené, nachazeji se v €aji, ovoci, zelenin€, zejména v
jablkdch, Cerveném ving, cibuli, hlavné v jejich cervenych odridach, v Cervené, Zluté a zelené
zelening. Kdva, ovocné §t'dvy a kvalitni hoikd ¢okoldda jsou téZ vyznamnym zdrojem flavonoidi
[10-14]. Nekteré flavonoidy jsou ucinné antioxidanty, jsou schopny zachytavat reaktivni radikaly.
Kromeé toho, Ze maji ptimy antioxida¢ni ucinek, ovliviiuji tvorbu radikall i nepiimo, a to aktivaci
nebo deaktivaci antioxida¢nich enzymu podilejicich se na procesu vzniku rtiznych radikala
(superoxiddismutasa). Jako nesmirné duleZzité se ukdzalo, Ze pravé flavonoidy mohou poméhat
endogennim obrannym antioxidantiim pfitomnych v téle k dalsi deaktivaci vzniklych radikalt a
zabranit tak poSkozeni Zivotn¢ dilezitych slozek, jako jsou bilkoviny nebo lipidy [15]. Ukéazalo
se, Ze vinnd réva, tfeSné, visné, Svestky, hrusky, cervené grapefruity, ostruZiny, malinoostruznik,
maliny, ¢erny rybiz, borivky, granitova jablka, ¢erné olivy, rajcata nebo Cervend fepa obsahuji
nejvice latek s antioxidacnimi vlastnostmi. Latky rtzné chemické struktury snizuji také
mutagenitu a karcinogenitu [3]. Dal§im vyznamnym zdrojem flavonoidii jsou plody ostropestice
maridnského, roketa a ardnie, tzv. Cerny jefdb, chmel, séja, pohanka, lékotice [5,16,17].
Flavonoidy jsou také pfitomny v 1éCivych rostlindch a bylinach, které se dosud hojné vyuzivaji v
lidové medicing [3]. Clovék piijme za den v priméru 1g flavonoidi s potravou, aviak zaleZi na
jeho vyzivovych zvyklostech [18]. Flavonoidy nejsou pro télo nepostradatelné. Lidsky
organismus se bez nich obejde, ale jsou zdravi prospé$né. Flavonoidy maji v potravinich
dulezitou nutri¢ni, ale i farmaceutickou funkci. Z divodi jejich specifického vyskytu v raznych

druzich rostlin mohou byt vhodnymi ukazateli kvality a bezpecnosti potravin [19].
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Flavonoidy maji fadu chemickych vlastnosti, diky nimZ mohou na riznych drovnich zasahovat
do déju v organismu konzumenta. Klinickd a experimentdlni sledovani ukdzala, Ze flavonoidy
[20-22].

Flavonoidy pomadhaji pfi 1écbé a prevenci mnoha chorob. Chrani pfedevSim vnitiek cév (Zily,
tepny, vldseCnice), nebot’ zplsobuji pruznost a permeabilitu krevnich kapildr. Jsou t¢innymi
prostiedky proti zvySené ldmavosti krevnich vlase€nic. Piiznivée tak ovliviiuji mikrocirkulaci krve
a tim i latkovou vymeénu v postizenych tkanich. Je prokdzéano, Ze dostatecny piijem flavonoidl a
ostatnich polyfenold ve vyvdZené stravé je spojen s niz§im vyskytem onemocnéni srdce a cév
[23]. Jejich antioxidacni schopnost ochrafiuje krevni lipidy pfed oxidaci a tim zabranuje vzniku

aterosklerdzy a trombotickych onemocnéni [24].

3.2. Klasifikace flavonoidi

Klasifikace flavonoidti podle jednotlivych skupin se u riznych autort lisi [25-28]. Nejbeznéjsi
déleni flavonoidl je dle Manach a kol. [4], kdy se déli flavonoidy podle jejich struktury do Sesti

skupin:

1) Flavonoly (Obr. 2a)

2) Flavony (Obr. 2b)

3) Isoflavony (Obr. 2¢)

4) Flavanony (Obr. 2d)

5) Anthokyanidiny (Obr. 2e)
6) Flavanoly (Obr. 2f)
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Obr. 2: Klasifikace flavonoidu.

3.2.1. Flavonoly

Flavonoly patii mezi nejobsahlejsi skupinu flavonoida. Nejcastéji jsou substituovany v poloze 3
na kruhu C, ale mohou byt substituovany i v jinych polohdch. Jsou obvykle Zlutavé az zluté
barvy, bez chuti, nékdy az nahotklé. Nejhojnéji jsou zastoupené v cesneku, cibuli, poérku,
brokolici, kapuste, meruiikdch, bortivkéach a jablkéch, ale pouze v nizkych koncentracich Cerstvé
hmotnosti [4,29,30]. Ovoce casto obsahuje 5 azZ 10 rGznych flavonolovych glykosidii. Tyto
flavonoly se akumuluji ve vné&jSich ¢astech rostlinnych tkani (slupkach, listech), nebot jejich
biosyntéza je stimulovdna svétlem. A proto jsou mozné rozdily v koncentraci flavonolii mezi
kousky ovoce na stejném stromé, a dokonce i mezi riznymi stranami jednoho kusu ovoce,
v zéavislosti na jejich vystaveni slunecnimu zéatreni [31]. V listové zelenin¢ (hlavkovy salét, zeli)
byva koncentrace glykosidii i vice nez desetkrat vyss$i ve vnéjSich listech nez ve svétlejSich
vnitinich ¢astech [4]. NejzndméjSimi zdstupci této skupiny jsou quercetin (R;= R, = OH, R3;=H,
obr. 2a), kaempferol (R;=R3z=H, Ry=OH, obr. 2a), myricetin (R;=R,=R3=0H, obr. 2a).

V piirodnich zdrojich se quercetin nachdzi jednak ve formé volné, nebo také vazan s cukernymi
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jednotkami, jako napiiklad quercetin-3-O-glukosid, quercetin-4’-O-glukosid, quercetin-3-O-

rhamnosid.

3.2.2. Flavony

Tato skupina flavonoidi patii mezi zluté rostlinné pigmenty, které se vyskytuji ve formé
glykosidli nebo esterti. Narozdil od flavonoll nejsou substituovany v poloze 3 na kruhu C a jsou
méné Casto zastoupeny v ovoci a zeleniné. Mezi flavony patii pfedevSim glykosid luteolinu
(Ri=R; =OH, obr. 2b) a apigeninu (R;=H, R, = OH, obr. 2b). Jedinymi diilezitymi zdroji
flavonti ve vyZivé jsou petrZel, celer a ¢ervend paprika [29,32]. Pokud jsou pfitomné ve vysSich
koncentracich, pfispivaji k barevnosti rostlinnych tkani. Obiloviny, pfedev§im pSenice a proso,
jsou také dobrym zdrojem C-glykosidl (vitexin, orientin) [33]. Citrusové ovoce obsahuje
polymethoxylované flavony (nobiletin, tangeretin), které se podileji na ptichuti ovoce diky

piitomnosti senzoricky vyraznych latek [4].

3.2.3. Isoflavony

Isoflavony jsou strukturné podobné estrogentim. I kdyZ to nejsou steroidy, maji hydroxylové
skupiny v poloze 7 a 4 podobn¢ jako u estradiolu. Tato vlastnost podporuje jejich schopnost
vdzat se na estrogenni receptory, a proto mohou byt nésledné klasifikovany jako fytoestrogeny.
Tyto latky vykazuji rdzné biologické ucinky a vysledky studii naznacuji, Ze chrani, nebo alespoi
zpomaluji, vyvoj hormondlné zdvislych niddort (prsou a prostaty) a nemoci (osteopordzy) [34].
endotelidlnich bun¢k [35].

Isoflavony se nachédzeji témét vyhradné v lusténinach (Celed’ bobovitd), napiiklad v soje, tofu,
dile také v amarantu, moruSich a jeteli luénim [36,37]. Tyto potraviny obsahuji zejména
genistein (R;=OH, obr. 2¢) a daidzein (R;=H, obr. 2c). Tyto isoflavony jsou rozsifeny ve 4
forméch: aglykon, 7-O-glukosid, 6"-O-acetyl-7-O-glukosid a 6"-O-malonyl-7-O-glukosid [38].
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3.2.4. Flavanony

Flavanony se nachézeji v rajcatech a bylinéch, jako je mdta Ci 1€kofice. AvSak nejvice zastoupené
jsou v citrusovych plodech. Prispivaji k typické chuti citrusového ovoce, a proto se také nazyvaji
»citrusové® flavonoidy [39,40].

Hlavnim aglykonem je naringenin (R; =H, R,=OH, obr. 2d) obsazeny v grapefruitech,
hesperetin (R; = OH, R, = OCH3, obr. 2d) v pomerancich a eriodictyol (R; = R, = OH, obr. 2d) v
citronech [41]. Flavanony jsou obecné glykosylovdny disacharidy v pozici 7, a to bud

neohesperidosou, zodpovédnou za hotkou chut’, ¢i rutinosou, kterd je bezbarva [40].

3.2.5. Anthokyanidiny

Anthokyanidiny jsou nejrozsitenéjsi skupinou rostlinnych pigmentd rozpustnych ve vodé a v
epidermdlnich tkdnich kvétin a ovoce. V pfirod¢ jsou v tad¢ piipadi hlavnim nositelem barvy
kvéti, a to predev§im odstinti rizové, Cervené, modré a fialové [6]. Existuji v rdznych
chemickych forméch, které mohou byt bezbarvé i barevné v zdvislosti na pH a struktufe.
Anthokyanidiny jsou zna¢né nestabilni. Aby se zabranilo jejich degradaci, dochazi ke glykosylaci
glukosou v pozici 3 a esterifikaci riznymi organickymi kyselinami [4]. V lidské stravé muzeme
anthokyanidiny nalézt v cerveném viné, nékterych druzich obilovin, listové (lilek, fazole) a
kotfenové (fedkvicky, cibule) zelenin€ i v ovoci (Cerny rybiz, ostruziny) [4]. Nalézaji se zejména
ve slupkéch, ale také v duZiné.

Hlavnimi zédstupci anthokyanidinii jsou pelargonidin (R; = R, = H, obr. 2e), cyanidin (R; = OH,
R, = H, obr. 2e), delphinidin (R; = R, = OH, obr. 2e), petunidin (R; = OCH3, R, = H, obr. 2e),
malvidin (R; = R, = OCHj3;, obr. 2e).
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3.2.6. Flavanoly

Flavanoly jsou piirodni latky, které existuji jak v monomerni formé (katechiny), tak ve formé&
polymeru (proanthokyanidiny). Na rozdil od jinych tfid flavonoidi nejsou flavanoly v
potraviniach glykosylovany.

Katechin (R; = R, = OH, R3 = H, obr. 2f) a gallokatechin (R; = R, = R3 = OH, obr. 2f) se nachazi
v zelenin€ a ovoci, napiiklad v hroznech, v semenech luSténin a kakau. AvSak nejbohatS$im
zdrojem je Caj [42]. Nalev ze zeleného Caje obsahuje vice katechinli neZ ¢aj ¢erny. Koncentrace
katechinli v ¢erném caji je redukovdna asi na polovinu v disledku oxidace na komplexnéjsi
polyfenoly béhem procesu fermentace. Katechin podléhd oxidaci za vzniku kondenzovanych
polyfenolii zndmych jako teaflaviny a tearubigeny [16].

Proanthokyanidiny jsou zndmé jako kondenzované taniny. Jsou to dimery, oligomery a polymery
katechinii, které jsou k sobé vazany vazbou C4 a C8 (nebo méné Casto C6) [4]. Taniny jsou
vysoce hydroxylované molekuly a mohou tvofit nerozpustné komplexy s proteiny.
Kondenzované taniny jsou zodpovédné za trpky charakter ovoce (hrozny, broskve, jablka,
hrusky, jahody) a ndpoji (jablecny most, ¢aj, vino, pivo) [43]. Tato polymerace tifslovin se
pravdépodobné tykd zdanlivého sniZeni obsahu tanind, které je bézn¢ k vidéni v pribéhu zrani u

mnoha druhti ovoce.

3.3. Antioxidac¢ni vlastnosti flavonoidu

Flavonoidy patfi mezi pfirodni fenolické slouceniny, které vykazuji antioxida¢ni schopnost.
Jejich antioxidacni aktivita souvisi s chemickou strukturou. Latky s nasycenym heterocyklickym
kruhem prevdzné reaguji sradikdly v mist€¢ o-dihydroxy- skupiny v kruhu B. Vznikajici
semichinony jsou pomérn¢ stabilni. Latky s dvojnou vazbou mezi C2 a C3 a latky s 3- a 5- OH
substituenty vykazuji vySsi intenzitu absorbance, kterd nesouvisi s chemickou strukturou radikalt

[17,44,45]. Bors a kol. [46] zkoumali, jak polyfenoly reaguji jako radikaly.
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Zaver efektivniho zachytu radikalt byl shrnuty do tif kritérii:

= dvé hydroxylové skupiny v orto- poloze na kruhu B proptjcuji vyssi stabilitu formé
radikélu a podili se na elektronové delokalizaci

* dvojna vazba mezi C2 a C3 konjuguje s 4-oxo skupinou na kruhu C a je zodpovédnd za
elektronovou delokalizaci z kruhu B

= 3-a 5- OH a 4-oxo substituenty na kruhu A a C jsou potiebné pro maximalni zachyt

radikalu

Quercetin (2-(3,4-dihydroxyfenyl)-3,5,7-trihydroxy-4H-chromen-4-on) spliiuje vSechny vyse
uvedené body a je ucinn€jSim antioxidantem neZ napiiklad katechin ((2R,3S5)-2-(3,4-
dihydroxyfenyl)-3,4-dihydro-2H-chromen-3,5,7-triol), nebot' katechin diky  své chemické
struktufe nemd vySe jmenované vlastnosti. Bylo zjiS§té€no, Ze na antioxida¢ni aktivitu flavonoid
md také vliv poloha a mira hydroxylace. Rice-Evans a kol. [17] navrhli, Ze kombinace
hydroxylovych skupin v orto- poloze na jednom kruhu, spole¢n¢ s hydroxylovymi skupinami v
para- poloze na jiném kruhu poskytuje velmi ucinné antioxidanty, zatimco hydroxylace na kruhu

A v polohédch C5 a C7 ma maly vliv.

3.4. Analyza barviv v uméleckych dilech

Flavonoidy byly vyuZivdny k barveni tapiserii a dalSich historickych pfedmétl jiz od 16.stoleti
[47]. V uméleckych dilech byla nalezena celd fada flavonoidi, indigo barviv [48,49], tanint [50]
a dalSich barevnych latek [51-56]. Pfirodni barviva obsahujici pfedevSim flavony a isoflavony
maji Zluté odstiny, ale mohou byt také cervené i tmavsi. Barva flavonoidl koresponduje s jejich
chemickou strukturou. Nejcast€j$i Zluté chromofory jsou apigenin (5,7-dihydroxy-2-(4-
hydroxyfenyl)-4H-1-benzopyran-4-on), fisetin (2-(3,4-dihydroxyfenyl)-3,7-dihydroxychromen-4-
on), isorhamnetin (3,5,7-trihydroxy-2-(4-hydroxy-3-methoxyfenyl)chromen-4-on), kaempferol
(3,5,7-trihydroxy-2-(4-hydroxyfenyl)-4 H-chromen-4-on), luteolin (2-(3,4-dihydroxyfenyl)- 5,7-
dihydroxy-4-chromenon), morin (2-(2,4-dihydroxyfenyl)-3,5,7-trihydroxychromen-4-on),
myricetin (3,5,7-trihydroxy-2-(3,4,5-trihydroxyfenyl)-4-chromenon), quercetin (2-(3,4-
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dihydroxyfenyl)-3,5,7-trihydroxy-4H-chromen-4-on), rhamnazin (3,5-dihydroxy-2-(4-hydroxy-3-
methoxyfenyl)-7-methoxychromen-4-on), rhamnetin (2-(3,4-dihydroxyfenyl)-3,5-dihydroxy-7-
methoxychromen-4-on) a rutin (2-(3,4-dihydroxyfenyl)-5,7-dihydroxy-3-[a-L-rhamnopyranosyl-
(1—6)-B-D-glukopyranosyloxy]-4H-chromen-4-on). V Evropé se nejcastéji Zlutd barviva
extrahovala zrytu barvifského (Reseda luteola 1), Skumpy vlasaté (Cotinus coggyria Scop.),
krucinky barvitské (Genista tinctoria L.), srpice barviiské (Serratula tinctoria L. Gaud.) [57].
Cervena barviva jsou ziskdvdna zrostlin rodu sapan (Caesalpinia sappan, Caesalpinia
Brasiliensis, Caesalpinia crista, Caesalpinia echinata) rostoucich v jizni Asii a Jizni Americe.
Nejbeéznéjsi chromofory jsou santalin (5,7-dihydroxy-6-methoxy-1,2,3,4,4a,9a-
hexahydroantracen-9,10-dion) a santarubin (2,10-dihydroxy-1,3-dimethoxy-5-(3,4-
dihydroxyfenyl)-6-(2,4-dimethoxybenzyl)-9H-benzo[a]xanthen-9-on) [58]. Modré, nékdy i
fialové az cerné odstiny flavonoidli, byly ziskdvdny zkrevené obecné (Haematoxylon
campechianum L.), kterd pochdzi plivodné z Jizni Ameriky. Z této rostliny jsou izolovany latky
hematoxylin (7,11b-dihydroindeno(2,1-c]chromen-3,4,6a,9,10(6 H)-pentol) a hematein
(3.,4,6a,10-tetrahydroxy-6,7-dihydroindeno[ 2, 1-c]chromen-9-on) [57,59].

V poslednich nékolika desetiletich, byly vyvinuty uZiteCné postupy pro charakterizaci
organickych barviv a jejich identifikaci v uméleckych dilech, ale i pfesto je analyza historickych
vzorkl stdle ndro¢ny tukol. Analytik se musi vypofddat se ¢tyfmi hlavnimi problémy, a to: s
pomérné¢ malym mnoZstvi vzorku, s nizkou koncentraci chromofori v ptivodnim materidlu, s
piitomnosti moznych degradacnich produkti a s nedostatkem informaci o ptivodnim zpisobu
piipravy barev [60]. Optimdlni analyza by méla spocivat v pouZiti nedestruktivni metody pro
prvni skenovani v kombinaci s destruktivni metodou pro zisk co nejvétstho mnoZzstvi informaci.
Nedestruktivni metodou je mySlena metoda, pti které neni vzorek spotiebovdvan nebo zménén.
Nasleduje odebrani vzorku (destruktivni metoda) a ndslednd analyza, piedev$im analyza

vyuZzivajici separac¢nich metod.

3.4.1. Nedestruktivni techniky

Prvnim krokem pfi analyze uméleckého dila je vizudlni analyza (pofizeni fotodokumentace) a

ndsledné proméieni vlastnosti pfedmétu za pomoci spektrdlnich metod. Nedestruktivni metody,
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jako jsou UV/Vis, fluorescen¢ni, infraCervend a Ramanova spektroskopie, mohou vést

vl

k selektivnimu odbéru vzorka pro dal$i analyzy, ¢imz se zvysi kriticky sbér dat a zaroven se

minimalizuje destrukce historického pfedmétu [61-63].

Infracervena spektroskopie s Fourierovou transformaci (FT-IR) ve spojeni s mikroskopem
se pouzivd k analyze textilnich vzorki, natéri a povrchovych tprav [64]. Je vhodna
obzvlasté pro analyzu organickych sloufenin, protoZe infracervend spektroskopie

umoziuje sledovat vibra¢ni stavy v molekulach.

Ramanova spektroskopie je Siroce vyuZivand pro charakterizaci organickych materidld,
jako jsou napiiklad organickd barviva [62]. Nevyhodou této techniky je silné fluorescence
bilkovin v matrici v piipad¢ textilnich barviv, kterd znesnadiiuje identifikaci signalu.
Nicméné, diky vyvoji novych metod, jakou je Ramanova spektroskopie v kombinaci
s Fourierovou transformaci nebo povrchem zesilend Ramanova spektroskopie, se pouZziti
této techniky vylepSilo. Nyni je mozné méfit in situ a s dobrym prostorovym a

spektrdlnim rozliSenim [65,66].

3D fluorescencni spektroskopie jiz byla pouZita pro charakterizaci zdroje barviva
v riznych referencnich a historickych vzorcich [67]. Fluorescen¢ni spektroskopie je
spolehliva a citliva technika, kterd mtiZze byt aplikovéana in situ. Jeji nevyhodou jsou Siroké
absorpcni a fluorescencni pdsy pfi méfeni na povrchu textilu a velky vliv prostfedi na
méfeni (citlivost na pH, substrét, chemicka citlivost, pfitomnost jinych sloucenin a dalsi)

[63].

3.4.2. Mikro-destruktivni techniky

Nejcastéji pouzivanymi analytickymi technikami v oblasti analyzy barviv jsou mikro-destruktivni

techniky. Nejprve se analyt ziskdva izolaci z matrice, ndsledn¢ se separuje a nakonec se analyzuje

separa¢nimi technikami. Obecné plati, Ze identifikace barviva analytickymi metodami je zaloZena

na kvalitativnim a kvantitativnim porovndvani vysledkl. Je tifeba uvést, Ze v piipadé
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chromatografickych metod je analyza barviva pouze kvalitativni a neni tedy moZzné fici, kolik
bylo skute¢ného mnozstvi barviva na uméleckém predmétu.

Chromatografické metody jsou dobrou volbou pro analyzu polarnich a ve vod¢ rozpustnych
sloucenin. NejCastéji pouzivanou metodou pro analyzu organickych barviv je vysokotucinna
kapalinovd chromatografie na reverzni fazi (RP-HPLC) se spektrofotometrickym (UV/Vis)
detektorem. V poslednich letech byly zavedeny také detektory s diodovym polem (DAD) a
hmotnostni detektory (MS), diky nimZ byly vyrazn€ zlepSeny detek¢ni limity a doslo
k identifikaci dosud nezndmych slozek [30,68-75]. Dale je tu fluorimetricky detektor [76], ktery
md velkou sensitivitu, ale na druhé strané ma omezené vyuZziti, protoZe barviv vykazujicich
fluorescenci je méné.

Diky chromatografickym podminkdm je nutnost pouZiti kolony s reverzni fazi (nejb&€znéji C8 a
C18). Nejcastéji pouzivand elucni cinidla jsou voda, acetonitril a methanol, vétSinou
s konstantnim piidavkem kyseliny, kterd se pouZivad pro dosaZeni reversibilni disociace analytd.
Mezi nejastéji pouzivané piidavky do mobilni faze patii fosfity a organické kyseliny, jako jsou
napfiiklad trifluoroctovad a mravenci kyselina. Eluce probihd v gradientovém rezimu [77].
Elektroforéza je pro stanoveni obsahu organickych slozek barviv v historickych vzorcich jen
ziidka vyuZivana, avSak i takové prace se objevuji [78,79]. Ve studiu pfirodnich barviv nebyla
plynova chromatografie (GC) [80-82] pfiliS vyuzivana, vzhledem k relativné vysoké molekulova
hmotnosti a polarité cilovych skupin. Dalsi nevyhodou této metody je slozitd piiprava vzorku
pied vlastnim stanovenim a vysoké ndroky na piistrojové vybaveni a persondl laboratote. VétSina
flavonoidli navic obsahuje ve své chemické struktuie alesponl jednu hydroxylovou skupinu, coz
znacn¢ znesnadnuje jeji chromatografické (GC-MS) stanoveni. Tento problém muze byt
piekondn derivatizaci vzorku [83]. Tvorba vhodnych derivatl zajisti vys$si t€kavost vzorku, zvysi

teplotni stabilitu, zlepsi citlivost a selektivitu detekce.

S ohledem na analytické techniky pro identifikaci a charakterizaci barviv je ziejmé, Ze
nedestruktivni techniky jsou cennym ndstrojem pii pouZiti pro ptedb&ézny priizkum historickych
objektli, ale neni dostacujici pro piesnou identifikaci organickych barviv. Barviva se skladaji
zextrémné slozitych smési, jejichz charakteristika mize byt dosaZena pouze diky analyze
separa¢nimi technikami, a proto je potieba i mikro-destruktivnich metod. Nejslibné&jsi technikou

je kapalinova chromatografie s hmotnostni detekci (HPLC-MS), nebot’ umoznuje identifikovat i
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neoCekdvané nebo nezndmé slouceniny, které jsou obsazené v historickych predmétech [84].
Nicméné v soucasné dob¢ byla tato technika pouZita pro charakterizaci relativné malého poctu

barviv.

3.5. Rhamnazin

Rhamnazin (3,5-dihydroxy-2-(4-hydroxy-3-methoxyfenyl)-7-methoxychromen-4-on, obr. 3) patii
strukturné¢ mezi flavonoly, které jsou, stejné jako flavonoidy, syntetizovdny rostlinami a jsou
hlavnimi chromofory ve vétSin€ pouzivanych Zlutych barviv.

Tento rostlinny flavonol je hojné rozsiten v piirod¢€, v ovoci, zelening, €aji, ddle pak v bézn¢ se
nachdzejicich rostlindch, napiiklad v feSetldku pocistivém (Rhamnus Catharticus), jirovci
madalovi (Aesculus hippocastanum), moraci zakrovnatém (Ammi visnaga), blahovi¢niku
kulatoplodém (Eucalyptus Globulus), medunce 1ékaiské (Melissa officinalis) a z téchto rostlin je
také izolovan [16,79]. Rhamnazin je zndm pro své terapeutické tcinky. UZiva se jako preventivni
piipravek pfi kardiovaskuldarnich onemocnénich, rakoviné a hepatitidé [85,86]. Ddéle také
flavonoly vykazuji antioxida¢ni aktivitu, antihepatotoxické a protizdnétlivé vlastnosti a inhibuji
nékteré enzymy [87-90]. Rhamnazin je zkoumdn predev§im diky témto farmaceutickym

vlastnostem.

OH

HsC

OH
OH o

Obr. 3: Strukturni vzorec rhamnazinu.
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3.6. Fisetin

Fisetin (2-(3,4-dihydroxyfenyl)-3,7-dihydroxychromen-4-on, obr. 4) je flavonol. Lze ho nalézt
v celé tad¢ rostlin, stromi a kefd, jako jsou naptiklad akéaty (Acacia greggii a Acacia
berlandieri), butea (butea monosperma), diezovec trojtrnny (Gleditsia triacanthos ), Zluty cypii$
(Callitropsis nootkatensis) nebo ruj vlasatd (Rhus cotinus) [91]. Také mnoho druhi ovoce
(jahody, borlivky, jablka, hrozny) a zeleniny (slupka okurek a cibule) obsahuje fisetin [92-94].
Dale muize byt fisetin ziskdvan z ovocnych nebo rostlinnych §t'dv, napiiklad z vina a ¢aje [95].

Fisetin je v poslednich letech aktivné zkouman diky své biologické aktivit¢ s ohledem na jeho
inhibi¢ni ucinek HIV-1 proteasy. Tento virem kddovany protein je nezbytny pro zrdni a
zpracovani viru a Zivotaschopného substratu pro boj proti HIV [96]. Fisetin se fadi mezi mozné
aktivatory sirtuinii (Sir2 proteiny) [97], které vyuZzivaji NAD" k odstranéni acetylové skupiny
z proteind. Sirtuiny se Casto angazuji pii kalorické restrikci. Za téchto stavii dochdzi k masivni
deacetylaci proteinii v buiikdch. Sirtuiny zfejmé takto pomdhaji spoustét obrannou reakci proti

stresové situaci vyvolané nedostatkem potravy. Studie ukdzaly, kromé svych G€inkl na starnuti,

~~~~~

ve

ucinky. Podobné jako mnoho jinych flavonoida (napiiklad quercetin), je fisetin vzhledem ke
svym strukturdlnim vlastnostem také silny antioxidant [106].

Fisetin miiZze modulovat ur€ité bunécné signdlni drdhy, zejména protein kindzy. U fisetinu bylo
prokdzano, Ze indukuje transkripéni faktor Nrf2 [107], coz vede ke zvySené expresi nckolika
ochrannych a antioxida¢nich genl. Fisetin je také silny inhibitor topoizomerdzy, kterd fidi
provddéni zmén ve struktufe DNA [108]. Tento ucinek muze byt zodpovédny za

anti-karcinogenni, ale bohuZzel i karcinogenni potencidl fisetinu [109].

Obr. 4: Strukturni vzorec fisetinu.

25



3.7. Rhamnetin

Rhamnetin (2-(3,4-dihydroxyfenyl)-3,5-dihydroxy-7-methoxychromen-4-on, obr. 5) je pfirozené
se vyskytujici flavonol. Lze ho ziskat z mnoha piirodnich zdroji, napiiklad z hiebickovce
kotenného (Syzygium aromaticum), koriandru setého (Coriandrum sativum), viSné obecné
(Prunus cerasus L.), srhy lalocnaté (Dactylis glomerata L), pelynku valéského (Artemisia
Valesiaca), blahovi¢niku kulatoplodého (Eucalyptus Globulus) a dalSich rostlin [110,111].

Rhamnetin je dlouhodobé studovian pro své slibné farmakologické vlastnosti. Vyzkumy
potvrdily, Ze mize piuisobit jako radiosenzitizér, ktery zvySuje radioterapeutickou tc¢innost [112].
Kromé¢ svych radioterapeutickych tcinku je také studovan pro vyznamny antioxidacni [113,114]
a protizanétlivy ucinek [113]. Jeho plsobeni bylo zkouméano v souvislosti s rakovinou prostaty

[113]. Dale byl studovdn mozny kladny ucinek rhamnetinu pfi obezité, kterd je vyznamnym

rizikovym faktorem pro nékterd onemocnéni, jako je diabetes mellitus, hypertenze a ischemicka

Obr. 5: Strukturni vzorec rhamnetinu.

3.8. Fyzikalni a chemické vlastnosti studovanych latek

Studované litky (obr. 3-5) jsou za laboratorni teploty svétle Zluté, pevné sloucCeniny. Dobie se
rozpousti v methanolu, ethanolu, acetonu, acetonitrilu a hydroxidu sodném a draselném.
Rozpustnost ve vode¢ a v pufrech je omezend, napt. ve vodném roztoku Brittonova -Robinsonova
pufru o pH=6,5 byla dosaZena maximdlni koncentrace 5-10"* mol-dm™ po sonifikaci a pfi

pH =4 se latka nerozpousti jiZ p¥i koncentraci 3-10” mol-dm™. Studované latky jsou v pevném
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stavu stabilni, avSak v roztoku podléhaji oxidaci vzduSnym kyslikem v zdvislosti na slozeni
roztoku [113,116,117].

Studované latky podléhaji v roztoku disociaci do né€kolika stupiii v zdvislosti na poctu
hydroxylovych skupin v molekule. Znalost disocia¢nich konstant je nutnd pro specifikaci jejich
redoxnich vlastnosti v prostfedich s riznymi hodnotami pH, nicméné jejich spravné urceni je
spojeno s problémem nedostatecné stability zasobnich roztokli v pfitomnosti vzdusného kysliku

[118-120].

3.9. Elektrochemické vlastnosti flavonolu

Studované latky jsou snadno elektrochemicky oxidovatelné, a proto mohou byt voltametricky
stanovovany na vhodné pevné ¢i pastové elektrodé. Oxidacni reakce probihd pies kaskadu
mechanismt, které z pocatku vedou k oxidaci hydroxylové skupiny na kruhu B. Nésledné se
oxiduji zbyvajici hydroxylové skupiny na kruzich C a A [121]. Elektrochemické studie ukazaly
trendy, jak flavonoidy poskytuji elektron [122]. Oxida¢ni mechanismus polyfenoli a stabilita
jejich oxidacnich produkti zdvisi na pH prosttedi [83,123]. Elektrochemicka oxidace flavonolt je
pomérné Casto studovdna [20,118-120,124]. Oxidacni degradace zahrnuje piitomnost dalSich
chemickych reakci, jako je hydroxylace nebo dimerizace [125].

Jungbluth a kol. [126] studovali reakce flavonoll s kationty kovi ve smési acetonitrilu a kyseliny
sirové (30/70, v/v). Autofi identifikovali produkty reakce jako 2-(hydroxybenzoyl)-2-hydroxy-3-
(2H)-benzofuranony. Elektrochemické chovédni sloucenin studovali za pomoci cyklické
voltametrie. Masek a kol. [127] zaznamenali dva oxidacni piky pfi elektrochemické oxidaci
flavonoidi v nevodném prostiedi za pomoci cyklické a diferen¢ni pulzni voltametrie. Slouceniny,
které obsahuji dvé hydroxylové skupiny na kruhu B, jsou snadnéji oxidovatelné (niz$i hodnota
potencidlu prvniho piku na cyklické voltametrii), nez ty, které obsahuji pouze jednu
hydroxylovou skupinu v kruhu A. Autofi navrhli, Ze prvni pik ve voltamogramu by mohl byt
pricitan elektrochemické oxidaci hydroxylové skupiny na kruhu B, kterd je spojena s vyménou

jednoho nebo dvou elektronli v zavislosti na po¢tu hydroxylovych skupin na kruhu B. Nésledujici
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pik lze pficist elektrochemické oxidaci na kruhu A a C. Tato skuteCnost je také v souladu s
vysledky Zielinska a kol. [128], Nematollahi a kol. [129] a Sokolova a kol. [130].

Hvattum a kol. [131] studovali reakci flavonold se stabilnim radikdlem 2,2-difenyl-1-
pikrylhydrazylem (DPPH') v prostfedi acetonitrilu a methanolu. Jako zdstupci flavonoli byli
vybrany latky quercetin, kaempferol a myricetin. Pro quercetin byly nalezeny a identifikovany
dva oxidaéni produkty 2-(3,4-dihydroxyfenyl)-3,5,7-trihydroxy-2,3-dimethoxy-2,3-
dihydrochromen-4-on a 2-(3,4-dihydroxyfenyl)-3,3,5,7-tetrahydroxy-2-methoxy-2,3-
dihydrochromen-4-on. Diky chromatografickym meétenim zjistili, Ze kaempferol a myricetin maji

stejné produkty jako quercetin, avSak s pfisluSnymi methylovymi skupinami.

Cyklické voltamogramy flavonolu kaempferolu v neutrdlnim prosttedi (methanol : 0,1 M
fosfatovy pufr, pH 7,5) ukazuji, Ze tato sloucenina je elektrochemicky aktivni a podle autorii
[121,132,133] se jednd o dvouelektronovy proces. Yang a kol. [132] a Jorgensen a kol. [118]
navrhli oxida¢ni mechanismus flavonoli kaempferolu a quercetinu, kde oxida¢ni rodukt vznikne
dvouelektronovym pfenosem. Dvouelektronova oxidace matetského flavonolu je navrzena tak, Ze
po prvnim elektronu vznikd fenoxylovy radikdl, z kterého néslednym elektronovym pienosem a
sérii chemickych reakci vznikne kone¢ny oxida¢ni produkt, ktery byl identifikovan jako 2-(3,4-
dihydroxybenzoyl)-2,4,6-trihydroxy-3(2H)-benzofuranon pro quercetin a 2-(4-hydroxybenzoyl)-
2,4,6-trihydroxy-3(2H)-benzofuranon pro kaempferol. Struktura téchto produkti byla
identifikovdna diky UV/Vis, MS, 'H a '*C NMR spektroskopii. Zheng a kol. [134] studovali
kaempferol v pufrovaném prostiedi a zjistili, Ze se jednd o quazireversibilni heterogenni
elektronovy ptenos. Anodické i katodické proudy jsou imérné rychlosti polarizace. Ze zavislosti
potencidlu na pH usuzuji, Ze piijem elektronil je doprovdzen piijmem stejného poctu protont.
Intenzity pikti se s hodnotou pH méni.

Janeiro a kol. [135] studovali elektrochemickou oxidaci flavonolu morinu ve vodném prostiedi za
pomoci cyklické, pulzni a square-wave voltametrie. Na cyklické voltametrii morinu byly
nalezeny dva oxidacni piky, kde prvni pik je reversibilni a druhy ireversibilni, déle jeden
redukéni pik, ktery odpovidd oxidacnimu produktu vzniklému po prvni oxidac¢ni viné. He a kol.
[136] charakterizovali flavonoly morin a kaempferol spektralnimi a voltametrickymi metodami
ve vodném prostiedi. V piipad¢ kaempferolu je mozné vidét na cyklickém voltamogramu jednu

ireversibilni vinu. U morinu jsou na cyklickém voltamogramu vidét dvé anodické vlny, které
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koresponduji s dvéma katodickymi vlnami. Velmi nizké katodické piky naznacuji nizky stupen
reversibility. Prvni oxida¢ni vlna, jak u morinu, tak u kaempferolu, souvisi s oxidaci 4’-OH
skupiny na kruhu B, kde vznikd fenoxyl radikal za pomoci jednoho elektronu a jednoho protonu.
Soucasnd oxidace 2°,4’-OH skupin na kruhu B u morinu neni pravdépodobnd, jelikoZ se chinon
netvoii v meta-polohach u benzenovych kruhti, ale v polohdch orto- a para- [136]. Kang a kol.
[137] navrhli oxidacni mechanismus flavonolu morinu, kde se oxiduji dvé hydroxylové skupiny
v poloze 2’,4’ na chinon. Tento oxidacni mechanismus je podobny jako u ostatnich flavonoidd,
jako je naptiklad quercetin a rutin [125].

Liu a kol. [138] studovali elektrochemické chovéni isorhamnetinu v pufrovaném prostfedi. Na
cyklické voltametrii byly zaznamendny dvé anodické viny a jedna katodickd. Prvni oxida¢ni vlna
je jednoelektronové a reversibilni. Jednd se o oxidaci 4’-hydroxylové skupiny na kruhu B. S touto
vlnou koresponduje katodickd vlna, kterd odpovida redukci 4’-oxoskupiny. Druhd anodickd vlna
je ireversibilni a souvisi s oxidaci hydroxylovych skupin v poloze C5 a C7 na kruhu A.

Masek a kol. [124] navrhli oxida¢ni mechanismus hydroxymorinu (2-(2,4,5-trihydroxyfenyl)-
3,5, 7-trihydroxychromen-4-on) v acetonitrilu. Oxidace hydroxylové skupiny na kruhu B se
ucastni jeden elektron a jeden proton. Ndsleduje druhy krok oxidace, kde se oxiduje hydroxylova
skupina v poloze 3 na kruhu C za tcasti jednoho elektronu a jednoho protonu.

Sokolovd a kol. [139] studovali flavonol quercetin ve vodném prostiedi. V cyklické voltametrii
quercetin vykazuje tfi oxida¢ni vlny. Prvni dvouelektronova oxida¢ni vlna je quazireversibilni a
souvisi s oxidaci 3’,4’-OH skupin na kruhu B. Druhd oxida¢ni vlna je vlna produktu, ktery vznikl
po prvnim elektronovém pienosu. Treti oxidacni vlna souvisi s oxidaci hydroxylovych skupin
v polohdch C5 a C7. Proces oxidace je silné¢ zdvisly na pH. Pfi hodnotich pH nad 7,0 se
hydroxylova skupina quercetinu deprotonuje, coz vyrazn¢ usnadnuje proces uvoliiovani elektronu
[121,128]. Identifikace oxidacnich produkti byla ztiZzena nestabilitou quercetinu. Makris a kol.
[120] studovali flavonol quercetin. Vystavili ho hydroxylové oxidaci za pfitomnosti katalyzdtoru
CuSO4/H,0,. Objevili dva hlavni oxida¢ni produkty, ale neidentifikovali je. Navrhli moZnou
oxidaci, kterd vede pies tvorbu nestabilniho Cu**-chel4tu k nizkomolekuldrnim produktim (3,4-
dihydroxybenzoovd kyselina a kyselina gallovd). Zhou a kol. [140] nalezli 18 moZnych
oxida¢nich produktii diky analyze GC-MS a LC-MS. Sokolov4 a kol. [130,139] navrhli oxida¢n{
mechanismus quercetinu, kde oxidaénim produktem je 2-(3°,4’-dihydroxybenzoyl)-2,4,6-

trihydroxybenzofuran-3(2H)-on. RameSovd a kol. [117] stanovili oxidani mechanismus
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quercetinu jako kaskddu déju, kde nejprve vznikd produkt 2-(3°,4’-dihydroxybenzoyl)-2,4,6-
trihydroxybenzofuran-3(2H)-on. Tento produkt se dale rozkldd4d na 2-(3,4-dihydroxyfenyl) -2-
oxooctovou kyselinu, 2,4,6-trihydroxybenzoovou kyselinu a 3,4-dihydroxybenzoovou kyselinu
[113]. Uvedené produkty byly identifikovany pomoci HPLC-MS a GC-MS.

Latky studované v této prici sice v poslednich letech ziskaly velkou pozornost diky svym
biologickym ucinkiim, ale jejich zdkladni elektrochemické vlastnosti nejsou stdle dukladné
prozkoumany.

Markovic a kol. [141] zjistili, Ze se vzriistajici hodnotou pH se oxida¢ni viny fisetinu posouvaji k
negativnéjSimu potencidlu. To znamend, Ze se na mechanismu podili protony.

Maza a kol. [142] studovali elektrochemickou oxidaci fisetinu a zjistili, Ze se fisetin v roztoku
dimethylsulfoxidu (DMSO) spufrem o pH 4,00 (15% : 85%, v/v) oxiduje pii nizkych
potencidlech. Reakce je reversibilni a zahrnuje dva elektrony a dva protony. Na cyklické
voltametrii fisetin vykazuje tfi oxidac¢ni piky. Prvni pik odpovidd oxidaci 3’,4’-dihydroxy-
skupiny, jak jiz bylo v pfedeslych odstavcich naznaceno. Druhy pik souvisi s oxidaci prvniho
piku. Tteti pik odpovidd oxidaci hydroxylové skupiny v poloze C7. Déle také studovali posun
oxidacnich pikii vlivem pH, ktery muZe byt vysvétlen pfenosem protonu, ktery je soucasti
pienosu ndboje. Autofi nenavrhli konkrétni oxidacni mechanismus fisetinu. Déle zjistili, Ze
fisetin se v roztoku DMSO s pufrem adsorbuje na povrch elektrody. Vysledky ukazuji, Ze jak
reaktant, tak produkt, se adsorbuji na povrch elektrody. Osman a kol. [143] navrhli mechanismus
oxidace fisetinu, kde fisetin reaguje s dioxidem (O,) diky pilisobeni peroxiddzy s ndslednym
produktem peroxidu fisetinu, ktery po nukleofilni reakci na C4 atomu generuje endoperoxid.
Naslednd analyza diky HPLC odhalila tvorbu tfi hlavnich oxida¢nich produktd, a to
3,4-dihydroxybenzoovou kyselinu, 2,4-dihydroxybenzoovou kyselinu a
2-(3,4-dihydroxybenzoyloxy)-4-dihydroxybenzoovou kyselinu.

Elektrochemickd oxidace rhamnazinu a rhamnetinu nebyla dosud studovana a v literatufe
nalezena. Studium oxidace flavonoidi a tvorby oxida¢nich meziprodukti za pomoci
elektrochemickych metod je dulezité predevSim proto, Ze mohou byt zdrojem informaci

uziteénych pii urovdni jejich mozného uplatnéni pii terapeutickych procesech.
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3.10. Teorie reakénich mechanismu

Kazdou chemickou pfeménu miZeme popsat jejim mechanismem, tj. sledem elementdrnich
reakci (reakénich krokl), které se odehrdvaji na molekuldrni drovni. Vysledny navrzeny
mechanismus a jeho feSeni ma vysvétlovat vSechny zndmé experimentélni skuteCnosti a musi byt
slucitelny s kinetikou reakce do vSech disledki.

Heterogenni pfenos elektronti je velice Casto spfazen s homogenni chemickou reakci riznych
typt. Tyto mechanismy jsou b&éZné pro vétsinu organickych sloucenin.

Podle vzdjemného potadi chemického déje (C) a elektrodového dé€je (E), 1ze rozliSit ndsledujici

zdkladni typy mechanismu [144]:

®  Chemicka reakce ptedfazend vlastnimu elektrodovému dé&ji (CE - mechanismus)
®  Chemickd reakce ndslednd po elektrodovém dé&ji (EC — mechanismus)

B Reakce viazend do elektrodového déje (ECE — mechanismus)

Timto zptisobem je mozné sledovat zejména velmi rychlé reakce, které byvaji t€zko piistupné
jinym méfenim, a proto je voltametrie vhodnou metodou pro studium rychlych reakci v roztoku.

Vhodnou zménou rychlosti polarizace 1ze identifikovat produkty a analyzovat probihajici déje.

3.10.1. CE mechanismus

V ptipadé CE mechanismu vznikd forma A depolarizatoru chemickou reakci z formy C (inaktivni

v daném oboru potencidlil) a pfechdzi elektrodovou reakci na produkt B.
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C: C

N

A
E: A+te= B
Schéma 1: CE mechanismus pro redukci latky C.

Kde k, je rychlostni konstanta tvorby depolarizatoru A. Rychlostni konstantu zpétné reakce k. 1ze
vyjadiit pomoci rovnovazné konstanty K, kterou Ize definovat pomérem koncentrace
elektroinaktivni formy ke koncentraci formy elektroaktivni.

Odcerpanim aktivni formy elektrodovou reakci se rovnovaha stdle poruSuje. Limitni proud
ovlivilovany pfedifazenou chemickou reakci je vzdy vétsi, nez by byl limitni difdzni proud
inaktivni formy. Je-li koncentrace depolarizatoru velmi mald vzhledem ke koncentraci inaktivni
formy, je limitni proud fizen prakticky jen rychlosti chemické reakce [145]. Pfi vétsi koncentraci
depolarizatoru mé na velikost proudu vliv i rychlost diftize. Podobn¢ je tomu, zvySime-li zna¢né
rychlost vzniku depolarizitoru, napt. zvySenim teploty, zménou pH a podobné [144]. Molekula
atrazinu elektrochemicky neaktivni v zdsaditém prostiedi poskytuje redukcni vinu, pokud dojde
k protonizaci molekuly okyselenim roztoku [146].

NejzndméjSim CE mechanismem je redukce organickych kyselin [147,148]. Elektroaktivni
kyseld forma se zpravidla redukuje pfi pozitivnéjSim potencidlu neZ jeji disociovand forma.
V dostatecné kyselé oblasti pH, kde je v roztoku kyselina pfitomna jen v nedisociované formé¢, se
objevuje na kiivce jen jedna katodickd vlna. S rostoucim pH se vySka této vlny postupné
zmensuje a zdroven pii negativnéjSim potencidlu nariistd nova vlna, kterd piislusi redukci
disociované formy. Pokud jsou elektrochemicky aktivni ob& formy kyseliny, disociovana i
nedisociovand, je soucet vySek obou vin konstantni. Pfi dostate¢né vysokém pH zlstane jen vina
negativnéjs$i [149]. Vyska registrovanych proudl je pak ddna rychlosti rekombinace anionti
s vodikovymi ionty a rychlosti disociace.

DalSim typickym piikladem kinetickych proudii fizenych rychlosti pfedfazené reakce jsou

reduk¢ni viny aldos a hexos [150,151] nebo redukce formaldehydu [152].
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3.10.2. EC mechanismus

U EC mechanismu se jednd o jednu z nejjednodusSich reakénich schémat, kde je heterogenni
pienos elektronu ve spojeni s reakci, kterd probihd v pfilehlém roztoku. Primarni produkt
piechézi depolarizaci chemickou reakci na elektrochemicky méné aktivni nebo inaktivni formu.
Jestlize tento primdrni produkt depolarizace je v dokonalé mobilni rovnovdze s pivodnim
depolarizatorem a jestlize jeho konverze na inaktivni formu je dostate¢né rychld, ndslednd
homogenni reakce nema vliv na vySku ani tvar reversibilniho ustdleného stavu. Chemicky krok

nemd vliv na polohu vlny, ale vlna mlize byt posunutd diky rychlosti polarizace [153,154].

E: A+te= B

k.
CI B = C
k

Schéma 2: EC mechanismus pro redukci latky A.

PrirGistek proudu zdvisly na rychlosti regenerace depolarizdtoru byvad nazyvan katalytickym
proudem. Katalytickd funkce tu piislusi produktu elektrodového déje B [144].

Reakce nésledné po elektrodovém dé&ji se uplatiiuji velmi Casto u ireversibilnich depolarizaci,
napiiklad oxidace fenolovych sloucenin. Kinetické zhodnoceni téchto reakci je u ireversibilnich
procesii velmi obtiZné, nebot’ je nutno uvazovat mechanismus vlastniho elektrodového déje
[154,155].

V literatufe je napiiklad EC mechanismus spojovan se studiem anodické oxidace kyseliny
askorbové [153], kde bylo zjiSténo, Ze se kyselina reversibilné oxiduje na nestély elektroaktivni
meziprodukt, jenZ pfechdzi velmi rychlou nevratnou chemickou reakci na elektrodové inaktivni
kyselinu dehydroaskorbovou. Podobné chovani bylo zji§t€éno i u dalSich endiolovych sloucenin
[156,157]. Dalsim piikladem EC mechanismu miaze byt elektrodovy d¢&j s nestdlymi

meziprodukty, spojeny s naslednymi chemickymi reakcemi [158].
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3.10.3. ECE mechanismus

vvvvvv

elektrodové reakci nésleduje chemicka reakce, jejiz produkt je elektrochemicky aktivni a mize
byt redukovdn, resp. oxidovén na elektrod€. Jak prvni, tak druhy elektronovy pienos se odehrava
na povrchu elektrody. Meziprodukt C, vytvoteny v pribéhu ECE mechanismu, snadnéji podléha
elektrodové reakci ve velkém poctu piipadi [154]. Standardni potencidl druhého elektronového
pfenosu (E,) je pozitivngjsi nez standardni potencidl prvniho elektronového prenosu (E;). Pokud
E, > E; v pfipad¢ redukce nebo E, < E; v pfipad¢ oxidace, jednd se o tzv. inverzi potencidlu.
Z toho vyplyvd, Ze vramci rozsahu cyklické voltametrické vlny, kazdd molekula C, kterd
doputuje na povrch elektrody je okamzit¢ pfeménéna na molekulu D. Proto se reakce jevi jako
dvouelektronovd, 1 kdyZz se ve skuteCnosti jednd o dvé jednoelektronové reakce oddélené
chemickou reakci [154,159]. Jednd se pak o dva elektrodové déje jdouci za sebou. Piikladem

miize byt oxidace polyfenolu hematoxylinu v zdsaditém prostfedi [83]. Oxidaci této latky

vystihuje dobfe schéma popsané v nédsledujici kap. Sprazené chemické reakce.

E: A+e= B
k

C: B=C

E,: C+te= D

Schéma 3: ECE mechanismus pro redukci litky A.
Tento ECE mechanismus je dllezity pro objasnéni skute¢né podstaty mnoha organickych a

anorganickych multi-elektronovych elektrochemickych reakci. Pfi celkovém elektrodovém

pienosu se mohou uplatiiovat chemické reakce: disproporcionace nebo komproporcionace [154].
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3.11. Sprazené chemické reakce

Vztah elektronového pienosu a disociacnich reakci pfi oxidaci flavonoidii ukazuje schéma 4 [83].
Toto ¢tvercové schéma prvné publikoval Jacq [160] pro redukce. Schéma ukazuje souvislost
mezi viceelektronovou oxidaci slou¢eniny AH; a jeji disociaci do prvniho stupné na anion AH
charakterizovany disociaéni konstantou pK; nebo disociaci do druhého stupn& na dianion A*

charakterizovany disocia¢ni konstantou pKs.

-H' -H'

AH, =—= AH =—= A*
+H" +H'

-e -e -e
-H' -H'

AH,Y =—>= AH =—"2= A
+H" +H'

-e -e -e
-H' -H
Asz+ﬁ AH* - A
+H' +H'

£66

Schéma 4: Obecné schéma ,,carré* pro oxidace.
Uvedené schéma se uplatituje napiiklad pii oxidaci flavonoidu hematoxylinu. Oxidace probihd

podle schématu rizné v zdvislosti na pH roztoku a tedy ptfitomnosti disociovanych forem litky

v roztoku [83].
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4. Experimentalni ¢ast

4.1. Pouzité reagencie

Studované latky: (99%) rhamnazin, (98%) fisetin a (99%) rhamnetin (Sigma-Aldrich, Praha,
Cesk4 republika) byly pouZity bez daliiho Gisténi.

Zasobni roztoky latek nebyly pfipravovany a uchovavény, protoZe jsou to nestabilni l4tky a na
kaZzdou analyzu se pfipravovaly Cerstvé roztoky.

Pro ptipravu zdkladnich elektrolyt a mobilnich fazi byly pouzity chemikdlie: chlorid draselny
(Lachema, Brno, Cesk4 republika), hydroxid draselny (Lachema, Brno, Ceska republika), ethanol
(AppliChem, Darmstadt, Némecko), aceton (mikroCHEM, Pezinok, Slovensko), acetonitril
(Merck, Praha, Ceska republika), kyselina mraven¢i (Sigma-Aldrich, Praha, Ceska republika),
kyselina fosfore¢na (Sigma-Aldrich, Praha, Ceskéd republika), trifluoroctovd kyselina (Sigma-
Aldrich, Praha, Cesk4 republika), tetrabutylammonium hexafluorofosfat (Fluka, Sigma-Aldrich,
Praha, Ceska republika, susen pii 70°C pied pouZitim) — vie &istoty p.a.
Brittonovy — Robinsonovy tlumivé roztoky [161] o pfislusném pH byly pfipraveny smisenim
0,2 mol-dm™ hydroxidu sodného (Lachema, Brno, Ceska republika) s roztokem obsahujicim
kyselinu boritou (min 99,5%, Sigma-Aldrich, Praha, Ceskd republika), fosfore¢nou (Lachema,
Brno, Ceskd republika) a octovou (Lachema, Brno, Ceskd republika), kazdou o koncentraci
0,04 mol-dm™. Viechny chemikdlie byly pouzity bez daliiho &isténi. Kyslik byl z pouZivanych
roztokii odstranén proudem argonu (Messer Technogas, Praha, Ceskd republika).
K chromotagrafickym méfenim byl pouZit dusik (Messer Technogas, Praha, Ceska republika).
Presnd hodnota pH byla méfena digitdlnim pH-metrem pH 340 s kombinovanou sklenénou
elektrodou (Radiometer, Bronshoj, Ddnsko). Kalibrace pH-metru byla provdadéna standardnimi
vodnymi pufry za laboratorni teploty.

Pro piipravu vSech roztokil byla pouZivdna deionizovand voda ze systému Mili Q (Milipore,

Praha, Ceska republika). PouZité roztoky byly uchovany ve sklenénych nddobéch.
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4.2. Pouzité pristroje

4.2.1. Elektrochemicka méreni

Pro elektrochemickd méfeni cyklickych voltamogrami byl pouZit potenciostat s rychlou
odezvou [162], ktery byl zkonstruovan v Ustavu fyzikdlni chemie Jaroslava Heyrovského AV
CR, v.v.i. Spojeni s poéitaem bylo zajisténo pomoci IEEE-rozhrani (PC-Lab, AdvanTech
Model PCL—-848) a digitalizace métenych vystupli byla provedena pomoci PCL-818 karty s 12
bitovym pievodnikem pro A/D i D/A (AdvanTech Co., USA). Méfeni se provddé€lo ve sklenéné
elektrochemické cele s tiielektrodovym zapojenim. Jako pracovni elektroda (WE) byla pouZita
elektroda ze skelného uhliku (o priméru 0,7 mm), referentni (RE) argentchloridova elektroda
AglAgCll 1 M LiCl, byla oddélend od roztoku elektrolytu solnym mistkem (0,43 V oproti
Fc / Fc+ -karboxylova kyselina) a jako srovndvaci (CE) elektroda byla pouZzita cylindricka
platinové sitka. Roztok byl zbaven kysliku probubldvanim proudem argonu.

Elektrolyza a coulometrické méteni pii konstantnim potencidlu bylo provddéno na potenciostatu
Autolab PgStat 30 (Ecochemie, Utrecht, Nizozemi) s elektrochemickou celou s oddélenym
anodickym a katodickym prostorem v tiielektrodovém zapojeni. Jako pracovni elektroda byla
pouzita uhlikova pastova elektroda (PIGE — parafilmem impregnovana grafitova elektroda), jako
referentni argentchloridovd elektroda a uhlikova elektroda jako pomocnd. Referentni elektroda
byla od anodického prostoru odd€lena fritou. Roztok byl michdn pomoci elektromagnetického

michadla a neustale probublavin proudem argonu.

4.2.2. Spektrofotometricka méreni

Pro spektrofotometrickd méteni byl pouZit spektrofotometr Agilent 8453 (Agilent, Kalifornie,
USA) s kiemennymi kyvetami s tloustkou absorbujici vrstvy 1 cm. Spektrofotometrickd méfeni

byla vyuzivana pii elektrolyze studovanych latek a pii sledovani jejich stability.
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4.2.3. Spektroelektrochemicka méreni

Spektroelektrochemie byla provddéna za pouziti cely s opticky transparentni tenkovrstvou

elektrodou (OTTLE), (Specac, Velkd Britdnie) [163] s ndsledujicimi parametry: dostate¢né

opticky transparentni platinovd sitka o velikosti 5x5 mm slouZila jako pracovni elektroda.

Stiibrny drat m¢l funkci jako quazireferentni elektroda (0,35 V oproti Fc / Fc+ -karboxylova

kyselina). Jako pomocn4 elektroda byla pouZita platinova elektroda. Elektrody jsou zabudovany v

cele v tenké vrstvé (tloudtka 1,7 mm) mezi optickymi okny. Rychlost polarizace byla 5 mV - s™.

Spektrdlni zmény byly v pribéhu méfeni registrovany pomoci Agilent 8453 s diodovym polem

UV/Vis spektrometr.

4.2.4. Chromatograficka méreni

Chromatografickd méteni byla méfena na piistrojich:

1y

2)

Agilent 1200 Series HPLC Systems s G1311A kvarterni gradientovou pumpou,
G1322A odplynovacim zafizenim s G1329A automatickym ddvkovaem a G1315B
detektorem s diodovym polem (Agilent Technologies). Chromatografickd separace
byla provddéna na analytické koloné s reverzni fazi C8 (HyPurity C8, 150x3 mm,
5 um, Thermo Scientific, Dubuque, USA) a piedkolonou C18 (HyPurity C18, 10x3
mm, 5 um, Thermo Scientific, USA, Dubuque ). Teplota kolony byla nastavena na
20°C. Pouzitd mobilni rozpoustédla byla (A): deionizovand voda s 0,1% kyselinou
fosforecnou a (B): acetonitril. PouZzity gradientovy program byl nastaven
ndsledovné: 0 - 2 min: 95% A; 2 - 30 min: linedrni gradient do 40% A; 30 - 35 min:
linedrni gradient na 0% A a 100% B; 35 - 40 min: 100% B. Priitok byl 0,2 ml - min
!. Niéstiikovy objem byl 20 —40 ul. Sb&mé parametry pro detektor s diodovym
polem byly nastaveny na rozsah akvizice 190 - 800 nm s nastavenym krokem 2 nm.

Vysokoucinna kapalinovd chromatografie s diodovym polem se skladd z PU-2089
kvarternitho gradientového cerpadla s odplyiiovaéem a modulem Rheodyne 7125

(Jasco, Japonsko). Spojeni vstfikovaciho ventilu a detektoru bylo umoznéno diky
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3)

Jasco MD-2010. Data byla zpracovavéana softwarem ChromNav. Chromatograficka
separace byla provadéna na koloné Agilent TC-C18 (150x4,6 mm, 5 pm)
s predkolonou Agilent TC-C18 (12,5x 4,6 mm, 5 pm). Teplota kolony byla
nastavena na laboratorni teplotu. Pouzitd mobilni rozpoustédla byla (A):
deionizovand voda s 0,3% kyselinou mravenci a (B) acetonitril s 0,3% kyselinou
mravenci. Pouzity gradientovy program byl nastaven: 0 — 5 min: 85% A, 5 - 30 min:
linedrni gradient do 50% A, 30 - 40 min: linearni gradient do 30% A, 40 - 41 min:
linedrni gradient do 0% A, 41 - 45 min: 100% B. Priitok byl nastaven na 1 ml - min™
a nastfikovy objem byl 20 ul. Sbérné parametry detektoru byly nastaveny na rozsah
akvizice 200 - 650 nm s nastavenym krokem 4 nm.

Vysokoucinna  kapalinovd  chromatografie s tandemovym  hmotnostnim
spektrometrem s ionizaci za pomoci elektrospreje (HPLC-ESI-MS/MS). Méfeni bylo
provedeno pomoci 1200 Infinity HPLC (Agilent Technologies, USA), pfipojeného
k rozhrani Jet Stream ESI (Agilent Technologies, USA) s kvadrupolovym
praletovym hmotnostnim spektrometrem 6530 Infinity Q-TOF (Agilent
Technologies, USA). Chromatografickd separace probéhla pfti teploté 30°C a byla
provedena na analytické koloné s reverzni fazi C-18 (C18 50 x 2,1 mm, 1,8 pm,
Agilent Technologies, USA) spojenou s piedkolonou C-18 (TC-C18, 12,5 x 2,1 mm,
5 um, Agilent Technologies, USA). Mobilni faze byly: (A): destilovand voda s 1%
kyselinou mravenc¢i a (B): acetonitril s 1% kyselinou mravenci. Pouzity gradientovy
program byl nastaven nasledovné: 0 - 2 min: 90% A; 3 - 11 min: linedrni gradient do
50% A; 12 - 14 min: linearni gradient do 30% A; 15 - 19min: line4rni gradient do
10% A; 20 -24 min: 10% A. Pritok byl nastaven na 0,2 ml - min™’. Néstiikovy
objem byl 1 ul. Podminky pro elektrosprej byly nastaveny ndsledujicim zptisobem:
susici plyn (drying gas) (N, &istota > 98%): 350°C a 10 L - min™', napé&ti na kapilafe
(capillary voltage) 4,5 KV, rozprasovaci plyn (nebulizer gas) 35 psig, ochranna
atmosféra (sheath gas) (N, &istota > 98%): 375°C a 11 L - min™'. Kolizni plyn byl
dusik (Cistota 99,999%). Fragmentaéni potencidl (fragmentor potential) byl 175 V a
kolizni energie pro experimenty MS/MS se pohybovaly vrozmezi 20 az 50
V v zdvislosti na cilové slouceniné. Vysoké rozliSeni MS a MS/MS spekter bylo

meéfeno v negativnim modu v rozmezi 100 - 3200 m/z. Stroj byl pred kazdym
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meétfenim kalibrovdan pomoci Agilent tuning mix HP0321 (Agilent Technologies,
USA) pfipraveny v acetonitrilu a byl naladén in continuo ve srovnani s m/z
121,050873 a 922,009798 jako referen¢ni roztok HP0921 (Agilent Technologies,
USA).

4.3. Pracovni postupy

Pred kazdym meéfenim bylo nutné piipravit roztoky studovanych latek, nebot nemohly byt

uschovdvany z diivodu nestability (viz kap.5.1.2., 5.2.2. a 5.3.2.).

4.3.1. Voltametrie a coulometrie

Veskerd pouzitd elektrochemickd méfeni byla provdadéna v elektrochemické cele
v tifelektrodovém zapojeni, jak je uvedeno v kap. 4.2.1. (Elektrochemickd méfeni). Kyslik
vroztoku byl vZdy odstranén proudem argonu. Po celou dobu meéfeni byl argon piivadén
nad analyzovany roztok. Pied vstupem argonu do nddobky byla zafazena promyvacka
s prislusnym rozpoustédlem. VZdy byla nejprve zméfena zdkladni linie, poté byl do roztoku
piidan analyt a byl registrovdn voltamogram. Ziskana elektrochemickd data v digitadlni formé byla
zpracovana v programu Origin 8.0.

Meéfieni voltametrickych kiivek bylo provadéno v roztoku Brittonova —Robinsonova pufru a 40%
methanolu (v/v) nebo ve vodném roztoku smeési 0,1 mol-dm™ chloridu draselného. Z divoda
$patné rozpustnosti litek bylo méfeno v roztoku smési 0,1 mol-dm™ chloridu draselného za
piitomnosti 4-10” mol-dm™ hydroxidem draselnym. Nejprve byla namé&fena zdkladni linie a
ndsledn¢ pokraCovalo dalSi méfeni. Pred kazdym dalSim zdznamem cyklického voltamogramu
byl roztok opét probubldn argonem. Mezi méfenimi byla elektroda oplachnuta deionizovanou
vodou, dikladné vyleSténa pomoci oxidu hlinitého naneseném na jemném leSticim filcu DP-Nap
(Struers, Roztoky u Prahy, Ceska republika) a opét oplachnuta. Takto obnoveny povrch elektrody

byl pfipraven k dalSimu méfeni. Dlouhodobym opakovanym méfenim bylo zjiSténo, ze latky
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nejsou citlivé na svétlo. Nebylo tedy nutné méfit v elektrochemické nddobce stinéné proti
piistupu svétla.

Coulometrie byla provddéna ve sklenéné cele s oddélenym anodickym a katodickym prostorem,
jak je uvedeno v kap. 4.2.1. (Elektrochemickd méfeni). Elektrolyzovany roztok tvofila smés
15 ml 0,1 mol-dm™ KCI s 4-10” mol-dm™ KOH. Roztok byl zbaven kysliku proudem argonu.
Katodicky prostor byl také naplnén zdkladnim elektrolytem a odkysli¢en. Potencidl byl nastaven
na pozadovanou hodnotu potencidlu a kontrolovdn pomoci potenciostatu Autolab (model
PGSTAT30), ktery zdroven registroval faradaicky proud a nédboj. Roztok byl michdn pomoci
elektromagnetického michadla. Po celou dobu elektrolyzy byl roztok probubldvian proudem
argonu. Spotfeba ndboje odpovidala pfenosu elektronii na molekulu podle Faradayova zdkona,
kde hmotnost latky m vyloucené na elektrod€ je pfimo umérnd proslému néboji podle rovnice
m = OM/zF, kde F je Faradayova konstanta (F = 96485 C-mol ), z je pocet elektronil, Q je prosly

ndboj a M je moldrni hmotnost. Ziskana data byla opét analyzovana v programu Origin 8.0.

4.3.2. Spektrofotometricka méreni

Pti spektrofotometrickych méfenich s Brittonovymi — Robinsonovymi pufry bylo postupovédno
nasledujicim zptisobem: 80 ul studované latky o koncentraci 1- 10” mol-dm™ v methanolu bylo
pievedeno do odmérné banky obsahujici 5 ml roztoku Brittonova — Robinsonova pufru (pH 4,3 —
11,2) a40 % methanolu (v/v), ktery byl pfedem vybubldan proudem argonu. Tento roztok byl
pfeveden bez pfistupu kysliku do specidlng upravené kiemenné kyvety (mérné tloustky 1 cm) se
septem, které zamezi piistupu vzduchu. Vzorek byl proméfen na spektrofotometru vi¢i pozadi
Brittoniv — Robinsontv pufr : methanol (3:2; v/v).

Roztoky studovanych liatek o koncentraci 2- 10 mol-dm™ byly méfeny také v roztoku
0,1 mol-dm™ KCl s 4-10” mol-dm™ KOH. Mé&feni bylo provedeno ve stejné kiemenné kyvetg,
v rozmezi vinovych délek 200 - 700 nm, a to ve vSech pfipadech. Jako pozadi slouZzil roztok
0,1 mol-dm™ KCl s 4-10” mol-dm™ KOH.

Pfi méfeni vlivu plisobeni kysliku na zménu absorp¢niho spektra studované latky byla absorpéni

spektra méfena po otevieni kyvety v intervalu 8 - 40 s. Michdni bylo provddéno rucné.
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4.3.3. Spektroelektrochemicka méreni

Pti spektroelektrochemickych méfenich byla vyuzita OTTLE cela vloZena do UV/Vis
spektrometru. Spektroelektrochemie byla méfena v roztoku Brittonova-Robinsonova pufru o pH
5,2 a pH 9,0 nebo v roztoku 0,1 mol-dm™ KCI s 4-10° mol-dm™ KOH se studovanou latkou o
koncentraci 3-10™* mol-dm™.

Ve spektroelektrochemickych experimentech mohou byt provddény dva typy méfeni, a to
registrovani absorp¢nich spekter pii plynulé zmén€ vklddaného potencidlu (cyklicky
voltamogram) nebo snimdni absorpCnich spekter pifi zvoleném vloZzeném potencidlu
(chronoamperometrie). Zaznam cyklického voltamogramu se vzdy provadi nejdiive, nebot’ je
nutné najit vhodny potencidl elektrody, pfi kterém muzeme roztok elektrolyzovat. V praxi lze
pouZzit oba typy méfeni najednou.

Studovany roztok byl ptfipravovan bez piistupu kysliku a nésledn¢ preveden do mérné OTTLE
cely. Nejprve byl prométen cyklicky voltamogram, u kterého byl zjiStén vhodny potencidl pro
chronoamperometrii. U cyklické voltametrie jsme sledovali in situ zménu UV/Vis spekter
v zéavislosti na zméné potencidlu. Néasledné u chronoamperometrie byl nastaven konstantni
potencidl pracovni elektrody a zdroven jsme mohli sledovat in situ zménu spekter v rozmezi
vlnovych délek 200 - 700 nm. Rychlost polarizace byla nastavena na 5-10° mV-s™.

Mezi méfenimi byla spektroelektrochemickd cela vymyta roztokem deionizované vody a
ndsledné elektrochemicky ciSténa roztokem 0,1 M tetrabutylammonium hexafluorofosfatu

(TBAPFs) rozpusténém v acetonitrilu.

4.3.4. Chromatograficka méreni

Produkty elektrolyzy studovanych latek byly analyzovdany pomoci vysokoucinné kapalinové
chromatografie s diodovym polem (HPLC-DAD) a vysokoucinné kapalinové chromatografie
s hmotnostni detekci (HPLC-MS/MS). Vzorek byl pienesen za nepfistupu vzduchu do vialky,
kterd byla uzaviena proti pifistupu vzdu$ného kysliku septem. Podobné byly analyzovény

standardni roztoky rhamnazinu, fisetinu a rhamnetinu a roztoky téchto latek pred elektrolyzou.
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Pti sledovani tvorby produktl v pribéhu elektrolyzy bylo hamiltonkou odebirdno 40ul roztoku
piimo z méfici cely a ddvkovano do specidlni nizkoobjemové vialky pfedem naplnéné argonem.

Pfi méfeni vlivu pasobeni kysliku na zménu spektra studované latky byla vialka po prvnim
nastiiku oteviena a ru¢n€ promichdna. Po probéhnuti celé metody prvniho néstiiku bylo vSe

cyklicky opakovéno a chromatogramy byly registrovany po 35 - 50min.
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5. Vysledky a diskuze

Elektrochemické chovani studovanych latek nebylo v literatufe doposud objasnéno. Pocet a
poloha hydroxylovych skupin v chemické struktufe vyrazné ovliviluje elektrochemické
vlastnosti. JelikoZ se chemickd struktura studovanych latek 1isi v po¢tu a poloze hydroxylovych
skupin a dale v povaze nékterych substituentt, je objasnéni jejich mechanismu oxidace vyznamné
pro vyjasnéni rozdilnych tdaji v literatufe tykajicich se oxidace flavonoidi. Rhamnazin (obr. 3)
obsahuje ve své chemické strukture dv€ methoxy-skupiny. Prvni v poloze 7 na kruhu A a druhou
v poloze 3’ na kruhu B. Rhamnetin (obr. 5) obsahuje ve své chemické struktufe jednu methoxy-
skupinu v poloze 3 na kruhu A a fisetin (obr. 4) neobsahuje methoxy-skupinu zZadnou. Narozdil
od rhamnazinu a rhamnetinu mu chybi hydroxy- skupina v poloze 5 na kruhu A. K urceni
oxida¢niho mechanismu byly pouZzity nejen elektrochemické metody, ale také separacni techniky

a UV/Vis spektroelektrochemie.

5.1. Rhamnazin

5.1.1. Elektrochemicka méreni

Pufrované prostiedi

Elektrochemické chovani rhamnazinu bylo studovdno v pufrovaném prostiedi, obr. 6-17.
Cyklicka voltametrie rthamnazinu, méfend ve vodném pufrovaném prostiedi na elektrod¢ ze
skelného uhliku, vykazuje tfi oxidacni viny v rozmezi potencidlii od -0,3 do 1,5V, obr. 6. Na
obr. 6-A, je vyobrazen cyklicky voltamogram rhamnazinu pifi pH = 6,6, ktery vykazuje prvni
oxidacni vlnu pfi potencidlu 0,32 V. Prvni oxidacni vlna je quazireversibilni a jeji reduk¢ni
protipik se objevuje pii potencidlu 0,27 V. Druhd oxidacni vlna se objevuje pii 0,76 V a treti
oxidacni vlna pii 1,08 V. Obé¢ tyto vlny jsou ireversibilni. Na obr. 6-B je cyklicky voltamogram
rhamnazinu s kone¢nou hodnotou pH =289. Prvni oxidacni vlna pfi potencidlu 0,18 V je
quazireversibilni, jeji redukéni protipik se objevuje pfi potencidlu 0,13 V. Druha oxidacni vlna

pii 0,65 V je ireversibilni, stejn€ jako tfeti oxidacni vlna pfi potencidlu 0,86 V. Na obr. 6-C je
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cyklicky voltamogram rhamnazinu pii pH = 10,5, ktery vykazuje prvni oxidacni vlnu pfi
potencidlu 0,03 V. Druh4 oxida¢ni vlna se objevuje pfi potencidlu 0,41 V a tieti oxida¢ni vlna pfi
potencidlu 0,65 V. Pii této hodnoté¢ pH se v roztoku jiZz nevyskytuji molekuly nedisociované
latky, ale pouze anion, pfipadné dianion. Distribu¢ni diagram vypocteny ze zndmé disociacni
konstanty rhamnazinu je zobrazen na obr. 7. V ptipadé rhamnazinu se uvadi teoreticky vypoctend
disocia¢ni konstanta s hodnotou pK; = 6,14 + 0,40 [164], hodnota pK; neni zndma. Je patrné, Ze

s rostoucim pH roztoku klesa reversibilita prvni oxidacni viny.
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Obr. 6: Vybér cyklickych voltamogramii 3-10* mol-dm™ rhamnazinu na elektrods ze skelného
uhliku v roztoku Brittonova —Robinsonova pufru a 40% ethanolu (v/v) s kone¢nou hodnotou pH:

A) 6,6; B) 8,9; C) 10,5. Rychlost polarizace 0,25 Vst
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Obr. 7: Distribu¢ni diagram rhamnazinu. Hodnota pK;= 6,14 + 0,40 [164], hodnota pK, neni

znama4, viz piiloha 1.

K posouzeni elektrochemického chovani rhamnazinu vyznamné pfispélo jeho porovnéani
s oxidacnim mechanismem quercetinu, obr. 8. Quercetin je flavonoidni sloucenina, strukturné
podobné rhamnazinu. Quercetin neobsahuje Zddné methoxy- skupiny, které u rhamnazinu mohou
hrat duleZitou roli v jeho red-ox vlastnostech. Mechanismus oxidace quercetinu ve vodném
prostfedi jsme objasnili v neddvné publikaci [139]. Porovnani cyklickych voltamogrami obou
latek je na obr. 8. Cyklickd voltametrie rhamnazinu vykazuje tfi oxida¢ni viny v rozmezi
potencidlt od -0,3 do 1,2 V ve vodném roztoku pii pH = 6,6 (obr. 8-A, kiivka a). Prvni oxidacni
vlna je reversibilni a odpovidd oxidaci hydroxylové skupiny C4°-OH na kruhu B. V piipadé
rhamnazinu dochézi k oxidaci pii vySSim potencidlu neZ u odpovidajici vlny v ptipadé
quercetinu. Druhd oxidac¢ni vlna souvisi s oxidaci produktu vytvofeného pfi prvni oxidaci. Treti
oxida¢ni vlna souvisi s oxidaci hydroxylové skupiny na kruhu A, stejné¢ jako v piipadé
quercetinu.

Vyznamny rozdil byl pozorovdn v elektrochemickém chovani rhamnazinu a quercetinu
v alkalickém prostiedi. Cyklickd voltametrie quercetinu pifi pH= 10,8 vykazuje dalsi

jednoelektronovou quazireversibilni oxidac¢ni vinu pii potencidlu -0,07 V, jejiZ redukéni protipik
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se objevuje pfi potencidlu -0,21 V. Tato oxidacni vlna (0.) souvisi s oxidaci dianionu quercetinu
piitomného v roztoku pfi této hodnot¢ pH (viz obr. 8-B, kiivka b). Tato jednoelektronova
oxida¢ni vlna neni pfitomna u rhamnazinu ani pifi vysSich hodnotich pH. Pravdépodobné
rhamnazin disociuje do druhého stupné hlife neZ quercetin, ktery méa dvé hydroxylové skupiny na
kruhu B. Podle vypoctenych hodnot ndboji na atomech kysliku a vodiku piislusnych
hydroxylovych skupin Ize pfedpoveédét, Ze po disociaci hydroxylové skupiny v poloze C4” bude
dalsi disociovand hydroxylova skupina v poloze C5. Dianion rhamnazinu neposkytuje oxidac¢ni

vinu ve studovaném rozmezi potencialll. Jeho tvorbu Ize pouze ptedpovidat diky sniZeni oxida¢ni

vlny anionu s rostoucim pH roztoku.
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Obr. 8: Cyklicky voltamogram 3-10™ mol-dm™

a) thamnazinu b) quercetinu na elektrod¢ ze
skelného uhliku v roztoku Brittonova —Robinsonova pufru a 40% ethanolu (v/v) s konecnou

hodnotou pH: A) 6,6; B) 10,8. Rychlost polarizace 0,25 Vst
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Koncentra¢ni zdvislost anodické odezvy rhamnazinu byla méfena cyklickou voltametrii

. 4 4 3 < 7 .
vrozsahu koncentraci 1-107—-3-10" mol-dm™ v pufrovaném prostiedi (obr. 9). S rostouci
koncentraci studované latky dochdzi u vSech tfech oxidacnich vin ke zvySeni méteného proudu.

Vyska oxidac¢niho piku se zvysuje s rostouci koncentraci linearn¢.

1.5 1.0 0.5 0.0

E/V

Obr. 9: Vybér cyklickych voltamogramli rhamnazinu pfi rtznych hodnotich koncentrace
a) 0,1; b) 0,15; ¢) 0,25; d) 0,3 10° mol-dm™ , méfeno na elektrodé ze skelného uhliku v roztoku
Brittonova —Robinsonova pufru a 40% ethanolu (v/v) s kone¢nou hodnotou pH 8,8. Rychlost

polarizace 0,25 V-s™. Cernd te¢kovand kiivka piedstavuje cyklicky voltamogram elektrolytu.

Cyklické voltamogramy (obr. 10) byly zméteny pfi riznych rychlostech polarizace (v rozmezi
0,032 az 1V-s™). S rostouci rychlosti polarizace nariistd vyska oxidaéni viny. Bylo zjiiténo, Ze
anodicky proud prvni oxida¢ni viny vykazuje linedrni zavislost na druhé odmocniné rychlosti
polarizace (obr. 11). Oxidacni proces je diftizné fizen. Ze zdznamu cyklické voltametrie s riiznou
hodnotou rychlosti polarizace byl vynesen graf zdvislosti potencidlu prvni oxida¢ni viny na

rychlosti polarizace (obr. 12). U pika v cyklické voltametrii byl pozorovdn posun potencidlu
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Vv

k pozitivnéjsim hodnotdm se zvySujici se hodnotou rychlosti polarizace. Tato zdvislost je linedrni
se smérnici 0E/6 log v =36 mV. Jelikoz 6E/6 log ¢ je 2 mV, oba tyto vysledky ukazuji, Ze po
elektronovém ptenosu nedochdzi k bimolekuldrni chemické reakci, napi. dimerizaci. Pro
dimerizaci, kterd nasleduje pfenos jednoho elektronu, jsou typické hodnoty
OE/d log v = SE/S log ¢ = 19mV [154]. JelikoZ coulometrickd méteni (viz kap.5.1.3.) ukéazala, Ze
pii oxidaci dochézi k pienosu dvou elektrond, vysledek 0E/d log v =36 mV ukazuje na ECE

proces (viz kap. 3.10.3.).

-1/ pA

0.2 0.0 -0.2
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Obr. 10: Vybér cyklickych voltamogramt 3- 10 mol-dm™ rhamnazinu naméfeny na elektrod¢ ze
skelného uhliku roztoku Brittonova —Robinsonova pufru a 40% ethanolu (v/v) s konecnou

hodnotou pH 8,8. Rychlost polarizace a) 0,032; b) 0,064; ¢) 0,125; d) 0,25; e) 0,5; f) 1 Vs,
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Obr. 11: Zavislost vysky prvniho oxida¢niho piku (I.) na druhé odmocning rychlosti polarizace

vyhodnocena z obr. 10.
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Obr. 12: Zavislost potencidlu prvni oxidacni vlny (I.) na rychlosti polarizace vyhodnocend

z obr. 10.
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Stejné zdvislosti rychlosti polarizace (v rozmezi 0,032 az 1V-s™) byly zmé&feny pro viechny
meétfené hodnoty pH (pH 4,3 az 11,4) s podobnymi vysledky. Obr. 13 byl vybran jako piiklad
elektrochemického chovani v neutrdlnim prostiedi. Se vzrustajici rychlosti polarizace vzrista i
vysSka oxidacni vlny. Zavislost anodického proudu prvni oxida¢ni viny na druhé odmocniné
rychlosti polarizace pti pH =7,4 je linearni (obr. 14), proces je kontrolovan difuzi. Déle byl
vynesen graf zdvislosti potencidlu oxidacni viny na rychlosti polarizace, obr. 15. Tato zavislost je
linedrni se smérnici 33 mV. Tyto vysledky jsou v souladu s jiz uvedenymi vysledky (obr. 10 —
12) a také se zdvislostmi v celém rozsahu meétenych pH. Toto napovidd, Ze nedisociovand

molekula 1 molekula aniontu se oxiduje podobnym mechanismem.

o4 03 02 01 00 -01 -0.2 -03

E/V

Obr. 13: Vybér cyklickych voltamogramt 2- 10 mol-dm™ rhamnazinu naméfeny na elektrod¢ ze
skelného uhliku roztoku Brittonova —Robinsonova pufru a 40% ethanolu (v/v) s konecnou

hodnotou pH 7,4. Rychlost polarizace a) 0,032; b) 0,064; ¢) 0,125; d) 0,25; e) 0,5; f) 1V-s?.
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Obr. 14: Zavislost vysky oxida¢niho piku (I.) na druhé odmocniné rychlosti polarizace

vyhodnocena z obr. 13.
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Obr. 15: Zavislost potencidlu oxida¢niho piku (I.) na rychlosti polarizace vyhodnocena z obr. 13.
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Vliv pH na chovani rhamnazinu pfi cyklickych voltamogramech na elektrod¢ ze skelného uhliku
byl sledovan v Brittonové-Robinsonové pufru a 40% ethanolu (v/v) v rozmezi pH 4,3 az 11,4.
Zaznamenané kiivky jsou na obr. 16.

S rostouci hodnotou pH dochédzi k posunu potencidlu vSech tifi oxidacnich vin rhamnazinu
smérem k niZ§im hodnotam potencidlu. Z toho je patrné, Ze na celkovém mechanismu oxidace se
ucastni vodikové ionty. Potencidl kazdé oxidacni viny klesa s rostouci hodnotou pH roztoku a
tento posun je doprovdzen ztratou reversibility prvni oxidacni vlny, jak ukazuje vloZeny obrazek

v obr. 16.

il pA

0.4 0.2 0.0 -0.2

. E/V _, .
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Obr. 16: Vybér cyklickych voltamogramil 3-10™ mol-dm™ rhamnazinu na elektrods ze skelného

uhliku v roztoku Brittonova —Robinsonova pufru a 40% ethanolu (v/v) s kone¢nou hodnotou
pH: a) 4,3; b) 6,6; ¢) 7,5; d) 8,9; e) 9,9; f) 10,5; g) 11,4. Rychlost polarizace 0,25 v-s Vlozeny
obrazek ukazuje cyklické voltamogramy pii uvedenych hodnotidch pH, kdy je smér polarizace

zménén za prvni oxidaéni vinou.
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Zavislost potencidlu viny Ep na pH (obr. 17) je charakterizovan piimkovou zavislosti se smérnici
66 mV-dec'. Pokud se smérnice blizi teoretické hodnot& 59 mV~deC'1, pfi elektrochemické
reversibilni reakci dochdzi k vyméné stejného poctu protonti a elektronti podle rovnice
E1p=E;,""="-[0,059 - (m/n) - pH], kde E, je palvlnovy potencial, E; """ je ptlvinovy potencial
pfi daném pH, m pocet protont, n pocet elektronil [165], a proto 1ze usuzovat, Ze na celkovém
oxida¢nim mechanismu rhamnazinu se podili dva elektrony a dva protony. Pii vyméné jednoho

protonu a dvou elektronti bude hodnota smérnice polovi¢ni (29 mV).

05 [ ¥ v T v T v T v T v T v T v T ]
0.4:- -:

. 0.3 ]
S | :
0.2} ]
0.1 :- -:
0.0L ]

4 5 6 7 8 9 10 11 12

pH

Obr. 17: Zavislost Ep na pH pro rhamnazin v roztoku Brittonova —Robinsonova pufru a 40%

ethanolu (v/v) vyhodnocend z obr. 16.
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Nepufrované prostiedi

Cyklicky voltamogram rhamnazinu (obr.18) v nepufrovaném prostiedi vykazuje tii anodické
oxidacéni signdly, v rozmezi potencidli od -0,5 do 1,3 V. Prvni anodickd oxida¢ni vlna je pfi
potencidlu -0,1 V. Prvni oxidacni vlna je quazireversibilni a jeji reduk¢ni protipik se objevuje pii
potencidlu -0,17 V. Druhd oxida¢ni vina se objevuje pfi potencidlu 0,53 V a tfeti oxidacni vlna

pii potencidlu 1,1 V. Druh4 a tfeti vlna jsou ireversibilni.

[ nA
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Obr. 18: Vybdr cyklickych voltamogramii 4,3-10%mol-dm™ rhamnazinu namé&fenych na

elektrodé ze skelného uhliku ve smési 0,1 mol-dm™ KCI s4-10” mol-dm™ KOH. Rychlost
polarizace 0,25 V- st
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Zavislost anodické odezvy rhamnazinu na koncentraci byly meéfeny cyklickou voltametrii
v rozsahu koncentraci 2,3 - 10* — 1,07 - 10° mol-dm™ ve vodném nepufrovaném prostiedi
(obr. 19). Zavislost potencidlu prvni oxidacni vlny na koncentraci studované litky byla
v méfeném rozsahu linearni. Od koncentrace 5,2- 10* mol-dm™ rhamnazinu dochézi k objeveni
oxidaéni viny 1b (obr. 19), kterd se dale s rostouci koncentraci zvétSuje. Tato oxida¢ni vlna patii
pravdépodobné oxidaci produktu, ktery se tvoii pfi potencidlu odpovidajici prvni oxidaéni ving.
Zavislost vySky oxidac¢ni viny na mocniné koncentrace neni linedrni. Tvorba tohoto produktu
neni podporovana bimolekuldrni reakci. Tento fakt je v souladu s ECE mechanismem, zjiSténym

pro pufrované prostiedi.
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Obr. 19: Vybér cyklickych voltamogrami rhamanzinu pfi rGznych hodnotich koncentrace
a) 0,23; b) 0,36; ¢) 0,43; d) 0,52, ¢) 0,81, f) 1,07 10° mol-dm'3, meéreno na elektrodé ze skelného
uhliku v roztoku ve smé&si 0,1 mol-dm™ KCI s4-10°mol-dm™ KOH. Rychlost polarizace
0,25 V-s™.
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Tuto skuteCnost potvrzuje zdznam cyklickych voltamogrami, (obr. 20), pfi zvysujici se rychlosti
polarizace (rozmezi 0,032 az 1V-s'). Rhamnazin poskytuje tii oxidatni viny v rozsahu
potencidlt od -0,5 do 1,3 V. Se zvysujici se rychlosti polarizace vzristd vySka vSech oxidacnich
vIn. Od rychlosti polarizace 0,25 V-s™ dochazi k objeveni nové oxidaéni vlny, Ib, pfi potencidlu
0,24 V. V pufrovaném prostiedi nebyla oxidac¢ni vlna Ib nalezena. V nepufrovaném roztoku
dochdzi k lokdlni zméné koncentrace vodikovych iontli u povrchu elektrody. Tento jev miiZe mit
vliv na tvorbu oxida¢nich produkti a meziprodukt u povrchu elektrody. Také v nepufrovaném
roztoku byla zjiSténa linedrni zdvislost vySky oxida¢ni viny na druhé odmocniné rychlosti
polarizace (obr. 21), potvrzujici, Ze d¢j je fizen diftuzi. Zavislost potencidlu prvni oxida¢ni viny
na rychlosti polarizace je vynesena na obr. 22. Stejné jako u pufrovaného prostiedi i

v nepufrovaném prostiedi byl pozorovan posun potencidlu k pozitivn€j$im hodnotdm se zvySujici

se hodnotou rychlosti polarizace. Tato zdvislost je linedrni, SEp/6 log v = 26 mV.

-20 i i 1 M i M i 1 M M | A " El'}l’\!n M n M i
1.0 0.5 0.0 0.5

E/V

Obr.20: Vybér cyklickych voltamogrami 3,3-10™ mol-dm™ rhamnazinu namé&fenych na elektrods
ze skelného uhliku ve smési 0,1 mol-dm™ KCI s4-10° mol-dm™ KOH. Rychlost polarizace
a) 0,032; b) 0,125; ¢) 0,25; d) 0,5; ¢) 1V-s™",
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Obr. 21: Zavislost vysky oxida¢niho piku (I.a) na druhé odmocning rychlosti polarizace odectena

z obr. 20.
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Obr. 22: Zavislost potencidlu oxidacni viny (I.a) na rychlosti polarizace odectena z obr. 20.
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5.1.2. Stabilita rhamnazinu

Dlouhodobd chemicka stabilita byla zkoumana nékolika zptisoby, a to pomoci spektrometrickych
a chromatografickych méfeni. Rhamnazin v roztoku smési 0,1 mol-dm™ KCI s 4-10” mol-dm™
KOH byl vystaven pfirozenym podminkdm ptisobeni atmosférického kysliku. Jeho absorp¢ni
spektrum namétené v inertni atmosféfe argonu ukazuje kiivka a, obr. 23. Obr. 23 ukazuje zdznam
zmeény absorpcnich spekter po otevieni kyvety v prodluZujicich se intervalech az do nékolika
hodin. Spektra béhem interakce se vzduSnym kyslikem vykazuji pokles absorpéniho pasu pii
266 nm, 430 nm a zvySeni absorpéniho pésu pii 296 nm a 358 nm. Pokles absorpcniho pasu u
430 nm a nardst u 358 nm napovidaji vzniku oxida¢niho produktu 2,4-dihydroxy-2-(4-hydroxy-
3-methoxybenzoyl)-6-methoxy-benzofuran-3(2H)-onu (R1). Na obr. 23-B muizeme vidét jak
absorp¢ni pasy oxida¢niho produktu R1 klesaji a vznikaji dal§i absorp¢ni pasy, které odpovidaji
dal§im produktim, na které se produkt R1 ddle rozklddd. Rhamnazin je pln€é degradovédn za
hodinu. Absorpéni spektra produktu R1 a dalSich rozkladnych produkti naméfend po odecteni

pozadi pfi chromatografické analyze ukazuje obr. 27 v kapitole 5.1.3. Elektrolyza.
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Obr 23: Absorpéni spektra 3,6- 10° mol-dm™ rhamnazinu v roztoku smési 0,1 mol-dm™ KClI
s 4-10° mol-dm™ KOH pii expozici vzdu$ného kysliku. A) s riiznou dobou expozice a) 0, b) 360,
¢) 560, d) 760, e) 1160, f) 1560, g) 2520, h) 4520 s. B) s riznou dobou expozice a) 0 s, h) 75min
20s, 1) 92 min, j) 122 h, k)124 h.

Bé&hem sledovani chemické stability byl roztok rhamnazinu vystaven ptsobeni vzdu$ného kysliku
po dobu 90 min a sledovdn separa¢nimi technikami HPLC-DAD a HPLC-MS/MS (obr. 29
v kapitole 5.1.5). Béhem 90 minut bylo sledovdno zastoupeni oxida¢nich produktf, obr. 24.
Absorpéni spektra zaznamenand v piisluSnych retencnich ¢asech pikl se shoduji s absorpénimi
spektry oxidac¢nich produktli. Rhamnazin pfechdzi na oxida¢ni produkty R1 a R7, které se dile

vlivem kysliku rozkladaji na fadu dalSich hydroxyslouc¢enin. Chromatogram na obr. 24-A ukazuje
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piitomnost oxidacnich produkti R1 a R7, které se pravdépodobné vytvofily po kontaktu

s mobilni fazi, ve které je ptitomen kyslik.
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Obr. 24: Kapalinovy chromatogram rhamnazinu A) pfed otevienim vialky B) po 45 min vlivu
vzdugného kysliku C) po 90 min vlivu kysliku. Priitok: 0,2 ml-min™', opticky detektor nastaven na

280 nm. Métené podminky cislo 1.
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5.1.3. Elektrolyza

Roztok rhamnazinu v roztoku smési 0,1 mol-dm™ KCl s 4-10° mol-dm™ KOH byl elektrolyzovan
pii potencidlu 0,005 V. Cyklicky voltamogram meéfeny pied elektrolyzou vykazoval jednu
dominantni oxida¢ni vlnu, kterd se béhem elektrolyzy vytratila. Po elektrolyze na cyklickém
voltamogramu byla registrovdna oxida¢ni vlna u potencidlu 0,67 V, viz obr. 25, kiivka b. Tato
oxida¢ni vlna souvisi se vzniklym oxida¢nim produktem, ktery byl vytvofen béhem elektrolyzy.

Elektricky ndboj spotfebovany béhem elektrolyzy odpovida spotiebé dvou elektroni.

-i/ pA
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Obr. 25: Cyklicky voltamogram 6,2-10™* mol-dm™ rhamnazinu v roztoku smési 0,1 mol-dm™ KCI
s 4-10° mol-dm™ KOH a) pfed elektrolyzou, b) po elektrolyze. Teckovand kiivka zobrazuje
zékladni elektrolyt. Roztok byl elektrolyzovan pii potencidlu 0,005 V.

V pribéhu elektrolyzy bylo odebirdno 40 ul elektrolyzovaného roztoku a davkovano za

nepiistupu vzduchu do septem uzaviené spektrofotometrické kyvety. Zaznamenand absorpcni

spektra vykazuji pokles absorpcnich pdsii pfi 248 nm, 266 nm, 430 nm a zvySeni absorp¢niho
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pasu pfi 296 nm a 358 nm (obr. 26). Absorp¢ni spektrum roztoku po elektrolyze odpovida
absorpcnimu spektru produktu (produkt R1), ktery byl pozd¢ji identifikovan jako hlavni produkt
oxidace. Ostry isosbesticky bod naznacuje, Ze ndslednd chemickd reakce je rychld za téchto

experimentdlnich podminek.
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Obr. 26: Absorpéni spektrum 6,2-10* mol-dm™ rhamnazinu v roztoku smési 0,1 mol-dm™ KCI

500 600

s 4-10° mol-dm™ KOH mé&fené bshem elektrolyzy. Spotieboviano a) 0; b) 0,55; ¢) 1,37; d) 1,58;

e) 1,79 elektront.

Obr. 27 ukazuje absorp¢ni spektra jednotlivych produktli rhamnazinu, které byly analyzovany
pomoci HPLC-DAD techniky. Produkty byly analyzovany v roztoku 0,1 mol-dm™ KCl
a4-10°mol-dm™® KOH. Obr. 27-A 2,4-dihydroxy-2-(4-hydroxy-3-

methoxybenzoyl)-6-methoxy-benzofuran-3(2H)-on (R1) sabsorpénimi maximy 221 nm a

ukazuje produkt
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293 nm. Obr. 27-B zobrazuje absorpcni spektrum produktu 4-hydroxy-3-methoxybenzoové
kyseliny (R2) s absorpénim maximem 198 nm. Na obr. 27-C je spektrum produktu (4-hydroxy-
3-methoxyfenyl) (oxo)octové kyseliny (R3) s absorpénimi maximy 231 nm, 283 nm a 310 nm.
Obr. 27-D zobrazuje absorpéni spektrum produktu 2,6-dihydroxy-4-methoxybenzoové kyseliny
(R4) s absorpénimi maximy 206 nm, 219 nm, 261 nm a 292 nm. Obr. 27-E zobrazuje absorp¢ni

spektrum nezndmého produktu (RS5) s absorpénimi maximy 207 nm a 295 nm.
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Obr. 27: Absorpéni spektra produkti A) R1, B) R2, C) R3, D) R4, E) RS registrovana

v retenc¢nich ¢asech uvedenych v obrazcich po odecteni pozadi kolony.
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5.1.4. UV/Vis spektroelektrochemie rhamnazinu

V pribéhu elektrolyzy v OTTLE cele byla ziskdvdna absorpcni spektra. Spektra ziskand
v priub¢hu elektrolyzy, byla méfena pii potencidlu za prvni oxidacni vlnou (obr. 28-A) a za
druhou oxidac¢ni vinou (obr. 28-B) v roztoku Brittonova —Robinsonova pufru a 40% ethanolu
(v/v) s kone¢nou hodnotou pH = 9,0. Absorpcni spektra prvni oxida¢ni viny vykazuji pokles
absorpcniho pdsu u 231 nm, 266 nm, 420 nm a zvySeni absorpcniho pdsu u 255 nm,
375 nm. Rozklad oxida¢niho produktu R1, ke kterému dochézi béhem elektrolyzy na potencidlu
druhé oxida¢ni vlny, doprovazi snizeni absorpcniho pédsu u 255 nm, 375 nm, 427 nm a zvySeni
absorp¢niho pasu u 227 nm a 293 nm (obr. 28-B).

Spektroelektrochemie v kyselém prosttedi a ve vodném nepufrovaném prostiedi byla také

méfena, ale nenf zde ukdzana, nebot’ vysledky maji stejny trend jako v zdsaditém prostiedi.
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Obr. 28: In situ spektroelektrochemie 6,0-10*mol-dm™ rhamnazinu v roztoku Brittonova —

Robinsonova pufru a 40% ethanolu (v/v) s kone€nou hodnotou pH = 9,0. A) pii potencidlu za

prvni oxidacni vlnou, B) pfi potencidlu za druhou oxida¢ni vlnou.
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5.1.5. Chromatograficka méreni rhamnazinu

Pro zjidténi oxidaénich produktdi byl zvolen vodny roztok smési 0,1 mol-dm® KCI s
4.10” mol-dm™ KOH. Kone&né produkty oxidace byly identifikovany analyzou sloZek po
casteCné nebo tUplné elektrolyze pti konstantnim potencidlu. Byly pouZity metody vysokoucinné
kapalinové chromatografie s detektorem s diodovym polem (HPLC-DAD) a hmotnostnim
detektorem (HPLC-MS/MS). Na obr. 29-A lze vidét kapalinovy chromatogram roztoku
rhamnazinu. V reten¢nim Case tg= 27 min se vytvaii prvni oxida¢ni produkt R1, ktery byl
identifikovén jako oxida¢ni produkt 2,4-dihydroxy-2-(4-hydroxy-3-methoxybenzoyl)-6-methoxy-
benzofuran-3(2H)-on. Tento oxidacni produkt podléhd dal$i oxidaci a rozklddd se na dalsi
nizkomolekularni slou¢eniny (R2 — RS5), obr. 29-B. R1 a dalsi slou¢eniny v chromatogramu byly
charakterizovdny diky spektriim z hybridniho hmotnostniho spektrometru s kvadrupélovym a
praletovym hmotnostnim analyzatorem s ionizaci elektrosprejem (ESI-Q-TOF). Hlavni hodnoty
poméru hmotnosti a ndboje, m/z, pro oxidacni produkt R1 jsou: 345,06 a 183,03. Tento oxidacni
produkt se ddle rozkldda za béZnych podminek na produkty: 4-hydroxy-3-methoxybenzoovou
kyselinu, R2, (m/z hodnota: 167,03), (4-hydroxy-3-methoxyfenyl) (oxo)octovou kyselinu, R3,
(m/z hodnoty: 195,03 a 123,04) a 2,6-dihydroxy-4-methoxybenzoovou kyselinu, R4, (m/z
hodnoty: 211,02 a 167,03). Oxida¢ni produkt RS se ndm nepodafilo identifikovat. Je patrné, ze
oxidaéni produkt R1 vznikd jak za podminek inertni atmosféry, tak pusobenim vzdus$ného
kysliku. V ptfitomnosti kysliku existuje také druhd oxidacni cesta rhamnazinu. Za béZnych
podminek vede ke vzniku 2-hydroxy-6-[(4-hydroxy-3-methoxybenzyl)oxy]-4-methoxyfenyl-2-
(oxo)octové kyseliny (R7), m/z hodnoty: 361,06 a 183,03 (schéma 7). AvSak i R7 slouc¢enina neni
stabilni a rozklddd se na 4-hydroxy-3-methoxybenzoovou kyselinu, R2 a 2,6-dihydroxy-4-
methoxyfenyl) (oxo)octovou kyselinu, R6, (m/z hodnoty: 211,02 a 167,03) podle schématu 8.
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Obr. 29: Kapalinovy chromatogram rhamnazinu A) pied elektrolyzou B) po elektrolyze pfti

potencidlu 0,005 V. Pritok: 0,2 ml-min™", opticky detektor nastaven na 280 nm. M&fici podminky

¢islo 1.

5.1.6. Mechanismus oxidace rhamnazinu

Z vysledkl voltametrickych experimentl a elektrolyzy za konstantniho potencidlu s ndslednou
analyzou oxida¢nich produkti pomoci HPLC-DAD a HPLC-MS/MS byl navrzen mechanismus
elektrochemické oxidace. Elektrochemickd meéfeni ukazala, Ze mechanismus oxidace rhamnazinu
je podobny v celém méfeném rozsahu pH. NavrZzeny mechanismus oxidace zndzoriiuji schémata
5-8. V prvnim reakénim kroku dochdzi ke vzniku chinoidniho meziproduktu, ktery podléha dalsi
chemické reakci za vzniku oxida¢niho produktu R1, schéma 5. Celkovy mechanismus probihd

ECEC mechanismem.
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Schéma 5: Oxida¢ni mechanismus rhamnazinu na chinoidni produkt a nésledné na produkt R1.
Jak ukazala absorp¢ni spektra a analyzy pomoci separa¢nich metod, viz obr. 23 a 24, oxidacni

produkt R1 se vlivem kysliku ddle rozklddd na ftadu dalSich nizkomolekuldrnich

hydroxyslou¢enin, schéma 6. Oxida¢ni produkt R1 se déle rozklada na produkty R2-RS5.
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Schéma 6: Rozklad oxida¢niho produktu R1 na dal$i produkty oxidace.

Schémata 5 a 6 zobrazuji reak¢ni cestu, kde z thamnazinu vznika chinoidni meziprodukt, ktery se
diky chemické reakci pfeméni na oxidacni produkt R1. Ke vzniku produktu R1 dochdzi jak
v pfitomnosti kysliku, tak v inertni atmosféfe argonu. Druhd oxida¢ni reakeni cesta je umoZnéna
diky oxidaci vzdu$nym kyslikem, kdy je rhamnazin vlivem kysliku pfeménén na meziprodukt
7,8a-dihydroxy-2a-(4-hydroxy-3-methoxyfenyl)-5-methoxy-2a,8a-dihydro-8H[ 1,2]dioxeto[3,4b]

chromen-8-on. Obdobny meziprodukt byl v literatufe nalezen pro quercetin [2]. Vlivem kysliku
se didle méni na  2-hydroxy-6-[(4hydroxy-3-methoxybenzoyl)oxy]-4-methoxyfenyl-2-

(oxo)octovou kyselinu, R7. Tento produkt pfi oxidaci v inertni atmosféfe argonu nevznika.
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Schéma 7: Rozklad produktu R7.

Bylo prokézano, ze vlivem piitomnosti kysliku dochdzi nejen k tvorbé oxida¢niho produktu R7,
ale také ke vzniku dal§ich nizkomolekuldrnich rozkladnych produktli, R2 a 2,6-dihydroxy-4-

methoxyfenyl(oxo)octovou kyselinu, R6, jak ukazuje schéma 8.
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Schéma 8: Vznik rozkladnych produktii vlivem kysliku.
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5.2. FISETIN

5.2.1. Elektrochemicka méreni

Pufrované prostiedi

Elektrochemické chovéni fisetinu bylo studovdno ve vodném pufrovaném prostiedi, jak je
zobrazeno na obr. 30-43 . Cyklickd voltametrie fisetinu, méfend na elektrod¢ ze skelného uhliku,
vykazuje rizny pocet vin v zdvislosti na pH prostiedi v rozmezi potencidlt od -0,5 do 1,5 V.
V kyselém prostiedi, konkrétné pti pH 5,3, viz obr. 30-A, je vyobrazen cyklicky voltamogram
fisetinu, ktery vykazuje prvni oxidacni vlnu pfi potencidlu 0,33 V. Prvni oxidaéni vlna (I.) je
quazireversibilni a jeji redukcni protipik se objevuje pii potencidlu 0,27 V. Druhd oxidacni
vlna (II.) se objevuje u potencidlu 1,06 V a tieti oxidacni vlna (IIL.) je u potencidlu 1,27 V. Druha
1 tfeti oxidacni vlna jsou ireversibilni. Na obr. 30-B je cyklicky voltamogram fisetinu v roztoku o
pH 8,2. Druhd oxida¢ni vlna (I.) se objevuje pii potencidlu 0,19 V a je quazireversibilni. Jeji
redukéni protipik se objevuje pii potencidlu 0,14 V. Treti oxidaéni vlna (II.) pfi potencidlu
0,5 V je ireversibilni, stejn¢ jako Ctvrtd oxidacni vlna (IIL.) pfi potencidlu 1,0 V. V tomto mirné
zédsaditém pH se objevuje ¢tvrtd oxidacni vlna (IV.), a to pti potencidlu 0,13V. Tato oxida¢ni vlna
je quazireversibilni a jeji oxidacni protipik se objevuje u potencidlu 0,04 V. Na obr. 30-C je
cyklicky voltamogram fisetinu, ktery vykazuje druhou oxida¢ni vlnu (IV.) pfi potencidlu 0,11 V.
Tato oxida¢ni vlna je quasireversibilni a jeji protipik se objevuje pti potencidlu 0,03 V. Treti
oxida¢ni vlna (IL.) se objevuje pfi potencidlu 0,46 V, ¢tvrtd oxida¢ni vina (IIL.) je u potencidlu
0,86 V. Obé tyto oxidaCni vlny jsou ireversibilni. V cyklickém voltamogramu méfeném
v pufrovaném prostiedi o pH 9,4 se objevuje oxidacni vlna, v tomto piipad¢ nazvand pata (V.),
pii potencidlu -0,03 V. Jeji redukeni protipik se objevuje pii potencidlu -0,13 V. U tohoto pH se
jiz neobjevuje oxidacéni vlna (I.), jako v pifipadé kyselého prostiedi o pH 5,3. Pii pH=9,4 se
v roztoku nevyskytuje molekula nedisociované latky, pouze anion, popiipad¢ dianion. Distribu¢ni
diagram vypocteny ze zndmé teoreticky vypoctené disociacni konstanty fisetinu ukazuje obr. 31.

Hodnota pK; je 6,83 £0,4 [164]. Pro pfibliZzeni procentudlniho zastoupeni jednotlivych forem
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v roztoku pifi vysSSich hodnotich pH jsme pouZili zndmou hodnotu pK, quercetinu [117].
Quercetin ma podobnou chemickou strukturu, velmi blizkou struktufe fisetinu. Vypocty
elektrostatickych potencidlii na jednotlivych atomech kysliku a vodiku obou liatek ukdzaly na

moznou podobnou tvorbu dianionu — disociaci hydroxylovych skupin.

Gl

1.5 1.0 0.5 0.0 -0.5

E/V

Obr. 30: Vybér cyklickych voltamogramt 2-10* mol-dm™ fisetinu na elektrodé ze skelného

uhliku v roztoku Brittonova —Robinsonova pufru a 40% ethanolu (v/v) s kone¢nou hodnotou pH:

A) 5,3; B) 8,2; C) 9,4. Rychlost polarizace 0,25 Vs
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Obr. 31: Distribu¢ni diagram fisetinu vypocteny pouZitim hodnoty pK; = 6,83 + 0,4 [164] (plna
&éra). Teckovana &dra zndzoriuje odhad pritomnosti disociatnich forem AH a A* vypoétenych

pouzitim hodnoty pK, = 8,48 [117], viz ptiloha 2.

K posouzeni elektrochemického chovani fisetinu vyznamné pfispéla pfedchozi studie oxida¢niho
mechanismu quercetinu [139]. Cyklickd voltametrie fisetinu vykazuje ve vodném prostiedi pii
pH = 5,3 tfi oxidacni vlny v rozmez{ potencidli od -0,5 do 1,5 V (obr. 30-A). Prvni oxida¢ni vlna
je quazireversibilni a odpovidd hydroxylové skupin¢ C4°-OH na kruhu B. Pfi tomto pH se
v roztoku vyskytuje nedisociovand forma fisetinu, zde oznaCend jako AH,, viz distribu¢ni
diagram, obr. 31. Druhd oxida¢ni vlna souvisi s oxidaci produktu vytvofeného pfi prvni oxidaci.
Pfi potencidlu tieti oxidani vlny se oxiduje hydroxylovad skupina na kruhu A, stejn¢ jako
v piipad¢ quercetinu a rhamnazinu. Cyklickd voltametrie fisetinu pfi pH = 8,2 vykazuje prvni
oxida¢ni vinu pii potencidlu 0,13 V. Tato oxidacni vlna oznacend jako (IV.) je oxidacni vlna
disociované formy AH’, kterd pfi tomto pH v roztoku prevlada. Pii tomto pH je stdle patrnd
oxida¢ni vlna I., kterd ukazuje, Ze v roztoku je stdle pfitomnd nedisociovand vlna fisetinu.
Cyklicka voltametrie pii pH = 10,5, obr. 32-A, zobrazuje prvni oxida¢ni vlnu (V.). Jde o oxidaci

dianionu, zde oznaGeno jako A%, ktery se v roztoku pii tomto pH jiz vyskytuje. JelikoZ se tato
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vlna neobjevuje v cyklické voltametrii fisetinu pfi pH = 8,2, 1ze usuzovat, Ze hodnota pK, pro
fisetin bude vys$i neZz hodnota pK; = 8,48 pouZzitd pro vypocet distribu¢niho diagramu. Pro
porovnani elektrochemického chovani byl vynesen cyklicky voltamogram za stejnych podminek

pro fisetin (obr.32-A) a pro quercetin (obr. 32-B).

1.0 0.5 0.0 -0.5

E/V

Obr. 32: Cyklicky voltamogram 3- 10” mol-dm™ A) fisetinu, B) quercetinu méfeny na elektrodé

ze skelného uhliku v roztoku Brittonova-Robinsonova pufru a 40% ethanolu (v/v) s kone¢nou

hodnotou pH 10,5. Rychlost polarizace 0,25 V-s™.
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Koncentracni zédvislost anodické odezvy fisetinu byla méfena cyklickou voltametrii v rozsahu
koncentraci 5-10° - 3-10* mol-dm™ v pufrovaném vodném prostiedi (obr. 33). S rostouci
koncentraci studované latky dochdzi u vSech vin k zvySeni méfeného proudu. Zavislost vysky

piku fisetinu na jeho koncentraci jsou v m¢feném rozsahu linearni.

1.5 1.0 0.5 0.0 -0.5

E/V

Obr. 33: Vybér cyklickych voltamogrami fisetinu na elektrod¢ ze skelného uhliku v roztoku
Brittonova —Robinsonova pufru a 40% ethanolu (v/v) pii pH: A)5,3 sriznou hodnotou
koncentrace a) 5-107; b) 1-10™ ¢) 1,5-10% d) 2-10™; e) 3-10* mol-dm™; B) 8,2 s riznou
hodnotou koncentrace a) 2-107; b) 2,5-10%; ¢) 3-10™; d) 3,5-10%; e) 4-10* mol-dm™; C) 9.4
s riiznou hodnotou koncentrace a) 1-10™; b) 1,5-10™; ¢) 2,5-10™; d) 4,5-10; e) 6-10™ mol-dm™.
Rychlost polarizace 0,25 V-s™.
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Obr. 34 ukazuje cyklické voltamogramy fisetinu, které byly méfeny pii riznych rychlostech
polarizace (v rozmezi 0,032 az 1 V-s™), pro viechny mé&fené hodnoty pH. S rostouci rychlosti
polarizace nartistd vySka oxidacni viny a ddle byl pozorovan posun potencidlu k pozitivnéjsim
hodnotdm. Po vyneseni vysky prvni oxida¢ni viny na druhé odmocniné rychlosti polarizace byla
zjisténa linedrni zavislost (obr. 35). Linearni zavislost odpovida d¢ji fizenému difuzi. Ze zaznami
cyklické voltamterie s riznou hodnotou rychlosti polarizace byl vynesen graf zdvislosti
potencidlu prvni oxida¢ni viny na rychlosti polarizace, obr. 36. Vysledek 6Ep/d log v =19 mV
naznaCuje typickou hodnotu pro pfitomnost bimolekuldrni chemické reakce. Pokud po
jednoelektronovém ptenosu ndsleduje bimolekuldrni reakce, 1ze ji ze zdvislosti potencidlu na

rychlosti polarizace a koncentraci urcit. V piipad¢€ fisetinu jde o dvouelektronovy proces a

zavislost potencidlu na koncentraci ukazuje na jiny vysledek, dEp /6 log ¢ = 34 mV.

/ uA
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1.5 1.0 0.5 0.0 -0.5
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Obr. 34: Vybér cyklickych voltamogramt 1-10 mol-dm™ fisetinu namé&fenych na elektrodé ze
skelného uhliku roztoku Brittonova —Robinsonova pufru a 40% ethanolu (v/v) s konecnou

hodnotou pH 5,3. Rychlost polarizace a) 0,032; b) 0,064; c) 0,125; d) 0,25; e) 0,5; f) Vs
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Obr. 35: Zavislost vySky oxida¢niho piku (I.) na druhé odmocniné rychlosti polarizace odectend

z obr. 34.
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Obr. 36: Zavislost potencidlu oxidacni viny (I.) na rychlosti polarizace odectend z obr. 34.
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Obr. 37 ukazuje cyklické voltamogramy pii rtizné rychlosti polarizace v roztoku fisetinu o
pH =8,2. Stejn¢ jako u méfeni pii pH=35,3 byla zjiSténd vzristajici vyska viny s rostouci
rychlosti polarizace a poloha oxidacni viny se posouvala ke kladné&jSim hodnotdm. Zavislost
anodického proudu oxidac¢ni viny na druhé odmocniné rychlosti polarizace je linedrni (obr. 38),
proces je kontrolovdn difuzi. Dédle byl vynesen graf zdvislosti potencidlu oxida¢ni vlny na
rychlosti polarizace SE/8 log v, obr. 39. Tato zavislost je linedrni se sm&rnici 26 mV -dec™.
Zavislost 0E/6 log ¢ =31 mV. Tyto hodnoty jsou blizké teoretickym hodnotdm 30 mV, které
podporuji ECE-DISP mechanismus. Od rychlosti 0,065 V-s' se zviditelnila oxidaéni vlna pfi

potencidlu 0,12 V.

1.0 0.5 0.0 -0.5

E/V

Obr. 37: Vybér cyklickych voltamogrami 2-10™* mol-dm™ fisetinu naméfenych na elektrodé ze
skelného uhliku roztoku Brittonova —Robinsonova pufru a 40% ethanolu (v/v) s konecnou

hodnotou pH 8,2. Rychlost polarizace a) 0,032; b) 0,064; c) 0,125; d) 0,25; e) 0,5; ) 1 Vs
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Obr. 38: Zavislost vySky oxida¢niho piku (IV.) na druhé odmocniné rychlosti polarizace odectend

z obr. 37.
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Obr.39: Zavislost potencidlu oxidac¢ni viny (IV.) na rychlosti polarizace odectend z obr. 37.
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Dale jsme ptikrocili k méteni cyklickych voltamogrami pii pH 9,4 (obr. 40), s rGznou rychlosti
polarizace (v rozmezi 0,032 az 1 V-s™). Fisetin ve vodném pufrovaném prostiedi vykazuje Gtyfi
oxidacéni viny, které se zvySuji se vzrastajici rychlosti polarizace. Pii uvedeném pH se vyskytuje
v roztoku dianion, ktery se oxiduje pti potencidlu prvni oxida¢ni viny (V.). Tato oxida¢ni vlna je
jednoelektronovd. Po vyneseni zavislosti anodického proudu prvni oxidac¢ni viny (V.) byla
zjisténa linedrni zdvislost na druhé odmocnin€ rychlosti polarizace. Ze zdznamu cyklické
voltametrie s rdznou hodnotou rychlosti polarizace byl vynesen graf zdvislosti potencidlu
oxidacéni viny (V.) na rychlosti polarizace 6Ep/d log v, obr. 41. Tato zdvislost je linedrni, a to dle
smérnice 7 mV. Tento vysledek vyvraci dimerizaci.

Zavislost anodického proudu druhé oxidacni viny (IV.) na druhé odmocnin€ rychlosti polarizace
pfi pH = 9.4 je linedrni, proces je také kontrolovan difuzi. Tento vysledek je ve shodé€ s vysledky
kyselejSich roztokd (obr. 35 a 38). Zavislost potencidlu oxida¢ni viny (IV.) na rychlosti
polarizace je vynesena na obr. 41. Tato =zdvislost je linedrni se smérnici

O0Ep/6 log v =32 mV a jen ovétuje vysledky pufrovaného prostredi s pH = 8,2.

Mol ey
1.0 0.5

E/V

Obr.40: Vybér cyklickych voltamogramu 3- 10 mol-dm™ fisetinu naméfenych na elektrodé ze
skelného uhliku roztoku Brittonova —Robinsonova pufru a 40% ethanolu (v/v) s konecnou

hodnotou pH 9.,4. Rychlost polarizace a) 0,032; b) 0,064; ¢) 0,125; d) 0,5; e) 1v-st,
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Obr.41: Zavislost potencidlu oxida¢niho piku IV. (@) a V. (0) na rychlosti polarizace odectena

z obr. 40.

Jak je vidét z predchozich odstavci, oxidace fisetinu je zdvisld na pH, obr. 42-A. V kyselém
prostedi do hodnoty pH = 7,4 dominuje oxida¢ni pik formy AH,. Od pH > 9,4 se objevuje dalsi
oxidacni vlna, tentokrdt odpovidajici formé A% Vyska piku formy AH, se sniZuje s rostouci

hodnotou pH.

S rostouci hodnotou pH dochdzi k posunu potencidlu vSech oxida¢nich vin smérem k niz§im
hodnotdm potencidlu, obr. 42-B. Z toho je patrné, Ze na celkovém mechanismu oxidace se Gc¢astni
vodikové ionty. Potencidl kazdé oxidacni viny klesd s rostouci hodnotou pH roztoku a tento

posun je doprovazen ztratou reversibility oxida¢ni viny (I.), jak je vidét na vloZzeném obr. 42.

85



Obr.42: Vybér cyklickych voltamogrami 2-10* mol-dm™ fisetinu na elektrodé ze skelného
uhliku v roztoku Brittonova —Robinsonova pufru a 40% ethanolu (v/v) s kone¢nou hodnotou pH:
a)4,4;b)4,9;c)5,2;d) 6,2;e) 7.4; 1) 8,2; g) 9,4; h) 10,8; 1) 11,2. Rychlost polarizace 0,25 Vst
VloZeny obrdzek ukazuje cyklické voltamogramy pii uvedenych hodnotich pH, kdy je smér

polarizace zménén za prvni oxida¢ni vinou.
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Zavislost potencidlu piku fisetinu na pH (obr. 43) je tvofena dvéma linedrnimi dseky se smérnici
68 mV-pH"' a 26 mV-pH'. Smémice bliZici se teoretické hodnoté 59 mV-pH"' napovidd, Ze
proces zahrnuje stejny pocet protont a elektronli. Za predpokladu, Ze v prvnim stupni oxidace
fisetinu se uvolnuji 2e’, odpovidd vyssi hodnota smérnice zjiSténé pro kyselé a neutrdlni prostiedi
ztraté 2H" a niZsi hodnota, zjisténd pro alkalické roztoky, ztrdté 1H". Priisecik obou pifmek pfi
pH 7.5 odpovidéd zdanlivé distribu¢ni konstanté¢ (pK’,=7,5). Tato hodnota se 1i$i od teoretické
vypocitané hodnoty fisetinu pK; = 6,83 + 0,4 [164], coZ je v souladu s literaturou. Zdanlivd pK”
je zpravidla vyssi nez pK, zjiSténd napt. spektrofotometricky a miiZze se liSit azZ o 3 jednotky pH

[139,166].

05 -7t v r < r 111717

0.0 [ o [ o [ o [ o [ o [ o [ o [ o
4 5 6 7 8 9 10 11 12
pH

Obr. 43: Zavislost potencidlu piku na pH pro fisetin vyhodnocend z obr. 42.
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Nepufrované prostiedi

Cyklicky voltamogram fisetinu (obr. 44) v nepufrovaném prostiedi vykazuje tfi anodické
oxidaéni signdly v rozmezi potencidlti od -0,5 do 1,3 V. Prvni anodickd oxida¢ni vlna je pfi
potencidlu -0,11 V. Prvni oxida¢ni vlna je quazireversibilni a jeji redukéni protipik se objevuje
pii potencidlu -0,17 V. Druh4 ireversibilni oxida¢ni vlna se objevuje pii potencidlu 0,35 V a treti

ireversibilni oxida¢ni vlna pfi potencidlu 0,65 V.

[ pA
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Obr. 44: Cyklicky voltamogram 1,8- 10* mol-dm™ fisetinu naméfeny na elektrodé ze skelného
uhliku ve sm&i 0,1 mol-dm® KCl s4-10°mol-dm® KOH. Rychlost polarizace
0,25 Vs

Zavislosti anodickych odezev fisetinu na koncentraci byly meéfeny cyklickou voltametrii

v rozsahu koncentraci 1,8- 10° - 8,6 10 mol-dm™ ve vodném nepufrovaném prostiedi (obr. 45).
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Pfi dostate¢ném piibliZeni je na cyklickém voltamogramu je$té vidét vina I. Pomér vysek vin IV.
a L. je pro kazdou koncentraci zachovan. V roztoku se fisetin vyskytuje pfevazné v disociované

formé AH'.

0.5 0.0 -0.5

E/V

Obr. 45: Vybér cyklickych voltamogramti fisetinu pfi riznych hodnotich koncentrace
a) 1,8; b) 3,4;¢) 4,7, d) 5,8, e) 7,1, f) 8,6~10'3 mol~dm'3, méfenych na elektrodé ze skelného
uhliku v roztoku ve smé&si 0,1 mol-dm™ KCI s4-10°mol-dm™ KOH. Rychlost polarizace
0,25 V-s™.

Dile jsme se zaméfili na méfeni cyklickych voltamogrami fisetinu (obr. 46) s riznou rychlosti
polarizace (v rozmezi 0,032 az 1 V-s™). Fisetin poskytuje tfi oxidacni vlny v rozsahu potencialt
od -0,5 do 1,3 V. Se zvysujici se rychlosti polarizace vzrustd vySka vSech oxida¢nich vin.
Z cyklickych voltamogramil byly vyneseny zdvislosti vyS§ky prvni oxida¢ni vlny (IV.) na druhé

vvvvv

difizi. Z cyklickych voltamogrami byla vynesena zdvislost potencidlu prvni oxida¢ni viny (IV.)
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Vv

na rychlosti polarizace, obr. 48. Byl pozorovdn posun potencidlu k pozitivn€j$im hodnotdm se

zvySujici se hodnotou rychlosti polarizace a smérnice SEp/d log v =27 mV.

-1/ pA

4
<
15 |- 5
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Obr. 46: Vybér cyklickych voltamogramt 3,4- 10 mol-dm™ fisetinu nam&fenych na elektrod& ze
skelného uhliku ve smési 0,1 mol-dm™ KCI s4-10” mol-dm™ KOH. Rychlost polarizace a)
0,032; b) 0,064; ¢) 0,125; d) 0,25;¢) 0,5; ) 1 Vst
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Obr. 47: Zavislost vysky oxida¢niho piku (IV.) na druhé odmocniné rychlosti polarizace

vyhodnocend z obr. 46.
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Obr. 48: Zavislost potencidlu oxida¢niho piku (IV.) na rychlosti polarizace vyhodnocend z obr.

46.
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5.2.2. Stabilita fisetinu

Chemicka stabilita byla zkoumand dvéma zpisoby, konkrétné pomoci spektrometrickych a
chromatografickych méfeni. Fisetin ve vodném nepufrovaném roztoku byl vystaven pfirozenym
podminkdm, tedy ptisobeni vzdusného kysliku. Jeho ménici se absorpcni spektrum v zavislosti na
dobé expozice ukazuje obr. 49. Na obr. 49, kiivka a ukazuje absorpCni spektrum naméfené
v inertni atmosféfe argonu. Kfivky b-j na obr. 49 ukazuji zdznam absorpc¢nich spekter po otevieni
kyvety v prodluzujicich se ¢asovych intervalech az po né€kolik hodin. Spektra béhem interakce se
vzdusnym kyslikem vykazuji narast u 338 nm a pokles absorp¢nich pasti u 237 nm, 282 nm a
419 nm. Pokles pdsu u 419 nm a nartist u 338 nm odpovidaji vzniku oxida¢niho produktu 2-(3,4-
dihydroxybenzoyl)-2,6-dihydroxy-1-benzofuran-3(2H)-onu (F2). Na obr. 49-B miZeme vidét jak
absorpcni pasy produktu F2 klesaji a vznikaji dal$i absorp¢ni pdsy, které odpovidaji dalSim
oxidac¢nim produktiim, na které se oxidacni produkt F2 rozklada. Fisetin je upln¢ degradovén za

13 minut.
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Obr. 49: Absorpéni spektra 4-10° mol-dm™ fisetinu v roztoku smési 0,1 mol-dm™ KCI s
4-10 mol-dm™ KOH pfi expozici vzduiného kysliku. A) s riiznou dobou expozice a) 0, b) 100,
c) 180, d) 280, e) 400, f) 760 s. B) s riznou dobou expozice a) 0 s, f) 12min 40s, g) 22min 20s,
h) 49min 20s, i) 4h 24min 20s, j) 71h 59min.

Chemicka stabilita byla sledovédna také pomoci chromatografickych méfeni. Roztok fisetinu byl
vystaven vlivu vzduS$ného kysliku a proméfen ve vysokoucinné kapalinové chromatografii, kde
bylo sledovano zastoupeni jednotlivych produkti, obr. 50. Fisetin se vlivem vzdu$ného kysliku
nejprve rozkladd na produkt F1, ktery se ddle pfeméni na produkt F2. Tyto produkty se dile
rozkladaji na dalsi produkty F3-F9. Dle obr. 50-A-C je patrné, Ze rozklad fisetinu je velice rychly
proces, a proto je nutné piisné dodrzovat postup, ktery zaruci inertni prostfedi. Jak je vidét na
obr. 50-B, roztok fisetinu pfipraveny béZnym zplisobem obsahuje kromé fisetinu jeho degradac¢ni

produkty.
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Obr. 50: Kapalinovy chromatogram fisetinu A) pfed pfimym vlivem vzduS$ného kysliku, B)

pfipraveno za béZznych laboratornich podminek ( s pfistupem vzduchu), C) po 40 min vlivu

v

vzdu$ného kysliku. Pritok: 0,2 ml-min™', opticky detektor nastaven na 280 nm. M&¥ici podminky

¢islo 1.
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5.2.3. Elektrolyza

Za ucelem zjisténi oxidanich produktii fisetinu byl jeho roztok 0,1 mol-dm™ KCI
s4-10° mol-dm™ KOH elektrolyzovan pii potencidlu 0,25 V. Cyklicky voltamogram pied
elektrolyzou a po jejim ukonceni ukazuje obr. 51. Vyelektrolyzovany ndboj spotfebovany béhem

elektrolyzy odpovida spotiebé dvou elektroni.

1.5 1.0 0.5 0.0

E/V

Obr. 51: Cyklicky voltamogram 7,2-10™ mol-dm™ fisetinu v roztoku smési 0,1 mol-dm™ KCI s
4-10° mol-dm™ KOH. a) pfed elektrolyzou, b) po elektrolyze. Elektrolyzovano pii potencidlu
0,25 V. Rychlost polarizace 0,25 V.

Obr. 52 vyobrazuje absorpcni spektra produktl fisetinu, které byly analyzovany v roztoku
0,1 mol-dm™ KCl s 4-10” mol-dm™ KOH pomoci HPLC-DAD. Obr. 52-A ukazuje spektrum
oxida¢nitho produktu 2-(3,4-dihydroxybenzoyloxy)-4-hydroxybenzaldehydu (F1) s absorpénimi

maximy 206 nm, 233 nm, 287 nm a 322 nm. Obr. 52-B zobrazuje absorpéni spektrum produktu
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2-(3,4-dihydroxybenzoyl)-2,6-dihydroxy-1-benzofuran-3(2H)-onu (F2) s absorpénimi maximy
209 nm, 257 nm a 295 nm. Na obr. 52-C je spektrum produktu (2,4-dihydroxyfenyl)(oxo)octové
kyseliny (F3) s absorpénimi maximy 205 nm, 217 nm, 260 nm a 294 nm. Na obr. 52-D je
spektrum oxida¢niho produktu fisetinu 2,4-dihydroxybenzoové kyseliny (F4) s absorpénimi
maximy 210 nm, 229 nm, 282 nm a 314 nm. Obr. 52-E zobrazuje absorp¢ni spektrum produktu
3,4-dihydroxyfenyl(oxo)octové kyseliny (F5) s absorpénimi maximy 203 nm, 232 nm, 283 nm a
312 nm. Obr. 52-F ukazuje absorp¢ni spektrum produktu 3,4-dihydroxybenzoové kyseliny (F6)

s absorpnimi maximy 226 nm a 278 nm.
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Obr.52: Absorpéni spektra produkti A) F1, B) F2, C) F3, D) F4, E) F5 F) F6 registrovana

v retenc¢nim Case uvedeném v obrazku. Spektra jsou zobrazena po odecteni pozadi kolony.
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5.2.4. UV/Vis spektroelektrochemie fisetinu

V pribéhu elektrolyzy v OTTLE cele byla ziskdna absorpcni spektra, kterd jsou zobrazena na
obr. 53. Absorp¢ni spektra vykazuji pokles absorpcniho pasu u 208 nm, 235 nm, 277 nm, 421 nm
a zvySeni absorpcniho pdsu u 341 nm. Absorpni pds pii 421 nm je typicky pro
37,4"-dihydroxyfenyl skupinu flavonoida [17]. SniZeni tohoto absorpéniho pdsu potvrzuje, 7Ze

dochdzi k oxidaci v této ¢asti molekuly.
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Obr. 53: In situ spektroelektrochemie 3,1-10'4 mol-dm™ fisetinu v roztoku smési 0,1 mol-dm™

KCl s 4-10” mol-dm™ KOH. M&feno za prvni oxidaéni vinou.
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5.2.5. Chromatograficka méreni fisetinu

Pro zjisténi oxidacnich produktl byly zvoleny separa¢ni analytické metody jako je vysokoucinna
kapalinovd chromatografie s hmotnostnim detektorem (HPLC-MS/MS) a vysokoucinnd
kapalinovd chromnatografie s detektorem s diodovym polem (HPLC-DAD). Kone¢né produkty
oxidace byly identifikovdny analyzou sloZek po ¢astecné nebo uplné elektrolyze pti konstantnim
potencidlu v roztoku smési 0,1 mol-dm™ KCI s 4-10” mol-dm™ KOH. Na obr. 54-A je vyobrazen
kapalinovy chromatogram pted elektrolyzou fisetinu. V retenénim Case tg = 25,5 min je vidét pik
fisetinu. Na obr. 54-B je vyobrazen chromatogram po elektrolyze fisetinu. V reten¢nim Case
tg =23,2min se objevuje oxidacni produkt F1. Tento a dalSi oxidacni produkty byly
charakterizovany spektry z hybridniho hmotnostniho spektrometru s kvadrupélovym a
priletovym hmotnostnim analyzatorem s ionizaci elektrosprejem (ESI-Q-TOF). Hlavni hodnoty
m/z oxida¢niho produktu 2-(3,4-dihydroxybenzoyloxy)-4-hydroxybenzaldehydu, F1, jsou:
273,04; 243,03; 163,00; 135,01 a 109,03. Tento oxida¢ni produkt se ddle preméni na oxidacni
produkt 2-(3,4-dihydroxybenzoyl)-2,6-dihydroxy-1-benzofuran-3(2H)-on, F2, (hodnoty m/z:
301,04; 273,04; 191,00; 153,02 a 135,00), ktery také neni stabilni a rozklddd se. Kone¢nymi
oxidaénimi produkty jsou (2,4-dihydroxyfenyl)(oxo)octova kyselina, F3, (hodnoty m/z:
181,01;165,02; 153,02; 137,03 a 109,03), 2,4-dihydroxybenzoova kyselina, F4, (hodnoty m/z:
153,02; 137,02 a 109,03), 3,4-dihydroxyfenyl(oxo)octova kyselina, F5, (hodnoty m/z: 181,01;
153,02 a 109,03), 3,4-dihydroxybenzoova kyselina, F6, (hodnoty m/z: 153,02 a 109,03),
(2E)-7-hydroxy-2-(3"-hydroxy-4"-oxocyklohexa-2",5"-dien-1"-yliden)-2H-chromen-3.4-dion, F7,
(hodnoty m/z 283,03; 209,08; 187,10; 171,10 a 135,97), (4-hydroxyfenyl)(oxo)octova kyselina,
F8, (hodnoty m/z 165,02) a 4-hydroxybenzaldehyd, F9, (hodnoty m/z 121,03). VSechny oxida¢ni
produkty fisetinu vznikaji jak v pfitomnosti vzduSného kysliku, tak diky elektrolyze v inertni

atmosfére.
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Obr. 54: Kapalinovy chromatogram fisetinu A) pfed elektrolyzou, B) po elektrolyze pii
potencidlu 0,25 V. Pritok: 0,2 ml-min, opticky detektor nastaven na 280 nm. M&kici podminky

¢islo 1.

5.2.6. Mechanismus oxidace fisetinu

Z ptedchozich vysledki analytickych separacnich metod a elektrochemickych méfeni byl
navrZzen oxida¢ni mechanismus fisetinu. NavrZeny mechanismus je vyobrazen na schématech 9-
11. V prvnim kroce se fisetin oxiduje na (2E)-7-hydroxy-2-(3"-hydroxy-4"-oxocyklohexa-2",5"-
dien-1"-yliden)-2H-chromen-3,4-dion, produkt F7, ktery podléha dalsi chemické reakci za vzniku
oxidacntho produktu 2-(3,4-dihydroxybenzoyl)-2,6-dihydroxy-1-benzofuran-3(2H)-onu, F2,

schéma 9.

100



OH
HO (0}
HO o ‘ o -2¢,-2H" ‘ oH
| P —
0]

OH F7
. . o)
fisetin
o)
HO o /‘ H,0 HO on 2 OH
C . C (O
P —
OH
0 0
o) o)
o) o)
HO OH OH HO (o)
OH
L, — T
OH OH
o OH
0o o)
F2

Schéma 9: Oxidaéni mechanismus fisetinu.

Jak ukdzalo méteni stability, at’ uz separacnimi nebo absorpénimi metodami, oxida¢ni produkt F2

se ddle rozklada na fadu nizkomolekuldrnich sloucenin jako jsou F3-F6, schéma 10.
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Schéma 10: Rozklad oxida¢niho produktu F2 na dalsi nizkomolekularni produkty oxidace.

Schémata 9 a 10 ukazuji hlavni reakéni cestu fisetinu. Druhou reakéni cestou je oxidace vlivem
vzduSného kysliku. Z fisetinu vznikd oxidani produkt 2-(3,4-dihydroxybenzoyloxy)-4-
hydroxybenzaldehyd, F1, ktery ddle podléha reakci se vzduSnym kyslikem a produkt F1 se
rozkl4dda na dalsi produkty 3,4- dihydroxybenzoovou kyselinu, F6, (4-hydroxyfenyl)(oxo)octovou
kyselinu, F8, a 4-hydroxybenzaldehyd, produkt F9. Oxida¢ni mechanismus je naznafen na

schématu 11.

HO o (o]

0 OH OH
F9 F8 F6

Schéma 11: Rozklad oxida¢niho produktu F1 na nizkomolekuldrni produkty oxidace.

102



5.3.RHAMNETIN

5.3.1. Elektrochemicka méreni

Pufrované prostiedi

Elektrochemické chovani rhamnetinu bylo nejprve studovédno v pufrovaném prostiedi. Cyklicka
voltametrie rhamnetinu byla méfend ve vodném pufrovaném prostiedi v rozmezi potencidlli od
-0,3 do 1,3 V. V tomto rozmezi byl pozorovan razny pocet oxidacnich vin v zdvislosti na pH
prostiedi. V kyselém prosttedi, pti pH = 5,1, viz obr. 55-A, je zobrazen cyklicky voltamogram
rhamnetinu, ktery vykazuje tfi oxidacni vlny. Prvni oxida¢ni vlna (I.) pfi potencidlu 0,31V je
quazireversibilni a jeji redukéni protipik se objevuje pii potencidlu 0,23 V. Druhd oxida¢ni vina
(II.) se objevuje u potencidlu 0,9 V a tfeti oxidacni vlna (III.) pfi potencidlu 1,09 V. Obé tyto viny
jsou ireversibilni. Na obr. 55-B je zobrazen cyklicky voltamogram naméieny pii pH = 9,0. Prvni
oxidacni vlna (V.) pfi potencidlu -0,02 V je quazireversibilni a jeji oxidacni protipik se objevuje u
potencidlu -0,08 V. Druhd oxida¢ni vlna (IV.) se objevuje pfi potencidlu 0,11V a je také
quazireversibilni s protipikem u potencidlu 0,07 V. Treti oxida¢ni vlna (II.) rhamnetinu pii
potencidlu 0,36 V je ireversibilni, stejné¢ jako Ctvrtd oxida¢ni vlna (IIL.) pfi potencidlu 0,84 V.
Obé tyto vlny jsou ireversibilni. Na obr. 55-C je zobrazen cyklicky voltamogram rhamnetinu pii
pH = 10,7. Pii této hodnoté pH se objevuje prvni oxida¢ni vlna (V.) pfi potencidlu -0,17 V. Tato
oxidac¢ni vlna je quazireversibilni a jeji redukéni protipik se objevuje pfi potencidlu -0,22 V. Pti
této hodnoté pH se jiZ neobjevuji oxidacni viny (I. a IV.) jako v pfipadé kyselejSich pH. Druha
oxida¢ni vlna (P) se vyskytuje pfi potencidlu 0,03 V. I v tomto piipad¢ je oxidacni vlna
quazireversibilni s protipikem u potencidlu -0,03 V. Tieti oxidacni vlna (II.) se objevuje pii
potencidlu 0,26 V a ¢tvrtd oxidaéni vlna (III.) pfi potencidlu 0,7 V. Ob¢& tyto viny jsou
ireversibilni. UZ u pH = 9,0 se v roztoku nevyskytuje molekula nedisociované latky, pouze anion
nebo dianion, viz. obr. 56. Na obr. 56 je zndzornén distribu¢ni diagram rhamnetinu vypocteny ze

zndmé disociaCni konstanty rhamnetinu. Teoreticky vypoctend disociacni konstanta rhamnetinu
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je pKi= 6,15+ 0,4 [164]. Pro odhad pfitomnosti disociovanych forem rhamnetinu v roztoku jsme
pouzili hodnotu pK, quercetinu [117], ktery md podobnou chemickou strukturu. V obr. 56 je

moznd disociace do 2.stupné€ zndzornéna teCkovanou kiivkou.

1.0 0.5 0.0
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Obr. 55: Vybér cyklickych voltamogrami 2-10™ mol-dm™ rhamnetinu na elektrodé ze skelného
uhliku v roztoku Brittonova —Robinsonova pufru a 40% ethanolu (v/v) s kone¢nou hodnotou pH:

A) 5,1; B) 9,0; C) 10,7. Rychlost polarizace 0,25 Vst
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Obr. 56: Distribu¢ni diagram rhamnetinu vypocteny pouZzitim hodnoty pK;=6,15+0,4 [164]
(plnd &ira). Tetkovand &ara zndzoriuje odhad piitomnosti disociaénich forem AH a A*

vypoctenych pouzitim hodnoty pK,= 8,48 [117].

Pti posouzeni elektrochemického chovani a oxidacniho mechanismu ndm napomohly jiZ ptedeslé
vysledky oxidacni studie fisetinu a rhamnazinu. Cyklickd voltametrie rhamnetinu v kyselém
prostfedi, obr. 55-A, vykazuje v rozmezi potencidll od -0,3 V do 1,3 V tfi oxidacni vIny. Prvni
oxidacni vlna (I.) je quazireversibilni a odpovidd hydroxylové skupiné¢ C4°-OH na kruhu B
odpovidajici oxidaci AH,, viz obr. 56. Druhd oxidacni vlna (II.) souvisi s oxidaci produktu
vytvofeného pii prvni oxidaci. Treti oxida¢ni vlna (III.) souvisi s oxidaci hydroxylové skupiny na
kruhu A, stejné jako v piipad¢ predeSlych studii. Na obr. 55-B je cyklicky voltamogram
rhamnetinu pii pH = 9,0, vykazuje Ctyfi oxidacni viny. Druhd oxidacni vina (IV.) pfislusi oxidaci
disociované formy AH’, kterd je v roztoku pfitomna pii slabé zasaditém prostredi. Pfi potencidlu
prvni oxidaéni viny (V.) dochézi k oxidaci dianionu A*, viz obr. 56. Cyklickd voltametrie pfi

pH = 10,7, viz. obr. 55-C, zobrazuje Ctyfi oxidacni vlny. Prvni vlna (V.) stejné jak v mirné
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zéasaditém pH souvisi s oxidaci disociované formy A, avSak druhd oxida¢ni vina (P) odpovida

v

v dostate¢ném mnoZstvi zastoupena forma AH’, jak je mozné vidét na distribuénim diagramu na
obr. 56.

Na obr. 57 jsou porovnané cyklické voltamogramy studované latky rhamnetinu a quercetinu ve
stejném prostiedi. V piipad€ rhamnetinu, obr. 57-A, jsou v méfeném rozmezi vidét ¢tyfi oxidacni
vlny stejné tak jako u quercetinu, obr. 57-B. V cyklickych voltamogramech neni patrny

vyznamny rozdil.
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Obr. 57: Cyklicky voltamogram 2-10* mol-dm™ A) rhamnetinu, B) quercetinu méfeny na

elektrod¢ ze skelného uhliku v roztoku Brittonova-Robinsonova pufru a 40% ethanolu (v/v)

s koneénou hodnotou pH = 9,0. Rychlost polarizace 0,25 V-s™'.
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Koncentracni zdvislost anodické odezvy rhamnetinu byla méfena cyklickou voltametrii v rozsahu
koncentraci 5-10° — 2,5-10” mol-dm™ v pufrovaném vodném prostiedi (obr. 58). S rostouci
koncentraci studované latky dochazi u vSech vin ke zvySeni méfeného proudu. Zavislost vysky

piku rhamnetinu na jeho koncentraci je v méfeném rozsahu linedrni.

1.0 05 0.0
E/V

Obr. 58: Vybér cyklickych voltamogrami rhamnetinu na elektrodé ze skelného uhliku v roztoku
Brittonova —Robinsonova pufru a 40% ethanolu (v/v) v rozmezi pH: A) 5,1 s riznou hodnotou
koncentrace a) 5-107; b) 1-107% ¢) 1,5-10% d) 2-10%; €) 2,5-10™ mol-dm™; B)9,0 s riiznou
hodnotou koncentrace a) 5- 107 ;b)) 1- 10'4; c) 1,5 10'4; d) 2 10'4; e) 2,5 10* mol-dm™, Rychlost
polarizace 0,25 V- s,
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Dal$im krokem studie rhamnetinu bylo naméfit cyklické voltamogramy (obr. 59), které byly
méfeny pfi riznych rychlostech polarizace (v rozmezi 0,032 aZ 0,5 V-s™). S rostouci rychlosti
polarizace nartstd vyska oxidaéni viny a dédle byl také pozorovdn posun potencidlu
k pozitivnéjSim hodnotdm se zvySujici se hodnotou rychlosti polarizace. Po vyneseni anodickych
proudi oxidacni vlny na druhé odmocniné rychlosti polarizace byla zjiSténa linedrni zavislost
(obr. 60). Linedrni zdvislost odpovida déji fizenému diftizi. Ze zdznamu cyklické voltamterie byl
vynesen graf zdvislosti potencidlu prvni oxidacni viny na rychlosti polarizace,
O0Ep/d log v=20mV, obr. 61. Vysledek naznafuje typickou hodnotu pro piftomnost
bimolekularni reakce, stejné¢ jako u fisetinu, avSak SEp/d log ¢ = 32 mV ukazuje na jiny vysledek,
zv1asté, kdyz bylo zjisténo, Ze se jednd o dvouelektronovy proces (kapitola 5.3.3.). Zavislost

OEp/d log v pro vyssi hodnoty pH naznacuje, Ze se jednd o ECE mechanismus, jak je diskutovdno

déle.

1.0 0.5 0.0

E/V

Obr. 59: Vybér cyklickych voltamogramti 1- 10* mol-dm™ rhamnetinu naméfeny na elektrodé ze
skelného uhliku v roztoku Brittonova —Robinsonova pufru a 40% ethanolu (v/v) s kone¢nou

hodnotou pH 5,1. Rychlost polarizace a) 0,032; b) 0,064; ¢) 0,125; d) 0,25; e) 0,5 Vs
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Obr. 60: Zavislost vysky oxidac¢niho piku (I.) na druhé odmocning rychlosti polarizace odectena

z obr. 59.
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Obr. 61: Zavislost potencidlu oxidacni viny (I.) na rychlosti polarizace odectend z obr. 59.
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Stejné zavislosti rychlosti polarizace (v rozmezi 0,032 az 0,5 V-s™') byly zméfeny také pro
hodnotu pfi pH = 9,0, obr. 62. Stejn¢ jako u méfeni pii pH = 5,1 byla zjiSténa vzrlstajici vyska
viny se vzriistajici rychlosti polarizace a poloha oxida¢ni viny se také posouvala ke kladnéj$im
hodnotdm potencidlu. Po vyneseni zdvislosti anodického proudu prvni oxida¢ni viny (V.) byla
zjiSténa linedrni zavislost na druhé odmocning rychlosti polarizace, proces je kontrolovan difuzi.
Tyto vysledky jsou ve shod¢ s ptedeslymi. Ddle byl vynesen graf zavislosti potencidlu oxidac¢ni
vilny na rychlosti polarizace 6E/0 log v, obr. 63 Tato zdvislost je linedrni se smérnici
26 mV -dec”. Dile byla analyzovéna druhd oxidacni vlna (IV.). Zdvislost anodického proudu
oxidacni vlny na druhé odmocniné rychlosti polarizace je linedrni. Zavislost potencidlu oxidacni
viny (IV.) na rychlosti polarizace je vynesena na obr. 63. Tato zavislost je linedrni,

SE/3 log v=30mV. V obou piipadech, jak pro oxidaci dianionu A*, tak anion AH, jsou tyto
hodnoty blizké teoretické hodnoté 29 mV -dec™, kter je typicka pro ECE-DISP mechanismus.

0.5
Obr. 62: Vybér cyklickych voltamogrami 1,5- 10 mol-dm™ rhamnetinu naméfenych na elektrods

ze skelného uhliku v roztoku Brittonova —Robinsonova pufru a 40% ethanolu (v/v) s kone¢nou

hodnotou pH 9,0. Rychlost polarizace a) 0,032; b) 0,064; ¢) 0,125; d) 0,25; e) 0,5 Vst
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Obr. 63: Zavislost potencidlu oxidacniho piku IV. (@) a V. (0) na rychlosti polarizace odectena

z obr. 62.

Oxidace rhamnetinu je samoziejmé také zdvisld na pH, obr. 64. V kyselém prostfedi az do
pH = 7,0 dominuje oxida¢ni pik formy AH,. Pfi pH =7,0 se objevuje oxida¢ni pik formy AH,
pro formu A%, Se vzristajici hodnotou pH dochdzi k posunu potencidlu vSech oxidacnich vin
smérem k nizZ§imu potencidlu, obr. 64-B. Z toho je patrné, Ze na celkovém mechanismu oxidace

se podileji vodikové ionty. Posun potencidlu je nejlépe patrny na vloZeném obr. 64-A.
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Obr. 64: A: Vybér cyklickych voltamogrami 2-10* mol-dm™ rhamnetinu na elektrodé ze
skelného uhliku v roztoku Brittonova —Robinsonova pufru a 40% ethanolu (v/v) s konecnou
hodnotou pH: a) 5,1; b) 6,0; ¢) 6,8; d) 7,0; e) 9,0; f) 9,8; g) 10,7. Rychlost polarizace 0,25 Vs
VloZeny obrdzek ukazuje cyklické voltamogramy pii uvedenych hodnotich pH, kdy je smér
polarizace zménén za prvni oxidacni vinou. B: Cyklické voltamogramy jako v obr. 64A

vyobrazené v rozmezi od -0,3 do 0,5 V.
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Zavislost potencidlu piku (I. a IV.) rhamnetinu na pH (obr. 65) je tvofena dvéma linedrnimi
zévislostmi se smérnici 62 mV-pH"' a 24 mV-pH'. Smérnice bliZici se hodnoté teoretické
59 mV-pH" napovidd, Ze reakce probih4 se stejnym po&tem protoni a elektront. Za predpokladu,
Ze v prvnim stupni oxidace rhamnetinu se odstépi 2 e’, odpovidd vySsi hodnota smérnice pro
kyselé a neutrdlni prostfedi, ztrat¢ 2 H*. Priseéik obou linedrnich dseki ptfi pH 8,3 odpovida

zdanlivé disociaéni konstanté.
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Obr. 65: Zavislost potencidlu piku (I. a IV.) na pH pro rhamnetin.

Nepufrované prostiedi

Cyklicky voltamogram rhamnetinu (obr. 66) v nepufrovaném prostiedi vykazuje Ctyfi oxidac¢ni
viny v rozmezi potencidlt od -0,5 V do 1,5 V. Prvni anodickd oxida¢ni vlna (V.) je pfi potencidlu
-0,1 V. Prvni oxidacni vlna (V.) je ireversibilni. Druhd oxida¢ni vlna (IV.) se objevuje pii

potencidlu 0,02 V. Tteti oxidacni vlna (II.) se objevuje u 0,35 V a ctvrtd oxidaéni vina (IIL.) pfi
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potencidlu 0,66 V. Treti (II.) a ctvrta (III.) oxidacni vina jsou ireversibilni. Narozdil od
pufrovaného prosttedi, obr. 67, produkt tvofici se pfi potencidlu prvni oxidacni viny v prostiedi

nepufrovaném podléhd sndze chemické reakci, a proto vlna nevykazuje reversibilitu.

-i/ pA

0.5
Obr. 66: Cyklicky voltamogram 3,5-10* mol-dm™ rhamnetinu naméfeny na elektrodé ze

skelného uhliku ve smési 0,1 mol-dm® KCI s4-10°mol-dm™ KOH. Rychlost polarizace
0,25V-s™.
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Obr. 67: Cyklicky voltamogram 1,5-10*mol-dm™ rhamnetinu naméfeny na elektrodé ze
skelného uhliku v roztoku Brittonova —Robinsonova pufru a 40% ethanolu (v/v) s konecnou

hodnotou pH 9,0.

Dile byl studovan cyklicky voltamogram rhamnetinu (obr. 68) s riiznou rychlosti polarizace
(v rozmezi 0,032 az 1 V-s'). Rhamnetin poskytuje v tomto nepufrovaném roztoku éty¥i oxidaéni
vilny v rozsahu potencidlli od -0,5 do 1,5 V. Se zvySujici se rychlosti polarizace vzristd vySka
vSech oxida¢nich vin. Z cyklickych voltamogrami byly vyneseny zdvislosti anodického proudu
oxidacni vilny (V.) na druhé odmocniné polarizace (obr. 69). Tato zdvislost je linedrni, a proto
odpovida reakci fizené difuzi. Ddle byl vynesen graf zavislosti potencidlu oxida¢ni vlny na
rychlosti polarizace J8E/dlog v, obr. 70. Tato zdvislost je linedrni se smérnici
18 mV. Déle byla vynesend zavislost 0E/0 log ¢ se smérnici 14 mV. Po pfenosu jednoho
elektronu dojde ke vzniku anion radikdlu a je podporovédna bimolekulédrni reakce, pravdépodobné

vznik dimeru.
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Obr. 68: Vybér cyklickych voltamogrami 4,6- 10 mol-dm™ rhamnetinu nam&fenych na elektrods
ze skelného uhliku ve smési 0,1 mol-dm™ KCI s4-107 mol-dm™ KOH. Rychlost polarizace
a) 0,032; b) 0,064; ¢) 0,125, d) 0,25;¢) 0,5; 1) Vs
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Obr. 69: Zavislost vysky oxida¢niho piku (V.) na druhé odmocniné rychlosti polarizace

vyhodnocend z obr. 68.
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Obr. 70: Zavislost potencidlu oxida¢niho piku (V.) na rychlosti polarizace vyhodnocend z obr. 68.
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5.3.2. Stabilita rhamnetinu

Chemicka stabilita byla studovdna dvéma zptlisoby, spektrofotometricky a chromatografickymi
méfenimi. Rhamnetin ve vodném prostiedi byl vystaven ptisobeni vzdusného kysliku a bylo
zjisténo, Ze jeho absorpéni spektrum se méni jiz béhem desitek sekund. Na obr. 71 jsou
vyobrazena absorpcni spektra rhamnetinu v zavislosti na dobé& expozice vzdusnym kyslikem.
Kiivka a na obr. 71 vyobrazuje absorpéni spektrum rhamnetinu naméfené v inertni atmosféfe.
Kfivky b-g na obr. 71 ukazuji zdznam zmény absorpCnich spekter po otevieni kyvety
zaznamenané v ruznych Casovych intervalech. Spektra béhem interakce se vzdusnym kyslikem
vykazuji ndrGst u 296 nm a 357 nm. Absorpcni pds pii 429 nm, charakteristicky pro vychozi
slouceninu, rychle klesd s mirnym bathochromnim posunem. Absorpéni pds s maximem pfi
269 nm také klesa. Tyto zmény v absorpénich spektrech naznacuji vznik oxida¢niho produktu,
ktery se pak dal§Sim vlivem vzdus$ného kysliku rozklada na dalsi produkty, coZ naznacuje pokles
absorp¢nich pdst s maximy u 296 nm a 357 nm, viz obr. 71-B. Rhamnetin je nejvice reaktivni
studovanou slouceninou se vzdusnym kyslikem a je pIné degradovdn po 6 minutich. Tento
vysledek klade diiraz na daleZitost dodrZeni sprdvného postupu piipravy roztoku téchto litek za
inertni atmosféry, kdy také rozpoustédlo je potfeba pfed pouZitim vybublat argonem a zajistit

jeho ptfenos za inertnich podminek.
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Obr. 71: Absorp¢ni spektra 4,7-10'5 mol-dm™ rhamnetinu v roztoku smési 0,1 mol-dm™ KClI s
4.10 mol-dm™ KOH pii expozici vzduiného kysliku: A) s riiznou dobou expozice a) 0, b) 40,
c) 120, d) 240, e) 360 s. B) s riznou dobou expozice a) 0, e) 360, f) 600, g) 800 s.

Dal$im zpiisobem sledovdni chemické stability byla studie chromatografickych métfeni. Na
obr. 72 jsou vyobrazeny chromatogramy, které byly méfeny ihned za sebou po otevieni vialky.
Byl zde pozorovan jasny vliv vzduSného kysliku na stabilitu rhamnetinu. Na obr. 72-A je
uvedeny chromatogram rhamnetinu, kde je jediny pik, a to v reten¢nim Case tg = 25 min. Pik
reprezentuje thamnetin. Na obr. 72-B je chromatogram po 35 minutdch vlivu vzdu$ného kysliku.
Pik rhamnetinu se zmenSuje a je vidét vznik dalSich pikl, konkrétn¢ produkti 2-(3.4-
dihydroxybenzoyl)-2,4-dihydroxy-6-metoxy-1-benzofuran-3(2H)-onu, M1, a 2,6-dihydroxy-4-
metoxyfenyl)(oxo)octové kyseliny, M2. Po dalSich 35 minutach, obr. 72-C, se na chromatogramu
objevuje dalsi produkt, M3, a po dalSich 35 minutich se sniZuje oxidacni produkt M1 a vznikd

dalsi pik produktu M4, 3,4-dihydroxybenzoové kyseliny.
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Obr. 72: Kapalinovy chromatogram rhamnetinu A) pfed vlivem vzdusného kysliku, B) po
35 min, C) po 70 min, D) po 105 min vlivu vzdu$ného kysliku. Pritok nastaven na 0,2 ml-min’l,

24

opticky detektor nastaven na 280 nm. Méfici podminky ¢islo 2.
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5.3.3. Elektrolyza

Roztok rhamnetinu ve smési 0,1 mol-dm> KCI s4-10° mol-dm™ KOH byl elektrolyzovéan u
potencidlu 0,3 V. Cyklicky voltamogram méfeny pied elektrolyzou vykazoval jednu dominantni
oxidacéni vilnu, kterd se béhem elektrolyzy vytratila. Na cyklickém voltamogramu po elektrolyze
byla registrovdna nova oxida¢ni vlna u potencidlu 0,65 V, viz obr. 73, kiivka b. Tato oxidac¢ni
vlna souvisi se vzniklym oxida¢nim produktem, ktery byl vytvofen béhem elektrolyzy.

Elektrolyzovany ndboj spotiebovany béhem elektrolyzy odpovida spotfebé dvou elektrond.

i/ pA
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Obr.73: Cyklicky voltamogram 5-10™* mol-dm™ rhamnetinu v roztoku smési 0,1 mol-dm™ KCI

s 4-10° mol-dm™ KOH a) pied elektrolyzou, b) po elektrolyze. Elektrolyzovdno u potencidlu
0,3 V. Rychlost polarizace 0,25 V.
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Na obr. 74 jsou absorpéni spektra produktli rhamnetinu analyzovand v roztoku smési
0,1 mol-dm™ KCI s4-10° mol-dm™ KOH. Obr. 74-A zobrazuje absorpéni spektrum produktu
vretencnim cCase 13,3 min. Produkt 2-(3,4-dihydroxybenzoyl)-2,4-dihydroxy-6-metoxy-1-
benzofuran-3(2H)-on, M1, mé absorpéni maxima pii 223 nm a 292 nm. Tento oxidacni produkt
je nestabilni a podléhd degradaci na dal$i oxidac¢ni produkty, jako je: (2,6-dihydroxy-4-
metoxyfenyl)(oxo)octova kyselina, M2, s absorpénimi maximy pii 223 nm, 255 nm a 295 nm,
obr. 74-B. Oxidacni produkt na obr. 74-C je nezndmy produkt (M3) s absorpénimi maximy pii
227nm a 291 nm. Posledni oxida¢ni produkt v retencnim case 3,1 min je produkt 3,4-

dihydroxybenzoovd kyselina (M4) s absorpénimi maximy pfi 223 nm, 259 nm a 295 nm.
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Obr. 74: Absorpéni spektra produkti A) M1, B) M2, C) M3 a D) M4 registrovand v Case

uvedeném v obrdzku. Spektra jsou zobrazena po odecteni pozadi kolony.
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5.3.4. UV/Vis spektroelektrochemie rhamnetinu

V pribéhu elektrolyzy v OTTLE cele byla ziskdvdna absorpcni spektra. Spektra ziskand
v priubchu elektrolyzy, byla naméfena pii potencidlu za prvni oxidacni vlnou (obr. 75-A) a za
druhou oxidac¢ni vlnou (obr. 75-B) v roztoku smési 0,1 mol-dm™ KCI s 4-10° mol-dm™> KOH.
Absorpeni spektra prvni oxidacni viny vykazuji pokles absorpéniho maxima u 261 nm a 429 nm
a zvySeni absorpéniho pasu u 296 nm a 357 nm. Pokles absorpcniho pasu pii 429 nm je spojen se
zménou 3°,4"-dihydroxyfenyl skupiny [17]. Je patrné, Ze dochdzi k oxidaci hydroxylové skupiny
v poloze 4°. Tyto zmény jsou v souladu se vznikem oxida¢niho produktu, Jak je prokdzano
pozdé€ji, jednd se o derivat 2-[(3,4-dihydroxyfenyl)karbonyl]-2,4-dihydroxy-6-metoxy-1-
benzofuran-3(2H)-onu. Tento produkt je oxidovan pfi potencidlu druhé oxida¢ni viny. Dochédzi
ke sniZzeni absorpéniho maxima u 215 nm a 357 nm a zvySeni absorpéniho maxima u 273 nm a

424 nm.
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Obr. 75: In situ spektroelektrochemie 6,1- 10 mol-dm™ rhamnetinu v roztoku smési 0,1 mol-dm™
KCl s4-10° mol-dm™ KOH. A) pii potencidlu za prvni oxidagni vlnou, B) pfi potencidlu za

druhou oxidaéni vlnou.
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5.3.5. Chromatograficka méreni rhamnetinu

Pro zjisténi kone¢nych oxidacnich produkti po tplné a CasteCné elektrolyze pii konstantnim
proudu roztoku rhamnetinu ve smési 0,1 mol-dm™ KCl s 4-10~ mol-dm™ KOH byly analyzovany
roztoky chromatografickymi metodami. Na obr. 76-A je vyobrazen chromatogram rhamnetinu
nameéteny pied zacatkem elektrolyzy. V retenénim case tg = 25 min je pik rhamnetinu. Na obr.
76-B je chromatogram naméieny po tplné elektrolyze rhamnetinu. V reten¢nim ¢ase 13,3 min se
objevuje oxidacni produkt 2-(3,4-dihydroxybenzoyl)-2,4-dihydroxy-6-metoxy-1-benzofuran-
3(2H)-on, M1. Tento a dalsi produkty byly charakterizovany spektry z hybridniho hmotnostniho
spektrometru s kvadrupélovym a priletovym hmotnostnim analyziatorem s ionizaci
elektrosprejem (ESI-Q-TOF). Hlavni hodnoty m/z pro produkt M1 jsou 331,05; 221,02 a 153,02.
Tento produkt, jak jiz bylo v pfedeslych kapitolach pséano, je nestabilni a déle se rozkldda na (2,6-
dihydroxy-4-metoxyfenyl)(oxo)octovou kyselinu, M2, s hodnotami m/z: 183,04; 165,03 a
139,05. Dalsi rozkladny oxidacni produkt je M3, ktery se nim nepodafilo identifikovat. Oxidacni
produkt 3,4-dihydroxybenzoovd kyselina, M4, ma m/z hodnotu 153,03. VSechny zminéné
oxidacni produkty rhamnetinu jsou v roztoku pfitomné jak diky vlivu kysliku, tak diky

elektrolyze.
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Obr. 76: Kapalinovy chromatogram rhamnetinu A) pfed elektrolyzou, B) po elektrolyze pii

potencialu 0,3 V. Pratok: 0,2 ml-min'l, opticky detektor nastaven na 280 nm. M¢fici podminky

Cislo 2.
5.3.6. Mechanismus oxidace rhamnetinu

Na zdklad¢ ptredeslych vysledkli jsme navrhli oxidacni mechanismus rhamnetinu takto: v prvnim

kroce se rhamnetin oxiduje na chinoidni produkt, ktery nasledné podléhd chemické reakci a

vznikd tak oxidacni produkt M1, schéma 12.
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Schéma 12: Oxida¢ni mechanismus pfemény rhamentinu na chinoidni produkt a nisledné na

produkt M1.

Oxida¢ni mechanismus rhamnetinu vSak ddle pokracuje na rozklad na nizkomolekularni oxidacni

produkty M2-M4, a to diky nestabilit¢ oxida¢niho produktu M1, schéma 13.
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Schéma 13: Rozklad oxida¢niho produktu M1 na nizkomolekularni produkty oxidace.

Elektrochemickd méfeni ukdzala, Ze v zasaditém nepufrovaném prostiedi je po elektronovém
pienosu pravdépodobnd bimolekuldrni reakce, vznik dimeru. Nicméné dimer nebyl
v analyzovanych vzorcich po elektrolyze prokdzan. Je pravdépodobné, Ze dimer je v pfitomnosti
kysliku velmi nestabilni stejné jako v piipad¢ quercetinu [139]. Dimer quercetinu byl v literature

nalezen v nizké koncentraci pii dodrZeni pfisné€ inertni atmosféry aZ do procesu analyzy.
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6. Zavér

Bylo studovano elektrochemické chovéani chemicky piibuznych latek (rhamnazin, fisetin,
rhamnetin). Porovnianim cyklickych voltamogramu byla zjiSténa reakéni ¢4st molekuly a pocet
elektront ucastnicich se oxida¢niho mechanismu. Elektrochemické chovani studovanych latek je
silng¢ zdavislé na pH prostfedi. Bylo zjiSténo, Ze na celkovém mechanismu oxidace se podili
vodikové ionty a Ze elektronovy pfenos je spojen s disociatnimi reakcemi v zdvislosti na pH
prostiedi. Z voltametrické analyzy rhamnazinu byly zjiStény tfi oxidac¢ni odezvy. Prvni odezva
byla quazireversilbilni, zbylé odezvy jiz ireversibilni. Jediny rhamnazin md stdly pocet vin
v prubéhu zmény pH prostiedi a jeho oxidace je dvouelektronovd. Fisetin ma v cyklické
voltametrii v kyselém prostiedi tfi oxidacni vlny a v neutrdlnim a zasaditém prostfedi Ctyfi viny,
stejné jako rhamnetin. Posledni dvé jmenované latky v zdsaditém prostiedi poskytuji
jednoelektronovou oxidacni vlnu, kterd piislusi oxidaci dianionu.

Byly zjistény hlavni i kone¢né oxidacni produkty studovanych latek. Na zdklad¢ charakteristik
elektrochemickych procesii, pomoci vysledkt spektroelektrochemie a urceni oxidac¢nich produktt
chromatografickymi metodami, byl navrZzen oxidacni mechanismus. Prvotné vznikly chinon
podléhd chemickym reakcim, a proto hlavnim oxida¢nim produktem rhamnazinu byl urcen
2,4-dihydroxy-2-(4-hydroxy-3-methoxybenzoyl)-6-methoxy-benzofuran-3(2H)-on (R1). Tento
hlavni oxida¢ni produkt podléha dalS$i oxidaci a rozklddd se na nizkomolekuldrni konecné
produkty oxidace rhamnazinu, a to jsou: 4-hydroxy-3-methoxybenzoova kyselina (R2), (4-
hydroxy-3-methoxyfenyl) (oxo)octovd kyselina (R3), 2,6-dihydroxy-4-methoxybenzoova
kyselina (R4) a nezndmy produkt RS. Oxida¢nimi produkty fisetinu byly urCeny 2-(3,4-
dihydroxybenzoyloxy)-4-hydroxybenzaldehyd (F1) a 2-(3,4-dihydroxybenzoyl)-2,6-dihydroxy-1-
benzofuran-3(2H)-on (F2). Tyto oxidacni produkty se dale rozkladdaji na konecné produkty
oxidace: (2,4-dihydroxyfenyl)(oxo)octova kyselina, (F3), 2,4- dihydroxybenzoova kyselina (F4),
3,4-dihydroxyfenyl(oxo)octovd kyselina (F5), 3,4- dihydroxybenzoovd kyselina (F6), (2E)-7-
hydroxy-2-(3"-hydroxy-4"-oxocyklohexa-2",5"-dien-1"-yliden)-2H-chromen-3,4-dion (F7),
(4-hydroxyfenyl)(oxo)octova kyselina (F8) a 4-hydroxybenzaldehyd (F9). Pro rhamnetin byl
urCen jako hlavni oxidacni produkt 2-(3,4-dihydroxybenzoyl)-2,4-dihydroxy-6-metoxy-1-

benzofuran-3(2H)-on (M1). Konec¢né produkty oxida¢niho mechanismu rhamnetinu byly urcéeny
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tyto: 2,6-dihydroxy-4-metoxyfenyl)(oxo)octové kyseliny (M2), nezndmy produkt (M3) a
3,4-dihydroxybenzoovd kyselina (M4). Neékteré zuvedenych produkti byly nalezeny
v historickych pfedmétech [70,73] a dokonce také v organickych vzorcich jako produkty
metabolismu flavonoida [167].

Vyznamnym vysledkem bylo zjiSténi vyrazné nestability latek a jejich produkti oxidace
vroztocich za pfirozenych podminek. V pfipadé rhamanzinu byl zjistén nejmensi vliv
piitomnosti kysliku, 1 kdyZ stidle vyznamny. Rhamnazin je pln€ degradovdn po hodiné. Oproti
tomu fisetin je po 13 minutich plné¢ rozloZen a rhamnetin je nejreaktivnéjsi, ten je plné
degradovan po 6 minutich za mirn€ alkalickych podminek. Tento jev je zdsadni pfi vyzkumu

farmaceutickych a fyzikdlnich vlastnosti flavonoidl. Nespravny postup piipravy roztokd ztéZuje

napiiklad jejich analytické stanoveni v redlnych vzorcich.

Cast vysledki uvedenych v této dizertadni préaci byla publikovéna, dalii ¢4st je pfipravovana do

tisku. Vysledky byly prezentovdny na sedmi mezinarodnich konferencich.
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Pidloha 1: Odvozeni vztahu pro distribu¢ni diagram rhamnazinu
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Pidloha 2: Odvozeni vztahu pro distribu¢ni diagram fisetinu a rhamnetinu
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