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Abstract : Oxidation of flavonols by potassium superoxide (KO2) in heterogeneous aprotic 
media yields acids and aldehydes by opening of ring C, if the latter contains an ethylenic double 
bond substituted by an OH group. A mechanism is proposed for this reaction. Other flavonoids 
like flavones, flavans and flavanones induce only the disproportionation of superoxide anion, 
without undergoing further oxidation; these flavonoids are therefore anti-oxidants of 
particular interest. 

RQsume : L’oxydation des flavonols par le superoxyde de potassium (KO2) en milieu aprotique 
h&&gene entraSne la rupture de l’heterocycle C et la formation d’acides carboxyliques et 
d’aldehydes hydroxyles. L’anion superoxyde reagit sur la double liaison de ce cycle quand celle- 
ci est substituee par un groupe hydroxyle. Un m&ax&me reactionnel est propose. D’autres 
types de flavondides (flavones, flavanes et flavanones) provoquent la dismutation de l’anion 
superoxyde sans subir d’oxydation ulterieure et sont done des “anti-oxydants” 
particulierement interessants. 

1. Introduction. 

Les flavonoides ont depuis longtemps retenu l’attention, en particulier a cause de leurs 

proprietes anti-oxydantes. En effet, ils sont connus comme inhibiteurs de differentes especes 

oxydantes (*OH1#2, radical diphenylpicrylhydxa@~, superoxyde 54. Par ailleurs, de nombreux 

articles ont 6th consacres a l’efficacite de ces cornpoSes pour l’inhibition de la peroxydation des 

lipides’eae9. Enfin, nous avons pu montrer recemment que les valeurs des constantes de 

vitesse de d&activation de l’oxyghne singulet par les flavondideslo dependent de leur 

structure. 

L’anion superoxyde fait partie des esp&ces oxydantes susceptibles d&e piegees par les 

flavondides. 11 pr#sente en effet une grande diversite de reactions11~12 : en fonction de la nature 

du rdactif present dans le milieu, il peut arracher un atome d’hydrogener3 ou reagir par 

transfert d’electronl4; en milieu aprotique, il reagit en arrachant des protons aux composes 
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faiblement acides et poss6de des proprietes de nucleophlle fortIs-15. C’est ce que nous avions 

constati dans le cas des naphtalenediolsl6. 

Le choix du milieu reactlonnel est limlte, &ant donne qu’en milieu aqueux ou protique 

(alcool), l’anion superoxyde subit avec son aclde conjugue (HO2*) une dismutation rapide en 

peroxyde d’hydrogene et dioxygene dans son &at fondamental triplet (reactions 1 et 2). 

02-* + H+ - Ho;! (1) 

Hw + 02-’ - HOO-+a (k = 8,5x10’ 1 mol-’ 5-l) 17 (2) 

Dans les solvants aprotiques, il est possible d’obtenir l’anion superoxyde par voie 

electrochimique. Cependant, un se1 comme le superoxyde de potassium est plus commode 

d’emploi pour obtenir des quantites appreciables de produits. Insoluble darts la plupart des 

solvants organiques, ce se1 peut i%re partiellement solubilise par l’emploi d’un ether- 

couronnels. Afln de mleux comprendre le mecanisme de reaction de l’anion superoxyde avec 

les flavondides et de preclser l’influence de leur structure, nous avons &udlC la reaction du 

superoxyde de potassium avec une serie de flavonoides (tableau 1) en milieu aprotique. 

Rkwltats. 

Comme dans le cas des dihydroxynaphtalenes etudib preddemment dans notre 
groupel6, la reaction du superoxyde de potassium avec les flavonols sous argon (KO2 en 

suspension darts la phase organique) se produit B l’interface solide-liquide, les molecules de 
flavondides s’adsorbant a la surface des partlcules de KO2 

Les flavono’ides &tidies sont tous hydroxylb et, en presence d’anion superoxyde en 

milieu aprotique, la premiere &ape est une deprotonation du sub&rat. En effet, de nombreuses 

etudes en milieu aprotique ont montre que des substances protiques telles que, par exemple, 

1%tocopherol (vitamine E), l’hydroquinone, le 3,5-diterbutylcatechol, l’ac,ide ascorbique 

(vitamine C)13J9, mais aussi les naphtalenediols 16, reagissent avec l’anion superoxyde par 

arrachement de H+ au sub&rat pour conduire a la formation dun anion. En c6dant ainsi leurs 
protons a 02-‘, ils provoquent sa dismutation (reactions 1 et 21, et, dans un dew&me temps, 

l’oxygene form6 in situ est susceptible de r6agir en cage avec l’anion (dans notre cas le se1 de 

potassium du flavonoIde1 conduisant ainsi a son oxydation (voir 8 2). 
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Tableau 1 : Strua~re des diffhrents flavonoides dtudi6s 

K3 Rh % R3 

Ho Quedtine OH OH OH OH 

H H z g 

Kzemp&ol H OH 

OH OH H OH 

FLAVONOLS 
Rutine OH OH OH chua.t 

Troxkutine : R’g = R’4= R7 = O-(CM&OH 
R3= O-sucre 

OH 0 

FLAVONES 

R’3 Rh 

Ldoline OH OH 

Chrysme H H 

R’4 
R3 Rh R3 

R’s (-I-Eriodyctiol OH OH H 

(-I-Naringhine H OH H 

(+>Taxifoline OH OH OH 

FLAVANONES bnd 

(+)-Catkchine (trans~ 

(-I-Epicatichine (cis) 

PLAVANES 
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1. Flavanes, flavones, flavanones. 

Certains flavondides (chrysine, luteoline, rutine, troxbrutine, catechine, eriodyctiol, 

Cpicatechine, taxifoline, naringenine) se retrouvent inchanges apres acidification du milieu 

reactionnel. Ce groupe de flavondides provoque done la dismutation de l’anion superoxyde 
sans subir d’oxydation ultbrieure. 

2. Flavonols. 

2.1. Oxydation en phase hH&ogbe. 

Pour chacun des flavonols etudies (sauf rutine et troxerutine), deux produits 

d’oxydation ont et6 identifies (tableau 2). La reaction de l’anion superoxyde avec la querc&ine 
conduit a la formation de l’acide 3,4-dihydroxybenzoYque & 1 et du 

phloroglucinolcarboxaldehyde (m. Par reaction de KOz avec la galangine, on obtient l’acide 
benzoyque (12) et un aldehyde (IrD identique a celui obtenu par oxydation de la quercetine. Ce 

compose 111 se forme egalement au tours de la reaction entre KO2 et le kaempferol, cette 

reaction conduisant en plus a la formation d’acide ChydroxybenzoTque (13). KO2 reagit avec la 

fisetine pour donner un melange d’acide 2,4-dihydroxybenzdique (D et d’acide 3,4- 
dihydroxybenzo?que Q). 

Remarquons que, bien que l’aldehyde 111 soit retouve en fin de reaction, ce compose est 

lui-m&me partiellement oxyde par le superoxyde de potassium et ses produits d’oxydation ont 

et6 detect& par HPLC. 

Tableau 2: Produits d’oxydation des flavonols 

Flavonols 

HO 

Querce tine 
[Rg=R3=R’3=R’4=OH) 

Galangine 
[Rg=R3=OH,R’3=R’4=H) 

Kampferol 
[R5=R3=R’4=OH,R’3=H) 

Fisbtine 
[Q=H,R3=R’4 =K3=OH) 

Produits d’oxydation des flavanols en milieu h&&og&ne 

OH 
I 11 Iu 

I1 W3 = R’4 = OH) m 

h(R’3=R’4=H) m 

b(R’3=H,R’4 =OH) m 

h n 
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2.2. Oxydation en solution. 
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Le superoxyde de potassium, pratiquement insoluble dans les solvants organiques 
aprotiques, peut Btre partiellement solubilise en presence d’bther-couronnels. Nous avons 

r&hi6 une experience avec la quercetine dans le but de comparer la reactiviti du superoxyde 
de potassium en phase h&&og&ne et en milieu homogene. Le KO2 en solution rdagit avec la 

querdtine et conduit a un melange de produits d’oxydation plus complexe qu’en phase 
h&&gene. En plus de l’acide 3,PdihydroxybenzoIque Q> et du phloroglucinolcarboxaldehyde 

(III), identifies en phase h&&og&ne, deux autres produits sont obtenus en solution: le compose 

Zsr (schema 21 et rm compose a l’6tat de traces qui n’a pas pu @Ire identifie. 

Nous avons verifie qu’en solution, comme en phase heterogene, le superoxyde de 

potassium n’oxyde pas la chrysine: ce flavondide est retrouve inchange a la fin de la reaction; 

l’absence d’oxydation consecutive a la deprotonation est done bien due a la structure du 
flavondide et n’est pas li&e aux conditions experimentales (voir diicussion). 

Discussion 

Les flavondides etudies sont tous des inhibiteurs de l’anion superoxyde qui est d&wit 

par dismutation (reactions 1 et 21, &ant don& qu’il arrache les protons des groupes hydroxyle 
presents sur les differents noyaux. Beuls les flavonols posddant une double liaison (C,=C3) 

substituee par un groupe hydroxyle sur le noyau C (tableau 1) sont oxydes en presence de 

superoxyde de potassium, quel que soit le nombre et la position des substituants hydroxyle sur 

les noyaux A et B. Les composes hydroxylb en position 3 mais dont le noyau C est sature 

(eriodyctiol, taxifoline et catechine) ne sont pas oxydes en presence d’anion superoxyde. Celui- 
ci ne reagit pas non plus avec les composes dont la double liaison C2=C3 n’est pas activee par 

un substituant hydroxyle (luteoline, chrysine). C’est egalement le cas si le groupement 

hydroxyle est subs&u6 par un sucre comme dans le cas de la rutine. Par consequent, seule la 

presence d’un substituant hydroxyle en position 3 du noyau C permet la formation du 

carbanion 2, intermediaire de la reaction d’oxydation (schema 1). 

En effet, l’oxygene produit darts la solution par la reaction entre 02-’ et HO,’ (milieu 

anhydre, sous argon) reagit en cage avec l’anion 2 pour former un hydroperoxyde @ (schema 
1). Cet intermediaire instable peut se r&arranger par une attaque nucleophile de l’anion 

hydroperoxyde sur l’un ou l’autre des deux groupes carbonyle du noyau C. 11 peut alors se 

former un intermediaire de type endoperoxyde-13 0 ou dioxetane-1,2 ‘& schema 2, voies A 

et BJ20. Ces deux chemins reactionnels, proposes par Matsuura et al. dans le cas de la reaction 
de l’oxygene singulet avec la quercetine21, sont representees dans le schema 2. L’etape 
ulterieure est l’ouverture du cycle C des composes intermediaires & ou & 
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- La formation dun endoperoxyde-lb f&, voie A) conduit, par la perte de monoxyde de 
carbone et la coupure du cycle C, a l’ester a. Etant dorm6 la presence dun exc&s de KQ, 

l’attaque nuclkophile de l’anion superoxyde sur le carbone du groupe carbonyle de 

l’ester conduit a la rupture de la fonction ester 22-24. En consequence, deux composes 

acides hydroxyles &et a peuvent se former par cette voie reactionnelle . 

- La coupure du dioxetane-1,2 f&b, voie 8) en deux groupes carbonyle entrakte la 
formation de I’intermMaire & qui peut perdre, soit un goupe CO, soit un groupe CO2. 

La perte de CO conduit a l’ester 6h. ( identique a &), et done aux m&mes acides Q et a que 
par la voie A. Cependant, une perte de CO2 peut egalement se produire au moment de 

l’acidification du milieu, soit a partir de l’ester & lui-m&me, soit a partir du produit de 
coupure provenant de sa reaction avec l’exces de KO2: cette voie permet done 

l’obtention, en plus de l’acide J, du compose aldehydique hydroxyle JQ. 

b 0 [fl ‘, ’ 
.I; 

O- + HO; 

F4 0 1 
28 -. 

f 
I 

02 

/ 

HOO- 
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acidification 

1 
R7 R’4 

+ 

HOOC R’3 
R5 

II I 

1 B \ 
R4 

R7 R; 

RS 0 

(milieu homo@ne) 

R7 

R5 

III 

R’4 

HOOC R’s 

I 

Schema 2 
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Nos resultats exp&imentaux sont en faveur dun mecanisme reactionnel selon la voie 

B. En effet, la majorit des flavonols conduisent a la formation des composes 1 et 111. resultant 
de la perte de CO2 Seule la fisetine conduit a deux composes acides hydroxyles (It et a. Mais 

leur formation peut egalement s’expliquer par l’intermediaire dun dioxetane-1,2 (voie B), 
avec perte de CO, au lieu de CO,, a partir du compose a. L’absence de groupe hydroxyle en 
position 5 du cycle A de la f&&tine (Rg = HI pourrait expliquer ce resultat particulier. En effet, la 

presence de cet hydroxyle, dans le cas de la quercetine, du kaempferol et de la galangine (Rg = 

OH), permet la formation d’une liaison hydrogene avec le carbonyle en position 4, bloquant 

ainsi le depart de CO. 

Dans les experiences en phase heterogene, Pester intermediaire 5b reagit avec 0~~’ 

(rappelons que nous sommes en pr&ence dun exc&s de KO2 et en milieu aprotique basique) et 

la fonction ester est d&r&e pour conduire finalement aux composes I et ZL ou 1 et a. En 

presence d&her-couronne, la reaction de 0;. est plus lente car elle s’effectue en solution et 

non plus a l’interface solide-liquide. Nous avons done pu isoler le compose 2. 

Signalons que l’on retrouve un compose analogue B a dans l’oxydation par l’oxygene 

en milieu basique anhydre (tBuOK dans le DMF) de 3-hydroxyflavones25. Cependant, cette 

methode d’oxydation ne donne pas l’ester dans le cas de la quercetine, mais un melange de 

produits non identifies 25. De plus, en milieu basique aqueux, ces auteurs obtiennent a partir 
de la i”hydroxyflavone des acides et non un aldehyde et un acide comme dans notre cas. 

Nos resultats sont done differents de ceux que l’on aurait obtenus en milieu basique 

(anhydre ou non) sous courant d’oxygene et souligne l’importance de la reaction interfaciale 

solide/liquide. 

En conclusion, les flavondides etudies, qui sont des composes polyhydroxyles, 

decomposent l’anion superoxyde car ils c&dent facilement des protons a ce dernier. Les 

flavonols subissent une oxydation ulterieure. En effet, l’oxygene forme par dismutation de 0~~. 

peut reagir sur la double liaison du cycle C (si celle-ci est substitu6e par un groupe hydroxyle), 

ce qui entrame alors la rupture du noyau C. Par ailleurs, l’obtention du compose aldehydique 

(nI) permet de proposer sans ambiguite un mecanisme reactionnel passant par la formation 
intermddiaire dun dioxetane-1,2. 
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Partie expbrimentale. 

Produits chimiques: 

Les flavonoydes suivants: trox&utine, taxifoline, kzempf&ol, briodyctiol, lutholine (puret6 > 

90%), naringenine (puretWIO%) ont & fournis par Extrasynthese. Le dihydrate de querc&ine 

provient de Sigma, la chrysine de Aldrich. La fis&ine provient de Aldrich et JZxtrasynth&e, 

l’hydrate de catichine (pureti : 98% ) nous et6 foumi par Aldrich et Extrasynth&se (puree : 
95%). La rutine provient de Janssen. Nous avons utilid du KO2 sous forme p&&is&z (Air 

liquide). 

Mode op&atoire pour la r&&ion des fiavonofdes avec KO2. 

Toutes les reactions en pr&ence de KR sent effectu&s a l’abri de l’air sous courant d’argon. 

Attention : des risques d’explosion du KO2 existent (particuli&rement si la poudre est en 

contact avec l’air en tours de &action) et certaines pticautions sont indispensables : &ran de 

protection, verrerie parfaitement s&h&, solvants anhydres et saw&s d’argon, addition lente 

des tiactifs. Un mode op&atoire type est donn6 cidessous. 

Mode ophatoire type 

1 g de Ke est mis en suspension dans 10 cm3 de tolu&ne sous un courant d’argon. Le 

flavono’ide dissous dans le minimum de solvant (3 al0 cm3 de Wrahydrofuranne selon la 
solubilit6 du flavondide 6tudi6) est additionn6 lentement a la suspension de Ke. La &action 

est realis& en pr&ence d’un large exc&s de KQ tel que sa concentration soit dix fois sup&ieure 

& celle du flavondide. Le melange est maintenu a -1O’C @ace + sel) pendant les premieres 

heures, la reaction continue ensuite a la temperature ambiante. Apr&s addition du flavondide, 
les grains de KO2 prennent une coloration beige ou orang& Won le flavonoYde), le solvant 

restant incolore. Des pr6Pvements au tours de la r&action indiquent que le flavondide n’est 
pas en solution mais qu’il est adsorb4 sur les particules de KQ, ce qui signifie que la reaction a 

lieu a l’interface solide-liquide. Le melange est maintenu sous argon pendant environ 7 

heures sous agitation. Au bout de ce temps, le superoxyde de potassium en exc&s est d&r& en 

additionnant 30 cm3 de methanol au mblange reactionnel. La solution devient brune. 
Pour les exp&iences effect&es en solution, le KO2 est additonnb a l’&her-couronne (dibenzu- 

18 crown&, Fluka) en solution dans le Wrahydrofurane, le rapport molaire KOZ/&her- 

couronne est de 10/l. Le flavonoTde est ensuite ajout6 goutte B goutte, la solution devient 
brune tr&s fonc6e. Apr&s 7 heures de reaction, l’ex&s de KO;! est d&wit par l’addition de 

methanol comme en phase h&&ogi?ne. 

Apr&s evaporation du solvant, puis acidification du milieu (HCl ou H2SO4 dilue), la chrysine, 

la tang&tine, la luteoline et la rutine pr6cipitent en milieu acide et sont r&up&es par 
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filtration. L’eriodyctiol, la taxifoline et la naringbnine ont 6th r&up&b inchang& apr&s 

extraction a l’ether. Les produits d’oxydation des flavonols sont extraits B P&her. La phase 
etheree est ensuite s&h6e sur MgSC4 puis &vapor&e a set avant d’&re analysk par HPLC et 

RMN. 

Des prelevements ont ete effect&s en cows de &action et analysks sur plaque de silice 

(Wathman, silica gel (&ant : toluene/formiate d’&hyle/acide formique, 50/35/15)). Pour tous 

les flavonols, nous observons deux taches, identiques a celles observ6es en fin de &action. 

Bien que la &action soit totale, le rendement en produits purifik est compris entre 50% et 70 

% pour les flavonols. 

Analyse par HPLC. 

Les conditions op&atoires pour l’etude par chromatographie Iiquide a haute pression ont et4 

adapt& d’apr&s le protocole propose par C. F. Van Summer et ~011.26. La chromatographie en 

phase liquide a haute pression a eSt4 r&lis& avec un appareil Waters 991 equi# dun d&ecteur 

B barrette de diodes. Les prod&s d’oxydation des flavondides &par& sur phase inverse 
kolonne CIg m-bondapak P/N 27324) sont d&e&s B 280 nm. La phase mobile est constitu6e 

d’un melange eau (88%)/adtonitrile (lO%)/acide acetique (2%). Les temps de retention des 

mokules identifiees sont present& dans le tableau 3. Les structures des composes C II et III 

identifies par HPLC ont et4 confirm6es par RMN. 

Tableau 3: temps de rkention et longueurs d’ondes d’absorption (A max 1 des produits 

d’oxydation &pares par HPLC. 

Produit d’oxydation identifi6 Temps de rkention h 
(minutes) 

max 
(nm) 

Acide 2,4,6+rihydroxybenzoIque 3,7 253 
Acide 3,4dihydroxybenzoIque (11) 4, I 260 et 295 
Acide ChydroxybenzoIque (13) 6,7 258 

Acide 2&dihydroxybenzoklue Y, 2 258 et 295 

Phlorogluclnolcarboxaldehyde (III) 12,3 292 
Aclde benzoIque (12) I&3 243 et 273 

Produits d’oxydation de l’aldehyde 2,3et25 

Ester (7b) B,9 280320 @wlement) 
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Analyse par RiMN 1I-I 

Le corn@ (7b) obtenu par oxydation de la que&tine en pr&ence d’bther-couronne a et6 
s&par6 par HPIC et caract&l& par RMNz les spectres de RMN *H ont & enregistr& a 250 MHz 
(appareillage Briicker) dans le DMSO d6, avec le TIvE comme rff&ence : 

HO 

deuxdoubletsBd=5~ppmetd=5,9lppm(HqetHd,JH4-H6’JH6-H4=2Hz, 

un doublet B d = 6,78 ppm (I-$), Jw - ~6' = 10 % 
UII doublet a d = 7,34 ppm (I-&$ JH6’ - ~5’ = 10 I% 

un singulet a d = 7,42 ppm (HZ’). 
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