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Kurzzusammenfassung

Die elektrochemisch initiierte Oxidation und damit das elektroaktive Verhalten von
Flavonoiden, die zu den Polyphenolen der sekundaren Pflanzenstoffe gezdhlt werden,
wurden detailliert untersucht. Dazu erfolgten quantenchemische Berechnungen der
moglichen Flavonoidradikale zur Bestimmung der reaktiven Seiten am jeweiligen
Molekiil in der wassrigen Phase. Weiterhin erfolgte die Identifizierung der
Oxidationsprodukte mittels der Kopplung der Massenspektrometrie mit einer
elektrochemischen Durchflusszelle. Dabei konnten die gebildeten Produkte online im
Massenspektrometer detektiert werden und die Oxidationsmechanismen der
Flavonoide postuliert werden.

Die elektrochemisch initiierte Oxidation von 3-Methylcatechol, eine einfache
phenolische Verbindung, wurde genutzt, um eine Laccase-initiierte oxidative C-N-
Kopplung mit n-Hexylamin nachzuahmen. Durch die kombinierte Verwendung von
elektrochemischer Durchflusszelle (EC) mit der Massenspektrometrie (ESI-MS) kénnen
Metabolismusreaktionen von Enzymen verstanden und aufgeklart werden. Damit dient
die Anwendung von EC/ESI-MS als ein ergdanzendes oder sogar ersetzendes Werkzeug
bei Metabolismusstudien von Enzymen wund zeigt das hohe Potential der
elektrochemischen Syntheseroute.

Abstract

The electrochemical initiated oxidation and therefore the electroactive behaviour of
flavonoids, which belong to the polyophenolics of plant secondary metabolites, were
investigated in detail. Quantum chemical calculations of possible flavonoid radicals were
performed to determine the reactive sites of the molecule in water phase. The
identification of the oxidation products was realised by the coupling of an
electrochemical flow cell with mass spectrometry. The formed products were detected
online with the mass spectrometer and the oxidation mechanisms of the flavonoids were
postulated.

The electrochemical initiated oxidation of 3-methylcatechol, a simple phenolic
compound, was used to mimic a laccase-initiated oxidative C-N coupling reaction with
n-hexylamine. Due to the combined use of the electrochemical flow cell (EC) and mass
spectrometry (ESI-MS), metabolic reactions of enzymes can be comprehended and
explained. The application of EC/ESI-MS represents a suitable tool to support or even
replace enzymatic metabolism studies and shows the high potential of the
electrochemical synthesis route.
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Einleitung 1

1. Einleitung

In der heutigen Zeit sind die Anforderungen der Konsumenten an die Lebensmittel in
der Nahrungsmittelindustrie deutlich verdndert. Der Endverbraucher glaubt
zunehmend an einen Zusammenhang von Lebensmittel und Gesundheit, um mit der
Erndhrung einen optimalen Gesundheitszustand zu erreichen und mégliche Risiken fiir
Krankheiten zu reduzieren [1]. Dabei spielen funktionelle Lebensmittel (Functional
Foods, Nahrungsmittel angereichert mit zusatzlichen Inhaltsstoffen) eine immer
starkere Rolle in der Erndhrung, da diese mit einem positiven Effekt auf die Gesundheit
beworben werden. Mit der gestiegenen Lebenserwartung und den hoheren Kosten im
Gesundheitswesen riicken erndhrungsabhéangige Erkrankungen als Todesursache immer
weiter in den Vordergrund, da die Erkenntnisse zwischen der Erndhrungsweise und der
Entstehung sowie Vermeidung vieler Erkrankungen erweitert wurde [2-5].

Aufgrund des Fehlens einer gesetzlichen Definition von funktionellen Lebensmitteln in
Europa positionieren sie sich in einer ,grauen Zone“ zwischen Nahrungsmittel und
Pharmazeutikum. Hauptsachlich treten die Definitionsprobleme bei Produkten mit der
Verhinderung von nahrungsverbundenen Krankheiten und/oder der Unterstiitzung der
Gesundheit auf [6]. Prinzipiell sind es Lebensmittel, die als Teil der Alltagskost verzehrt
werden und nicht als Tabletten, Kapseln oder andere arzneitypische
Darreichungsformen vorkommen. Aber sie sollen lber ihre klassische erndhrungs-
physiologische Funktion hinaus einen Zusatznutzen aufweisen [2].

Urspringlich stammt das Konzept der funktionellen Lebensmittel aus Japan, welches als
einziges Land weltweilt spezielle rechtliche Regelungen fiir diese Produktgruppe
festlegt. Um Missbrauch und Verbrauchertiauschung zu vermeiden, miissen dort seit
1991 funktionelle Lebensmittel ein Zulassungsverfahren durchlaufen und diirfen dann
mit Angaben zu gesundheitsbezogenen Funktionen beworben werden [2, 6, 7]. In
Europa und Amerika gibt es lediglich eine allgemein anerkannte Begriffsbestimmung,
wobei aber klar von einem Arzneimittel differenziert wird [7]. Die Europaische Union
verfasste 2006 eine Verordnung mit einer Health-Claims-Liste fiir angebrachte
Lebensmittelwerbung [8, 9]. Nahrwert- und gesundheitsbezogene Angaben unterliegen
jetzt detaillierten Anforderungen, sodass ernahrungsphysiologisch ungiinstige
Lebensmittel nicht mit einem positiven ,Gesundheits-Image“ beworben werden diirfen.
Doch Ehrlichkeit, das Ende von Irrefiihrung und Tauschung, mehr Transparenz und
Verbraucherschutz sind nur teilweise umgesetzt, da auch Produkte mit Vitamin- und
Mineralstoffzusatze als gesund vermarktet werden diirfen (,,gut fiir das Immunsystem®),
obwohl ein hoher Zucker- und/oder Fettgehalt in diesen Lebensmitteln vorliegt.
Dariiber hinaus wurden keine Hoéchstmengen fiir die Anreicherung mit
Mikronahrstoffen festgelegt; damit kann eine Uberversorgung mit negativen Folgen fiir
die Gesundheit eintreten. Die Lebensmittelindustrie benutzt Gesundheits-Slogans
gezielt, um zusatzlich Kaufanreize zu schaffen.

In Deutschland lassen sich verschiedene funktionelle Lebensmittel in den
unterschiedlichsten Bereichen finden. Eine Ubersicht ist in Tab. 1-1 gezeigt [2, 10]. Dies
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stellt keine erschopfende Liste dar; sie soll lediglich einen Uberblick iiber den breiten
Markt geben.

Tab. 1-1: Ubersicht iiber in Deutschland erhéltliche funktionelle Lebensmittel [2, 10].

Produktgruppe Beispiele
Pro- und Prébiotika pro- und prabiotische Milchprodukte
prabiotische Backwaren
probiotische Fruchtgetranke und Molkenprodukte

ACE-Produkte Getranke
ACE-Fruchtsnack
Tiefkiihlgemiise
Omega-3-Produkte Brot und andere Back- sowie Teigwaren mit Omega-3-Fettsduren

Brotbackmischungen mit Eicosapentaen- und Docosahexaensiure
Eier mit Docosahexaensdure

Margarine
Produkte mit sekundaren Margarine mit Phytosterinen
Pflanzeninhaltsstoffen Riegel mit sekundaren Pflanzeninhaltsstoffen und ACE-Vitaminen

phytodstrogenhaltige Riegel
Frucht-Gemiisesaft-Cocktails mit sekundaren Pflanzeninhaltsstoffen
Mineralwasser mit Antioxidantien
Fruchtsaft mit Griintee-Extrakt
Siiwaren, Kaugummis
Mineralien calciumangereicherte Fruchtsifte
Brot mit Calcium
calciumangereichertes Miisli
Ballaststoffe ballaststoffangereicherte Riegel
ballaststoffangereichertes Miisli
Joghurt und Milchdrinks
Safte

Aussagen iiber Wirkungen eines funktionellen Lebensmittels sind nur zuldssig, wenn sie
wissenschaftlich hinreichend gesichert sind, wobei strittig ist, was "hinreichend
gesicherte wissenschaftliche Erkenntnisse" konkret bedeutet. Zu Beginn wurden viele
epidemiologische Studien und Interventionsstudien durchgefiihrt, die lediglich mit
Verzehrprotokollen oder Fragebégen erhoben worden waren. Mittlerweile werden
zunehmend Stoffwechselvorginge und Wirkungsmechanismen einbezogen. Nur wenige
funktionelle Lebensmittel sind eingehend untersucht worden, beispielsweise Vitamin E,
Vitamin C und (-Carotin. Wenige Untersuchungen wurden bisher an andere
Antioxidantien gemacht wie Flavonoide, obwohl diese Substanzen moglicherweise eine
grofdere biologische Wirksamkeit aufweisen [10].

1.1 Sekundare Pflanzeninhaltsstoffe und Flavonoide

Pflanzen synthetisieren eine breite Vielfalt an organischen Verbindungen, die in primare
und sekundidre Produkte des Zellstoffwechsels eingeteilt werden. Primare Metaboliten
sind Verbindungen, die eine essentielle Rolle in der Photosynthese, Atmung, Wachstum
und Entwicklung spielen. Dies umfasst unter anderem Phytosterine, Kohlenhydrate,
Lipide, Nukleotide, Aminosduren und organische Sduren. Sekundare Pflanzeninhalts-
stoffe dagegen werden nicht unbedingt fiir Wachstums- und Entwicklungsprozesse
bendtigt [11]. Sie kommen in den einzelnen Pflanzen lediglich in geringen Mengen vor,
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sind teilweise nur fiir bestimmte Pflanzen beziehungsweise Pflanzenarten
charakteristisch, und dienen der Pflanze zum Beispiel als Abwehr-, Frafdschutz- und
Farbstoffe sowie als Wachstumsregulatoren. Die sekundaren Pflanzeninhaltstoffe sollen
somit pollenverbreitenden Insekten oder samenverteilende Tiere anlocken, vor UV-
Strahlung schiitzen, mikrobielle Infektionen abhalten, als Verdunstungsschutz oder
mechanische Festigung dienen. Da sie weit im Pflanzenbereich verteilt sind, aber nicht
generell anzutreffen sind, wird die Zahl der sekundaren Pflanzeninhaltsstoffe auf iiber
100000 geschatzt, wobei bisher nur vergleichsweise wenige Pflanzen in dieser Hinsicht
analysiert wurden [12].

Sekundare Pflanzeninhaltsstoffe konnen aufgrund ihres biosynthetischen Ursprungs in
vier Hauptgruppen unterteilt werden [11]:

e Terpene,

¢ Flavonoide und verwandte phenolische und polyphenolische Verbindungen,
o stickstoffhaltige Alkaloide und

e schwefelhaltige Verbindungen.

Die Terpene, auch Isoprenoide genannt, stellen die umfangreichste Klasse der
sekundaren Pflanzeninhaltsstoffe dar. Dabei werden tiber 30000 hauptsachlich pflanz-
licher und seltener tierischer Herkunft umfassende Verbindungen gezahlt, welche unter
anderem Aromen und Diifte, Antibiotika, pflanzliche und tierische Hormone, Membran-
lipide, Insektenlockstoffe und Antifrastoffe sind. lhre Strukturen lassen sich auf
[sopreneinheiten zuriickfithren. Die beiden jeweils fiinf kohlenstofthaltigen Bausteine
Isopentenylpyrophosphat und Dimethylallylpyrophosphat kénnen enzymatisch durch
ein oder mehrere Kondensationsprozesse unterschiedlich viele Kohlenstoffatome
umfassende Molekiile bilden, die als Monoterpene (C10), Sesquiterpene (Cis), Diterpene
(C20), Triterpene (C3o), Tetraterpene (Cs) und Polyterpene bezeichnet werden.
Bekannte Vertreter sind Menthol, Geraniol, Retinol, Cholesterin oder 3-Carotin [11, 12].

Bei den Alkaloiden handelt es sich um vorwiegend basische Naturstoffe aus der Pflanze
mit heterocyclisch gebundenem Stickstoff. Sie leiten sich von Aminosduren oder den
Zwischenprodukten des Aminosdurestoffwechsels ab. Viele der etwa 12000 bekannten
Alkaloide werden wegen des schiitzenden Verhaltens gegen Frafdfeinde und
Krankheitserreger in der Pflanzenwelt in der heutigen Zeit als Arzneimittel,
Aufputschmittel, Betiubungsmittel und als Gift genutzt. Sie werden ferner in weitere
Untergruppen eingeteilt, wie die Benzylisochinolin-Alkaloide, Tropan-Alkaloide, Tabak-
Alkaloide, Terpenoid-Indol-Alkaloide, Purin-Alkaloide oder Pyrrolizidin-Alkaloide.
Bekannte Vertreter sind das Atropin unter anderem vorkommend in der Schwarzen
Tollkirsche, das Kokain des Kokastrauches, Codein im Opium des Schlafmohns,
Strychnin, Koffein, Nikotin, Morphin, das Steroidalkaloid Solanin in der Kartoffel, das
Aglykon Tomatidin in Tomaten und das Lupinidin in Lupinensamen [11, 13].

Schwefelhaltige pflanzliche Verbindungen koénnen entweder im Glukosinolat-
Myrosinase-System von Kreuzbliitlern wie Kohl, Brokkoli und Brunnenkresse oder im
Alliin-Alliinase-System von Lauchpflanzen wie Knoblauch, Zwiebeln und Porree in der
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Erndahrung gefunden werden. Die Glucosinolate, selbst ungiftig, werden erst bei Gewebe-
verletzungen enzymatisch mittels der Myrosinase in toxische Isothiocyanate, Nitrile und
Thiocyanate umgewandelt und bieten damit einen Frafdschutz vor Pflanzenfressern.
[sothiocyanate sorgen so fiir den charakteristischen bitteren Geschmack von vielen
Salatpflanzen. Auch das Alliin wird bei der Hydrolyse mittels der Alliinase entweder in
Propanthial-S-oxide oder in Thiosulphinate umgeformt, die sich dann weiter spontan
abbauen und so eine breite Ansammlung von fliichtigen organischen Schwefel-
verbindungen verursachen [11].

Phenolische Verbindungen in der Pflanze sind durch wenigstens einen aromatischen
Ring mit einer oder mehreren Hydroxylgruppen an diesem Ring charakterisiert. Uber
8000 phenolische Strukturen sind bisher bekannt und variieren von einfachen
niedermolekularen Verbindungen mit einem aromatischen Ring bis hin zu grofsen und
komplexen Polyphenole wie die Tannine. Phenolische Verbindungen kénnen in zwei
Gruppen eingeteilt werden: Flavonoide und Nicht-Flavonoide, wobei nach ihrer Anzahl
und der Verkniipfung der Kohlenstoffatome weiter klassifiziert werden kann. Zu den
Nicht-Flavonoiden, die lediglich ein Drittel der Polyphenole ausmachen, werden
Phenolsauren, Stilbene und Lignane gezahlt. Flavonoide hingegen gehdren der grofdten
und vielfaltigsten Gruppe der Pflanzeninhaltsstoffe an [14]. Sie bestehen grundsatzlich
aus drei Kohlenstoffringen mit zwei aromatischen (A und B) und einem O-
heterozyklischen Ring C, welches das Flavan-Grundgeriist darstellt. Die Flavonoide
lassen sich anhand struktureller Unterschiede am RingC und dem daraus
unterschiedlich resultierenden Redoxstatus des Pyronringes in sechs Untergruppen
einteilen: Flavone, Flavonole, Flavanone, Flavanole, Anthocyanidine und Isoflavone. Eine
Ubersicht mit den jeweiligen Grundstrukturen ist in Abb.1-1 dargestellt, wobei
Hydroxylgruppen der Ringe A und B der Ubersichtlichkeit nicht gezeigt sind.

O
Flavone Flavonole Flavanone
O
(o O O |
C L O
OH Z>0H o
Flavanole Anthocyanidine Isoflavone

Abb. 1-1: Hauptgruppen der Flavonoide.

Die meisten Flavonoide kommen in der Natur nicht frei vor, sondern sind besonders
haufig mit Glykosiden verkniipft. Flavonole stellen eine Ausnahme dar; sie sind auch
ohne Zuckkerreste als Aglykone in der Natur anzutreffen. Durch die variable Anzahl und
die Stellung der Hydroxylgruppen sowie die Stellung und Art der Verkniipfung von
Zuckerresten an dem Flavonoidringgeriist ergibt sich eine grofde strukturelle Vielfalt,
wobei bis zu 6500 Strukturen bekannt sind [15].
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Flavonoide befinden sich immer als Gemische verschiedener Flavonoidarten
tiberwiegend in den Randschichten der Pflanze wie in den dufderen Blattern oder als
Farbstoffe in den Bliiten oder Friichten. Dabei wird deren Konzentration stark von der
Anbautechnik, der Sorte, den klimatischen Bedingungen und besonders von der
jahreszeitlichen Lichtintensitat beeinflusst [14, 15].

Das Hauptaugenmerk in dieser Arbeit liegt auf der Substanzklasse der Flavonole. Sie
sind durch eine Hydroxylgruppe an der C3-Position und durch eine C2-C3-Doppelbindung
im Ring C charakterisiert. Unterschiedliche Anzahl und Stellung der Hydroxylgruppen
am Ring B ergeben verschiedene Derivate. Eine Auflistung iliber die verwendeten
Flavonole in dieser Arbeit ist in Abb. 1-2 gegeben. Die Flavonole stellen die wohl am
weitesten verbreitete Substanzklasse der Flavonoide dar. Quercetin lasst sich unter
anderem in Erdbeeren, Apfel, Hopfen, Zwiebeln, Tabak, Rotwein [16], Kopfsalat [17],
griinen Bohnen, griiner Paprika, Petersilie, Brokkoli und Orangen [18] finden. Myricetin
ist zum Beispiel in Rotwein [16], schwarzen Johannisbeeren, Weintrauben [17], griinen
Bohnen, Petersilie, Brokkoli, Spinat, Zwiebeln, Orangen und Kakis [18] enthalten.
Isorhamnetin kommt in Birnen, Sanddornbeeren, Dillkraut und Fenchel (Blatter) [17]
vor. Fisetin kann in Zwiebeln, Kiwis, Apfel, Kakis, Grapefruits und vor allem in
Erdbeeren [18] gefunden werden. Kaempferol lasst sich in Erdbeeren, Pfirsiche, Tabak,
Tee, Hopfen, schwarze Johannisbeeren [16], Kopfsalat, Spinat, Sanddornbeeren,
Weintrauben [17], griinen Bohnen, Kartoffeln, Tomaten, griiner Paprika, Karotten,
Petersilie, Kohl, Brokkoli, Zwiebeln, Gurken, Kiwis, Wassermelonen, Apfel und
Grapefruits [18] nachweisen. Dies zeigt deutlich, dass Flavonole meist als Mischung
mehrerer Flavonole in der Pflanze auftreten. Untersuchungen zeigten, dass in
Deutschland (Bayern) etwa 54 mg pro Tag (Schwankungsbreite 7-202mg) an
Gesamtflavonoiden aufgenommen werden, wobei die Flavonole 12mg pro Tag
ausmachen [15].

Flavonol R5 R7 R2' R3' R# R5'
Quercetin OH OH H OH OH H
Myricetin OH OH H OH OH OH
[sorhamnetin OH OH H OCH; OH H
Fisetin H OH H OH OH H
Morin OH OH OH H OH H
Kaempferol OH OH H H OH H

Abb. 1-2: Strukturformel der Flavonole.

Die gesundheitsforderlichen Eigenschaften von Nahrungsmitteln gehen hauptsachlich
auf die sekunddren Pflanzeninhaltsstoffe zuriick [3], wobei die Flavonoide die
wichtigsten biologischen Aktivitaten aufzeigen. Durch ihre antioxidativen Eigenschaften
konnen reaktive Sauerstoffspezies (ROS, von ,reactive oxygen species“) abgefangen
werden, die in groffem Umfang zu oxidativem Stress fiihren und in dessen Folge eine
oxidative Schadigung von DNA, Proteinen und Lipiden moglich ist. Diesen oxidativen
Schiadigungen werden ursdchliche Beziehungen zum Entstehen von chronischen
Erkrankungen des Menschen wie Arteriosklerose, Krebs, Grauer Star und allgemeinen
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Vorgdngen des Alterns zugeschrieben [19]. Flavonoide haben aufgrund ihrer wirksamen
antioxidativen Aktivititen und ihrer Rolle in der Vorbeugung vor Krebs, kardio-
vaskuldre, neurodegenerative und infektiose Krankheiten sowie Osteoporose und
Diabetes [3] eine rege Aufmerksamkeit erhalten. Jedoch wurden bisher meist nur
experimentelle Studien an Tieren oder kultivierten menschlichen Zelllinien durch-
gefilhrt und dies macht eine Vorhersage zu den Auswirkungen einer Polyphenol-
aufnahme zur Krankheitspravention am Menschen schwierig [20]. Epidemiologische
Studien zeigten zwar eine inverse Verbindung zwischen dem Risiko eines Herzinfarktes
und dem Verzehr von Tee und Wein sowie der Aufnahme von einigen besonderen
Flavonoiden, aber eine Verbindung zwischen Krebsrisiko und Polyphenolaufnahme
wurde bisher nicht klar nachgewiesen. Dazu miissten zahlreichere Studien am
Menschen durchgefiihrt werden, um einen deutlichen Beweis fiir gesundheits-
schiitzende Effekte der Flavonoide darzulegen. Fraglich ist auch, welche Konzentration
an Flavonoiden sinnvoll ist und welche Dosen zu hoch sind. Die Dosen der bisherigen
Studien an Tieren oder Zelllinien lagen weitaus hoher als die Konzentrationen von
Flavonoiden in einer normalen Erndhrung des Menschen[19, 20].

Dennoch ist aber mittlerweile nachgewiesen, dass die mit der Nahrung aufgenommenen
Flavonoide teilweise im Darm absorbiert werden. Sie wurden im Blut und Urin
nachgewiesen und konnten damit ihre antioxidative Wirkung im gesamten Koérper
entfalten. Aber nach der Metabolisierung im Darm werden die Aglycone der Flavonoide
oder die methylierten Derivate mit Glucuronaten oder Sulfatgruppen in der Leber
konjugiert. Auch Methylierungen sind moglich. Die chemisch-physikalischen
Eigenschaften der Flavonoide andern sich dadurch. Konjugationen reduzieren damit
effektiv die Anzahl der freien Hydroxylgruppen, die eine grofie Auswirkung auf die
antioxidativen Eigenschaften haben, und kénnen mogliche Interaktionen mit funktionell
wichtigen Zellproteinen beeinflussen. Daher ist es interessant, die Auswirkungen dieser
Konjugate oder Metaboliten auf relevante Gewebe, Zellen oder Proteine zu untersuchen,
um mechanistische Einblicke in ihrer Rolle zur Vorbeugung von altersbedingten
Erkrankungen und zur Erhaltung einer optimalen Gesundheit zu erlangen [11].

1.2 Elektrochemische Oxidation von Flavonolen

Der antioxidative Mechanismus von Flavonoiden beruht auf der Fahigkeit Elektronen
abzugeben. Flavonoide besitzen ein kleineres Oxidationspotential als zum Bespiel die
reaktiven Sauerstoffspezies, wodurch sie sich als Radikalfanger auszeichnen. Fiir die
antioxidative Aktivitit der Flavonoide spielen Anzahl und Stellung der freien
Hydroxylgruppen eine grofiere Rolle als das jeweilige Grundgeriist der sechs
Untergruppen allein. Zwar zeigen alle durchaus eine antioxidative Aktivitat, doch
Untersuchungen zu Strukturen von Flavonoiden beziiglich einer hohen antioxidativen
Aktivitat ergab folgende Kriterien [21]:

e eine Doppelbindung zwischen den Kohlenstoffatomen 2 und 3 im Ring C,
e eine Oxo-Funktion am Kohlenstoff 4 im Ring C und
e eine zusdtzliche Hydroxylgruppe am Kohlenstoffatom 3 im Ring C.
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Damit zeigen Flavonole die héchsten antioxidativen Aktivitdten. Diese Untergruppe der
Flavonoide ist in der Lage, nach der Abgabe von einem Elektron sich selbst als
entstandenes Radikal zu stabilisieren, da das einzelne ungepaarte Elektron iiber die
Ringe B und C delokalisiert werden kann. Die antioxidative Aktivitdt wird noch durch
eine ortho-Hydroxyfunktion am Ring B verstarkt [21, 22]. Die hochste Aktivitat ist bei
einer Pyrogallol-Einheit am Ring B von Flavonolen gegeben [22].

Mit Hilfe von elektrochemischen Messungen konnen physikochemische Parameter fiir
die Antioxidantien bestimmt werden. Es ldsst sich das Redoxpotential, die Anzahl der
ubertragenen Elektronen, die Geschwindigkeitskonstante der Elektrodenreaktion und
vieles mehr mit voltammetrischen Messungen angeben. Neben der Aussage tliber die
Kinetik einer Reaktion sind hdufig auch nach den Elektronentransferprozessen
chemische Reaktionen vor- und nachgelagert. Zudem koénnen sogar mit der
Voltammetrie reaktive Zwischenstufen nachgewiesen werden und Reaktions-
mechanismen aufgeklart werden [23]. Die erhaltenen Redoxpotentiale von Flavonoiden
aus elektrochemischen Messungen geben tiiber die Aktivitdt als Radikalfanger insofern
Auskunft, dass kleine Werte fiir sehr geeignete Radikalfanger stehen.

Allerdings konnen mogliche reaktive Seiten am Molekiil und deren Radikalspezies mit
der Elektrochemie nicht eindeutig bestimmt werden, sodass quantenchemische
Berechnungen mit Gaussian als Hilfe bei der Aufklarung eines Reaktionsmechanismus
der Flavonole dienen kénnen.

1.3 Quantenchemische Berechnungen zu moglichen
Oxidationsprodukten von Flavonolen

Zwei Hauptmechanismen sind bekannt, die die quantenchemische Berechnung von
Oxidationen an Flavonoiden beschreiben:

e H-Atom-Transfer (HAT), wo die Bindungsdissoziationsenergie (BDE) eine
wichtige Rolle spielt,

e Single-Elektron-Transfer (SET) mit dem Ionisierungspotential (IP) und der
Protondissoziationsenthalpie (PDE) als Schliisselparameter.

Bei dem H-Atom-Transfer wird nach der homolytischen Abspaltung eines
Wasserstoffatomes an der Hydroxylgruppe am aromatischen Ring ein Radikal gebildet.
Der HAT-Mechanismus ist in der Gleichung (1) dargestellt.

ROH — RO* + H* (1)

Der zweite Mechanismus beschreibt zuerst einen Ein-Elektronen-Transfer-Prozess,
wobei das Molekil zum Radikalkation wird, um dann im zweiten Schritt ein
Wasserstoffatom abzuspalten. Der SET-Mechanismus ist in der Gleichung (2) gezeigt.

ROH - ROH'* + e~ - RO" + H* (2)

Mittels BDE und IP kann die Effektivitit von Antioxidantien bestimmt werden [24]. Je
hoher die Stabilitit des Radikals ist, desto hoher ist die Wirksamkeit des Antioxidans.
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Dafiir spricht einerseits die leichte Spaltung der OH-Bindung oder andererseits die
leichte Abgabe eines Elektrons fiir die Bewertung zur Wirksamkeit eines Antioxidans
[25]. Systematische theoretische Studien einiger phenolischer Antioxidantien in der
Gasphase schlussfolgern, dass HAT der dominierende Mechanismus fiir ihr
antioxidatives Verhalten darstellen [24-26]. Jedoch beziehen die wenigsten Studien die
Losungsmittelumgebung mit in Betracht [25, 27-30]. Ein dritter Mechanismus, bisher
nicht eingehend untersucht, ist in Wasserphase zu bevorzugen, da dort eine
Ladungstrennung stattfinden kann. Dies geht einher mit einer sequentiellen
Protonenabgabe gefolgt von einem Elektrontransfer (SPLET, sequential proton loss
electron transfer). In einem ersten Schritt wird das Molekil zum Phenoxidanion
deprotoniert, welcher von der Protonenaffinitit (PA) gesteuert wird. Es folgt ein
Elektrontransferschritt, um  das Radikal zu bilden, das durch die
Elektronentransferenthalpie (ETE) charakterisiert ist. Der SPLET-Mechanismus ist in
Gleichung (3) gezeigt.

ROH - RO~ +H* > RO + e~ (3)

Eine schematische Darstellung der drei Mechanismen ist in der Abb. 1-3 verdeutlicht,
die die Reaktionswege eines Molekiils mit den zugehorigen Enthalpien zusammenfasst.

SET

HAT

SPLET

Abb. 1-3: Zugrundegelegte Oxidationsmechanismen bei quantenchemischen Berechnungen mit
den zugehorigen Enthalpien.

Alle drei Mechanismen ergeben das gleiche Flavonoidradikal als Ergebnis, wobei der
SET- und der SPLET-Mechanismus in polaren Medien aufgrund der Ladungstrennung zu
bevorzugen sind. In der Publikation I [31] wurde der SPLET-Mechanismus angewendet,
da pH-Wert-Messungen einen alkalischen Charakter gezeigt haben und von
deprotonierten Molekiilen in Losung auszugehen ist. Dabei wurde die Deprotonierung
aller moglichen OH-Gruppen der jeweiligen Flavonole mit umgebenen Wassermolekiilen
betrachtet, um mogliche reaktive Seiten und Radikalspezies zu identifizieren.
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1.4 Kopplung von Elektrochemie und Massenspektrometrie
zur Bestimmung von Oxidationsprodukten sowie zur
Nachahmung von Metabolismusreaktionen

Die Kombination einer elektrochemischen Durchflusszelle (EC) und der
Massenspektrometrie mit Elektrosprayionisation (ESI-MS) ist ein hervorragendes
Werkzeug fiir mechanistische elektrochemische Untersuchungen und zur
Identifizierung von erzeugten kurzlebigen Produkten. Die Einfiihrung von EC/ESI-MS
vor etwa 20 Jahren [32] fiihrte zu einer Entwicklung von modernen Techniken und
Instrumenten fiir analytische Methoden mit gesteigerter Empfindlichkeit,
Geschwindigkeit und Genauigkeit. Unlangst wurden einige Untersuchungen
durchgefiihrt, die  wichtige metabolische  Oxidationsreaktionen in den
unterschiedlichsten Bereichen mit der Hilfe von EC/ESI-MS nachvollziehen; es wurden
zum Beispiel bisher Metabolismusuntersuchungen an Nukleosiden [33-36],
Aminosduren [37-39], Arzneimittel [40-42] oder die Oxidationsprozesse von
Xenobiotika in der Umwelt [43, 44] erforscht.

Eine schematische Darstellung der Kopplung von einer elektrochemischen
Durchflusszelle mit der Massenspektrometrie, wie sie in der Publikation II [45] und
Publikation III [46] verwendet wurde, ist in Abb. 1-4 gegeben.

+

B —
RN SRR,

Durchflusszelle
mit Potentiostat

Spritzenpumpe

Abb. 1-4: Schematische Darstellung der Kopplung von einer elektrochemischen Durchflusszelle
mit der Massenspektrometrie.

Durch die Elektrosprayionisation als milde Ionisierungsmethode verursacht diese wenig
oder gar keine Fragmentierung der Analyten. Es konnen nichtfliichtige, polare,
thermisch labile und vor allem Analyten mit hohem Molekulargewicht aus der Losung in
die Gasphase fiir die Massenanalyse iibertragen werden. Dariiber hinaus muss das
Losungsmittel nicht erwdrmt werden und es kann dadurch eine breitere Vielfalt an
Losungsmittelsystemen verwendet werden. Die Kopplung von Elektrochemie und
Massenspektrometrie ermoglicht die Identifizierung von elektrochemisch generierten
Produkten in minimalen Probenvolumen und erlaubt die Detektion unstabiler Produkte,
wenn kurze Transferkapillaren zwischen Durchflusszelle und Massenspektrometer
verwendet werden. EC/ESI-MS ist damit ein niitzliches Werkzeug, um das oxidative
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Verhalten vieler redoxaktiver Substanzen zu untersuchen, so auch Flavonoide. Diese
haben kurzlebige Oxidationsprodukte und deren Intermediate vollziehen
Folgereaktionen wahrend ihrer aktivierten Zustiande. Auf diese Weise ist es mdoglich, die
postulierten Spezies aus den quantenchemischen Berechnungen zu verifizieren.

Wahrend der elektrochemischen Oxidation in der Durchflusszelle koénnen die
Substanzen anndhernd vollstindig umgesetzt werden, wenn eine grofde
Elektrodenoberflache zur Verfiigung steht und geringe Durchflussraten gewahlt werden,
um so hohe Umwandlungsraten zu erhalten. Dennoch miissen die oxidierten Spezies mit
hohen Flussraten schnell zum Massenspektrometer transportiert werden, um die
kurzlebigen Intermediate detektieren zu konnen und die Zahl der Signale im
Massenspektrum minimal zu halten. Daher muss ein Kompromiss in den Flussraten
gefunden werden fiir langere Verweilzeiten mit hohen Umsatzen, aber mit erhéhtem
Auftreten von Folgeprodukten, und die limitierte Detektion dieser kurzlebigen
Zwischenprodukte trotz der hohen Empfindlichkeit der MS. Obgleich erste Hinweise
beziiglich der Stabilitdt der oxidierten Spezies als Funktion des Elektrodenpotentials
erhalten werden konnen, ermdglicht die MS strukturelle Informationen und die
Identifizierung von Reaktanten und deren reaktiven Zwischenprodukten.

Dariiber hinaus konnen EC/ESI-MS-Experimente ein niitzliches Werkzeug sein, um
enzymatisch  katalysierte Reaktionen besser verstehen zu koénnen. Viele
Oxidationsreaktionen von Biomolekiilen werden durch Enzyme mit den
verschiedensten Mechanismen umgesetzt. Publikation III [46] beschreibt eine
elektrochemisch initiierte Oxidation einer einfachen phenolischen Verbindung, die
gleichermafien eine Kopplungsreaktion mit einem Amin als Folgereaktion impliziert wie
zum Beispiel eine Laccase-initiierte C-N-Kopplung von 3-Methylcatechol und
n-Hexylamin [47, 48]. Bei der elektrochemischen Nachahmung von Metabolismus-
reaktionen lassen sich viele weitere Systeme mit einem einfachem instrumentellen
Aufwand und grofder Zeitersparnis untersuchen. Dabei konnen extremere
Reaktionsbedingungen gewahlt werden als fiir Enzyme iiblich und so alternative
elektrochemische Syntheserouten gefunden und verstanden werden.
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2. Zielsetzung

Lange Zeit war der Fokus der lebensmittel- und erndahrungswissenschaftlichen
Forschung auf die ,klassischen“ Nahrstoffe wie Proteine, Kohlenhydrate, Fette sowie
Vitamine und Mineralstoffe ausgerichtet, um die Grundbediirfnisse der Erndhrung
qualitativ. und quantitativ. zu definieren und mogliche physiologische
Mangelerscheinungen zu vermeiden. Erst mit der Entdeckung der Bedeutung von
Ballaststoffen in den 1970er Jahren [49] dnderte sich die Ansicht, dass auch weitere
Inhaltsstoffe von Lebensmitteln zur Gesundheit beitragen, diese aber bei Abwesenheit
nicht zu Mangelerscheinungen oder gar Tod fiihren. Inzwischen sind neben den
Ballaststoffen zahlreichere weitere Lebensmittelinhaltsstoffe wie die sekundiren
Pflanzeninhaltsstoffe in den Vordergrund gertickt, die bei regelmafdiger Aufnahme einen
gesundheitlichen Nutzen beinhalten. Das Wirkungsspektrum der sekundaren
Pflanzeninhaltsstoffe ist wie zuvor schon beschrieben sehr vielfdltig und beruht meist
auf den antioxidativen Eigenschaften der Polyphenole. Belege dieser Wirkungen sind
nur aus in vitro Versuchen und Tierexperimenten sowie epidemiologische Studien
bekannt; Daten aus Interventionsstudien mit kausalem Nachweis liegen kaum vor.

Die Wirkungsweise beziehungsweise die effektive Wirkung der Flavonoide ist bislang
nur im Ansatz erforscht. Klar ist, dass diese Substanzen bei der Bekampfung von
Krankheiten helfen. Nur die genauen Umstdnde und deren Mechanismen sind oft nicht
eindeutig geklart. Zudem ist es bei vielen Stoffen fraglich, in welchem Umfang die
Wirkungen wahrend einer normalen Ernahrung oder gar durch die Gabe der Stoffe in
isolierter Form erreicht werden konnen. Weiterhin muss gekldrt werden, ob diese
Substanzen ihre gesundheitsfordernden Eigenschaften als Einzelsubstanz oder nur in
komplexen Mischungen in ihrer Summe die ihnen zugeschriebenen positiven Effekte
entfalten.

Ziel dieser Arbeit ist es, das antioxidative Verhalten von ausgewdahlten Flavonolen zu
charakterisieren. Dabei werden Quercetin, Myricetin, Isorhamnetin, Fisetin, Morin und
Kaempferol ndher betrachtet. Voltammetrische Messungen sollen einen Aufschluss liber
ihre Redoxaktivitit geben. Bisher wurden durch andere Arbeitsgruppen einzelne
Vertreter aus verschiedenen Flavonoid-Untergruppen ausgewahlt und miteinander
verglichen. Dabei wurden in den publizierten Arbeiten jedoch immer unterschiedliche
Losungsmittelsysteme getestet und ein Vergleich untereinander ist damit nur schwer
moglich. In dieser Arbeit soll eine umfassende Bewertung der Gruppe der Flavonole
erfolgen und es wird erstmalig eine zusammenhdngende Betrachtung im gleichen
Losungsmittelsystem geben. Daran soll sich eine Reihenfolge feststellen lassen, welches
Flavonol mit eine bestimmten strukturellen Voraussetzung die hochste Redoxaktivitat
aufweist.

Anschlief3end steht die Aufklarung des Reaktionsmechanismus der Flavonole im
Vordergrund. Dies soll einerseits durch quantenchemische Berechnungen erfolgen, um
mogliche reaktive Seiten am Molekiil und gebildete Radikalspezies vorherzusagen, und
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andererseits durch die Kopplung mit der Massenspektrometrie erfolgen, um gebildete
Produkte zu identifizieren.

Ein weiteres wichtiges Ziel dieser Arbeit soll die Etablierung der Kopplung von
Elektrochemie und Massenspektrometrie zur elektrochemischen Nachahmung von
Metabolismusreaktionen darstellen. Enzymkatalysierte Oxidationsreaktionen kénnen
durch EC/ESI-MS-Experimente verstanden werden und liefern so einen Beitrag zur
Aufklarung der Reaktionsmechanismen. Dazu soll die elektrochemisch initiierte
Oxidation einer einfachen phenolischen Verbindung dienen, die dann im aktivierten
Zustand eine Heterokopplung mit einem Amin (Michael-Addition) eingeht.

Eine Ubersicht der verschiedenen Aspekte dieser Arbeit ist in der Abb. 2-1 dargestellt.

f =)

Elektrochemische Untersuchungen und Identifizierung von

Oxidationsprodukten phenolischer Pflanzeninhaltsstoffe

Flavonole 3-Methylcatechol
- i (einfache phenolische

(polyphenolische Verbindungen) Verbindung)
e /s sc/estaus

reaktive Steﬁ en am Identifizierung der Nachahmung von
Molekiil und gebildete gebildeten Metabloismus-

Radikalspgezi - Oxidationsprodukte reaktionen
\ Aufkldrung von ReaktionsmechanismenJ

Abb. 2-1: Ubersicht der verschiedenen Aspekte dieser Arbeit.

Die elektrochemische Oxidation der jeweiligen Substanzen soll zuerst in einer Batch-
Zelle charakterisiert werden. Bei der Kopplung mit der Massenspektrometrie muss die
Durchflusszelle charakterisiert werden, um bestmdogliche Oxidationsbedingungen fiir
die jeweiligen Substanzen gewdhrleisten zu konnen. Abschliefend miissen optimale
Kopplungsbedingungen fiir das Massenspektrometer gefunden werden.
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3. Einordnung und Diskussion der eigenen Ergebnisse

Die einzelnen Publikationen fiir die kumulative Arbeit werden nachfolgend
zusammengefasst, wobei jeweils der Uberblick tiber den Stand der Technik gegeben
wird und sich daraus die Motivation der Publikation ergibt. Zudem werden die
wichtigsten Aspekte der Veroffentlichungen herausgestellt und kritisch bewertet.

3.1 Vergleich von elektrochemischer Oxidation der
Flavonole mit berechneter Protonenaffinitat und
Elektronentransferenthalpie in Wasser

Das chemische Verhalten von Flavonoiden als Antioxidantien, beruhend auf der
Fahigkeit Elektronen leicht abzugeben und damit als Radikalfanger dienend, wurde
bereits in vielen experimentellen Studien thematisiert. Entweder wurden explizit
Einzelsubstanzen einer Flavonoidklasse intensiv untersucht, zum Beispiel die der
Untergruppe der Flavonolaglykone [50-58], oder wichtige beziehungsweise
vielversprechende Kandidaten aus allen Untergruppen der Flavonoide ausgewahlt und
miteinander verglichen [21, 59-64]. Diverse experimentelle Methoden mit
unterschiedlichsten Losungsmittelsystemen fiihren aber dazu, dass die publizierten
Ergebnisse nur schwer miteinander vergleichbar sind, um die Effektivitit der
Antioxidantien zu beurteilen und damit eine Hierarchie ihrer Wirksamkeit aufzustellen.
Bekannt ist, dass bestimmte strukturelle Voraussetzungen notig sind, um eine hohe
Wirksamkeit zu besitzen: neben der Oxo-Funktion am Kohlenstoffatom 4 eine
Doppelbindung zwischen den Kohlenstoffatomen 2 und 3 mit einer zusatzlichen
Hydroxylgruppe am Kohlenstoffatom 3 im Ring C [21]. Damit zeichnen sich vor allem die
Flavonole als sehr geeignete Untergruppe fiir hohes antioxidatives Verhalten aus. In der
PublikationI [31] wurden sechs verschiedene Flavonole ausgewahlt und deren
effektive Wirksamkeit miteinander verglichen. Daher konnen nun erstmalig umfassend
Substanzen einer einzelnen Untergruppe der Flavonoide unter gleichen
Reaktionsbedingungen in eine Hierarchie beziiglich ihrer Wirksamkeit klassifiziert
werden. Kleine Unterschiede in der Molekilstruktur, also verschiedene Anzahl und
Stellung der Hydroxylgruppen an den aromatischen Ringen, verursachen ungleiche
Redoxaktivitaten.

Aufgrund der Fahigkeit Elektronen leicht abgeben zu koénnen, lassen sich Quercetin,
Myricetin, Isorhamnetin, Fisetin, Morin und Kaempferol mit elektrochemischen
Methoden untersuchen. Mittels Cyclovoltammetrie (CV) und Differenzpulsvoltammetrie
(DPV) sind die Oxidationspotentiale (Ep°*) bestimmbar. Je kleiner der Wert des
Oxidationspotentials ist, desto leichter kann das Flavonol Elektronen abgeben und zeigt
somit eine hohere Wirksamkeit in der antioxidativen Eigenschaft. Alle sechs Flavonole
wurden in einer wassrigen Phosphatpufferlosung mit 60% Ethanolanteil und etwa
einem pH-Wert von 8.2-8.3 vermessen. Ethanol diente als Losungsvermittler, da sich die
Flavonole ungeniigend in Wasser losen. Ein festgesetzter pH-Wert mit definierter
Leitfahigkeit ist zum Einen fiir eine ausreichende Elektronen-/lonenwanderung bei
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elektrochemischen Messungen wichtig und zum Anderen zeigen die Flavonole
unterschiedliche = pH-Abhdngigkeiten beziiglich der Oxidationspotentiale in
voltammetrischen Messungen [50, 52, 53, 55, 56, 58, 61].

Aus den voltammetrischen Messungen lassen sich einige Schliisse ziehen. Das kleinste
Oxidationspotential tritt auf, wenn drei Hydroxylgruppen in direkter Nachbarschaft am
Ring B (Pyrogallol-Einheit) lokalisiert sind. Dies ist bei Myricetin gegeben (siehe
Strukturformel in Abb. 1-2, S.5). Es zeigt den kleinsten Wert unter den getesteten
Flavonolen. Quercetin mit einer Catechol-Einheit (zwei Hydroxylgrupen in direkter
Nachbarschaft am Ring B) zeigt das zweite kleinste Oxidationspotential. Isorhamnetin
mit einer Methoxy-Gruppe in Nachbarschaft zu einer Hydroxylgruppe am Ring B besitzt
das dritte kleinste Oxidationspotential. Offensichtlich kann eine Methoxy-Gruppe das
gebildete Radikal nicht im gleichen Mafie stabilisieren wie eine zweite Hydroxylgruppe.
Fisetin besitzt im Gegensatz zu Quercetin nur eine Hydroxylgruppe weniger am Ring A,
was die Radikalstabilitat so sehr beeinflusst, dass das Oxidationspotential von Fisetin zu
héheren Werten verschoben ist. Eine einfache Hydroxylierung des Ringes B wie in
Kaempferol fiihrt genauso wie zwei Hydroxylgruppen in meta-Stellung am Ring B wie
bei Morin zu ahnlich hohen Oxidationspotentialen. Diese beiden Flavonole besitzen
annahernd gleiche Werte und sind unter den gemessenen Substanzen die schlechtesten
Antioxidantien. Eine Ubersicht iiber die Lage der Oxidationspotentiale aus den DPV-
Messungen ist in der Abb. 3-1 gezeigt. Sie konnen in drei Gruppen eingeteilt werden:
Myricetin ist ein sehr gutes Antioxidans, Quercetin, Isorhamnetin und Fisetin sind gute
Antioxidanten und Morin sowie Kaempferol sind annehmbare Radikalfanger.

55

= MyTicetin
e (Quercetin
Isorhamnetin

= Fisetin
Morin
= Kaempferol
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Abb. 3-1: DPVs der 1 mM Flavonole im Phosphat-Ethanol-Puffer bei einer Scanrate von
10 mV/s.
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Um die unterschiedlichen Redoxaktivititen verstehen zu kénnen, ist es von grofder
Bedeutung, die Oxidationsmechanismen aufzuklaren. Dabei kénnen quantenchemische
Berechnungen helfen. Die Literatur beschreibt fiir die erste oxidierte Seite am Molekiil
das Kohlenstoffatom 4' am Ring B fiir Quercetin, Myricetin und Fisetin [28, 29] sowie das
Kohlenstoffatom 3 am Ring C fiir Morin und Kaempferol [29, 65]. Bei Quercetin gibt eine
Veroéffentlichung sogar beide mogliche Oxidationsseiten in einer wassrige Phase im
gleichem Mafe an [27]. Durch unterschiedliche Berechnungsmethoden sind die
absoluten Werte aber nicht miteinander vergleichbar, um daraus auch eine Hierarchie
ableiten zu konnen. Ferner wurde Isorhamnetin in wassriger Phase bisher nicht
betrachtet. Daher wurden eigene quantenchemische Berechnungen angefertigt, die eine
Korrelation der absoluten Werte untereinander zulassen. Von den drei moglichen
Oxidationsmechanismen (siehe Abb. 1-3, S. 8) wurde sich fiir den SPLET-Mechanismus
entschieden, da die Flavonole in wassriger Losung mit basischem Charakter
deprotoniert vorliegen. Die berechneten Protonenaffinititen sind in der Tab. 3-1
zusammengestellt, wobei nur die energetisch am niedrigsten aufzuwendende
Protonabspaltung einer Molekiilseite fiir jedes entsprechende Flavonol gezeigt ist.

Tab. 3-1: Hierarchie der E,ox -, PA- und SPLET-Werte.

E,ox PA SPLET (Anion) SPLET (Minimum)
1 1 (4-OH: 51.0) 1 (4-OH: 98.9) 1 (4-OH: 98.9)

2 4 (4'-OH: 51.1) 4 (4'-OH: 100.4) 4 (4'-OH: 100.4)

3 6 (4'-OH: 51.4) 3 (4-OH: 102.4) 3 (3-OH: 101.6)

4 5 (2'-OH: 54.3) 2 (4-OH: 103.3) 2 (3-OH: 101.9)

5 2 (4-OH: 54.7) 6 (4-OH: 103.3) 6 (3-OH: 102.2)

6 3 (4-OH: 54.7) 5 (2-OH: 107.2) 5 (3-OH: 102.3)

Alle Werte sind in kcal/mol angegeben.
1 Myricetin, 2 Quercetin, 3 Isorhamnetin, 4 Fisetin, 5 Morin, 6 Kaempferol

Gemafd den quantenchemischen Berechnungen erfolgt die Deprotonierung der
ausgewahlten Flavonole stets an den OH-Gruppen am C4-Atom. Bei Morin besitzt zwar
die OH-Gruppe am Cz-Atom den niedrigsten Wert, doch die OH-Gruppe am C4-Atom
liegt mit 54.4 kcal/mol im gleichen Energieniveau, sodass eine exakte Differenzierung
nicht moglich ist. Berechnungen von Deprotonierungsenergien bei Alvarez-Diduk und
Kollegen ergaben auch eine Deprotonierung der OH-Gruppe am C4-Atom fiir Quercetin
und Myricetin sowie die OH-Gruppe am Cz-Atom fiir Morin. Jedoch geben sie fiir
Kaempferol die OH-Gruppe am C7-Atom an [30]. Amic und Kollegen errechneten
Protonenaffinititen fiir eine Deprotonierung an der OH-Gruppe am C7-Atom fiir
Quercetin, Myricetin, Fisetin und Kaempferol. Aufier bei Morin konnte zwischen der
Position 2' und 3 nicht unterschieden werden [29]. Dies zeigt deutlich, dass
verschiedene Modelle an quantenchemische Berechnungen unterschiedliche Ergebnisse
hervorbringen konnen und nur schwer miteinander vergleichbar sind.

Im zweiten Schritt der durchgefiihrten quantenchemischen Berechnungen wurden die
Elektronentransferenthalpien betrachtet. Die Summe der Enthalpien aus der
Protonenaffinitit und dem Elektronentransfer ergeben den Gesamt-SPLET-Wert. Die
Werte des SPLET-Mechanismus ausgehend von der bereits deprotonierten Seite sind in
der Tab. 3-1 angefiihrt. Sie sind nach ihrer Grof3e sortiert, um eine Hierarchie beziiglich
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des antioxidativen Verhaltens festlegen zu konnen. Findet eine Elektronabgabe an der
bereits deprotonierten Seite des Molekiils statt, so zeigt Myricetin die Kkleinesten
Reaktionsenthalpien. Daher geben sowohl die durchgefiihrten voltammetrischen
Messungen als auch die berechneten Enthalpien Myricetin als bestes Antioxidans unter
den sechs gewahlten Flavonolen iubereinstimmend an. Fisetin wird in den
quantenchemischen Berechnungen als ein deutlich besseres Antioxidans
hervorgehoben. Quercetin und Kaempferol haben nach den SPLET-Werten zufolge eine
gleiche antioxidative Wirksamkeit. Morin ist theoretisch betrachtet deutlich der
schlechteste Radikalfianger unter den gewahlten Flavonolen. Eine bessere
Ubereinstimmung mit der Reihenfolge der Flavonole aus den voltammetrischen
Experimenten lassen sich mit den quantenchemischen Berechnungen von Amic und
Kollegen finden, bei denen Myricetin die kleinsten Werte besitzt, gefolgt von Quercetin
und Fisetin. Kaempferol und Morin besitzen beide dhnlich grofle Enthalpien [29]. Hier
kann die Einteilung der Flavonole in den drei Gruppen beziiglich ihrer antioxidativen
Wirkung untermauert werden.

Zusatzlich ist der ausschliefdlich energetisch giinstigste Fall fiir den SPLET-Mechanismus
aller moglichen oxidierbaren Molekiilstellen ergianzend in Tab. 3-1 angegeben. Diese
Betrachtungsweise charakterisiert im annahernd neutralen wassrigen Milieu die labilste
Seite im Molekul. Myricetin und Quercetin zeigen daher eine mdégliche Oxidation an der
Catechol-Einheit am RingB. Alle anderen Flavonole werden laut theoretischer
Betrachtung an der OH-Gruppe am C3-Atom am Ring C oxidiert. Dies haben aufder fiir
Fisetin auch Amic und Mitarbeiter in ihrer Publikation verdéffentlicht [65].

Allerdings betrachten die gezeigten quantenchemischen Berechnungen alle lediglich den
ersten Proton-Elektron-Transferschritt, um die Reaktionsstelle am Molekil zu
bestimmen. Die reaktiven Radikale gehen aber Folgereaktionen oder Umlagerungen ein,
um stabile Zustidnde zu erreichen. Quantenchemische Berechnungen stofden da an ihre
Grenzen. Aus experimentellen Daten konnen meist 2-Elektronen-2-Protonen-Schritte
fir die Flavonole angegeben werden. Die Kopplung der Elektrochemie mit der
Massenspektrometrie ermdoglicht zum Teil eine Identifizierung sowie eine Aufklarung
der Reaktionsmechanismen der gebildeten Produkte aus den reaktiven Radikalen.

3.2 Oxidation der Flavonole in einer elektrochemischen
Durchflusszelle direkt gekoppelt mit ESI-MS

Im schnell wachsenden Forschungsfeld der Antioxidantien sind neue Methoden und
Instrumente von grofder Bedeutung, um ein einfaches und schnelles Screening von
einzelnen Substanzen mit antioxidativen Eigenschaften zu ermoglichen. Die bisher
genutzten chemischen Untersuchungsmethoden zur Bestimmung der antioxidativen
Gesamtkapazitit konnen in zwei Hauptkategorien eingeteilt werden: die auf dem
Wasserstoffatomtransfer (HAT) beruhenden Assays und die auf einfachen
Elektrontransfer (SET) beruhenden Assays. In HAT-Assays konkurrieren das
Antioxidans und das Substrat um die thermisch generierten Peroxyl-Radikale durch die
Zersetzung von Azoverbindungen. Diese Untersuchungsmethode beinhaltet die
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Hemmung der Autooxidation von Lipoproteinen, ORAC (oxygen radical absorbance
capacity), TRAP (total radical trapping antioxidant parameter) und die Entfirbung von
Crocin. ET-basierte Assays messen die Kapazitit eines Antioxidans in Bezug zur
Reduktion eines Oxidationsmittels, welches die Farbe wahrend der Reduktion dndert.
Der Grad des Farbwechsels korreliert mit der Probenkonzentration des Antioxidans.
Dies beinhaltet FCR (total phenols assay by Folin-Ciocalteu reagent), TEAC (Trolox
equivalence antioxidant capacity), FRAP (ferric ion reducing antioxidant power),
Kupfer(II)-Komplexe als Oxidationsmittel und DPPH [66].

Die chemischen Assays sind aber auf die Bestimmung der Gesamtkapazitit beschrankt
und kénnen nicht die jeweilige Kapazitdt von einzelnen Substanzen in einer komplexen
Probe angeben. Zettersten und Kollegen konnten mit ihren Arbeiten zeigen, dass sowohl
die antioxidative Aktivitit (die Leichtigkeit der Oxidation) als auch die
Oxidationskapazitat (Leistungsfahigkeit) einzelner Substanzen in komplexen Proben
gleichzeitig bestimmt werden kann. Dies erreichten sie durch die vorherige Auftrennung
der komplexen Probe mit Hilfe der Fliissigchromatografie, an die dann die
elektrochemische Zelle und das Massenspektrometer angeschlossen waren. Jedoch
gaben sie keine expliziten Reaktionsprodukte oder gar Reaktionsmechanismen fiir
Catechin, Kaempferol, Resveratrol, Quercetin und Quercetinglykoside an [67]. Daher lag
das Augenmerk der Publikation II [45] auf der Aufklarung der Reaktionsprodukte und
deren Reaktionsmechanismen von Flavonolen mit der Hilfe einer elektrochemischen
Durchflusszelle gekoppelt mit der Massenspektrometrie.

Die elektrochemische Oxidation der Flavonole in einer Durchflusszelle erfordert eine
Charakterisierung dieser beziiglich hoher Umsétze in einem hydrodynamischen System.
Wird eine grofde Elektrodenoberfliche fiir die Arbeitselektrode und eine langsame
Flussrate gewahlt, kdnnen kleine Substratkonzentrationen durch lange Verweilzeiten in
der Durchflusszelle anndhernd vollstdndig umgesetzt werden. Lingere Verweilzeiten
bedeuten aber, dass kurzlebige reaktive Zwischenprodukte Folgereaktionen eingehen.
Daher muss ein Kompromiss gefunden werden zwischen anndhernd vollstindigem
Umsatz und schnellen Flussraten fiir die Detektion der metastabilen reaktiven
Zwischenprodukte. Zusatzlich muss die nachlassende Effektivitit der Ionisation der
Substanzen fiir die Detektion im Massenspektrometer bei schnellen hydrodynamischen
Experimenten bedacht werden. Daher wurden wahrend der Oxidation der Flavonole in
der Durchflusszelle langsame Flussraten von 2 bis 15 pL/min gewahlt. Trotzdem kann
ein erster Anhaltspunkt zur Stabilitit der Oxidationsprodukte als Funktion des
Elektrodenpotentials durch die Kopplung von EC/ESI-MS erhalten werden.

Erste Voruntersuchungen in einem Wasser-Methanol-Gemisch mit Quercetin ergaben
nach Anlegen eines konstanten Elektrodenpotentials viele Oxidationsprodukte, wobei
nicht alle identifiziert werden konnten. Methanol musste als Losungsvermittler
zugegeben werden, um die Flavonole vollstandig 16sen zu konnen. Es zeigte sich, dass
die methanol-addierten Oxidationsprodukte die grofditen Intensititen im
Massenspektrum besafsen. Nachfolgende Experimente fanden deswegen nur noch in
Methanol ohne Wasseranteil statt, um die Anzahl der Oxidationsprodukte so gering wie
moglich zu halten. Eine Oxidation von Quercetin unter einem konstanten
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Elektrodenpotential von bis zu 0.6V ergibt lediglich zwei Oxidationsprodukte mit
m/z 331 und 363 bei negativer lonisation. Erst deutlich ab 1.0 V kénnen vier weitere
Produkte detektiert werden: m/z299, 329, 361 und 393. Anhand des erhaltenden
Massenvoltammogramms kann ein Oxidationsmechanismus fiir Quercetin aufgestellt
werden. Im ersten Schritt wird das Molekul durch einen 2-Elektronen-2-Protonen-
Schritt zum ortho-Chinon oxidiert [52, 53, 60]. Dieses metastabile Intermediat unterlauft
Umwandlungsreaktionen (m/z299) oder Additionsreaktionen mit Nukleophilen
(Michael-Addition) [51]. Daher kann als zweiter Schritt die einfache Methanol-Addition
dem Signal m/z331 und die zweifache Methanol-Addition dem Signal m/z 363
zugeordnet werden. Bei hohen angelegten konstanten Elektrodenpotentialen findet ein
weiterer  2-Elektronen-2-Protonen-Oxidationschritt  der  gebildeten  stabilen
Methanolprodukte statt (m/z 329 und 361). Diese stabilen 4-Elektronen-4-Protonen-
Oxidationsprodukte des Quercetins wurden bisher noch nicht in der Literatur
beschrieben. Sogar eine dritte Methanol-Addition kann detektiert werden (m/z 393).
Diese Ergebnisse bestatigen einerseits das frithe Oxidationspotential von Quercetin als
sehr geeigneten Radikalfinger und andererseits die hohe effektive Wirkung des
Flavonols durch seine erneute Fahigkeit noch weitere Elektronen abgeben zu kénnen.

Durch EC/ESI-MS-Experimente konnen weitere Flavonole tber ihre effektive Wirkung
als Radikalfanger beurteilt werden. Dartiber hinaus lasst sich zeigen, dass strukturelle
Voraussetzungen noétig sind, um antioxidatives Verhalten zeigen zu kénnen. Sowohl
durch das Fehlen der OH-Gruppe am Ring C wie bei Chrysin als auch die Abwesenheit
von weiteren OH-Gruppen am Grundgeriist wie bei Flavonol offenbart, dass diese beiden
Substanzen keine Eigenschaften als Radikalfanger unter den getesteten Bedingungen in
diesem Potentialbereich aufzeigen. Die beiden OH-Gruppen am Cs- und C7-Atom im
Ring A werden hier nicht oxidiert. Dies zeigten bereits andere Veroffentlichungen auf;, in
denen die Oxidation dieser beiden OH-Gruppen bei weitaus hoherem Potential erst
moglich war [53, 58, 60, 68]. Kaempferol zeigt aufgrund der einfachen Hydroxlierung am
Ring B ein deutliches antioxidatives Verhalten. Nach einer 2-Elektronen-2-Protonen-
Abgabe konnte eine zweifache Methoxylierung detektiert werden. Morin zeigt eine
ahnliche antioxidative Wirksamkeit wie Kaempferol auf. Die beiden OH-Gruppen am
Ring B stehen in einer meta-Stellung zueinander, sodass das elektroaktive Verhalten
aber geringer gegeniiber Quercetin ausfdllt. Myricetin besitzt durch seine Pyrogallol-
Einheit am Ring B die grofdte Redoxaktivitiat unter den getesteten Substanzen. Es bildet
nach einer 2-Elektronen-2-Protonen-Oxidation ebenfalls wie Quercetin eine Chinon-
Einheit am Ring B und weist zwei Methoxylierungen auf. Nach einer weiteren 2-
Elektronen-2-Protonen-Oxidation konnten Endprodukte mit bis zu vier Methanol-
Additionen detektiert werden. Die 4-Elektronen-4-Protonen-Oxidationen von Quercetin
und Myricetin mit den dazugehorigen Oxidationsmechanismen wurden erstmalig in der
Publikation II veroffentlicht.

Zusatzlich konnte eine Reihenfolge der multiplen Methoxylierungen angegeben werden.
Die erste Methanol-Addition findet am Cz-Atom am Ring C statt, gefolgt am C3z-Atom am
Ring C fiir die zweite Methanol-Addition [69]. Der dritte nukleophile Angriff erfolgt am
Cs4-Atom am Ring C und der vierte am Cz-Atom am Ring B. Es konnte klar gezeigt
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werden, dass die Anzahl der Methanol-Additionen mit der Redoxaktivitat
zusammenhangt (Abb. 3-2). Zudem bietet die Kopplung von elektrochemischer
Durchflusszelle mit der Massenspektrometrie eine neue Moglichkeit zur gleichzeitigen
Bestimmung der antioxidativen Aktivitat (die Leichtigkeit der Oxidation) und der
Oxidationskapazitat (Leistungsfahigkeit) einzelner Substanzen, was mit den in
Publikation II dargestellten Ergebnissen eindeutig gezeigt werden konnte.

+
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Abb. 3-2: Uberblick des elektroaktiven Verhaltens der ausgewihlten Flavonole wihrend der
Oxidation in Methanol mit 0.1% Ameisensaure.

3.3 Elektrochemisch initiierte C-N-Kopplung von
3-Methyicatechol und n-Hexylamin in einer
Durchflusszelle verfolgt mit ESI-MS

Ein weiteres wichtiges Ziel dieser Arbeit ist die Etablierung der Kopplung von
Elektrochemie und Massenspektrometrie zur elektrochemischen Nachahmung von
Metabolismusreaktionen. Da viele Oxidationsreaktionen enzymatisch und mit diversen
Mechanismen ablaufen, bietet EC/ESI-MS eine neue Moglichkeit die Redoxreaktionen
von Biomolekiilen zu verstehen und teilweise aufzuklaren. Durch die Nachahmung der
Stoffwechselreaktionen von Enzymen kénnen Reaktionsprodukte und deren kurzlebige
Intermediate sowie deren Struktur verifiziert werden.

Fiir dieses Ziel eignen sich die Enzyme der Oxidoreduktasen, in die zum Beispiel die
Laccase (EC 1.10.3.2) eingeordnet ist. Laccasen sind kupferhaltige Polyphenoloxidasen
[70, 71], die die Oxidation von phenolischen Hydroxylgruppen zu Phenoxyradikalen
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vollziehen. Sie abstrahieren die Wasserstoffatome, um molekularen Sauerstoff als
Elektronakzeptor zu Wasser umzusetzen. Die gebildeten, meist unstabilen Radikale
konnen eine Vielzahl an Reaktionen eingehen. Daher ist eine zweite enzymkatalysierte
Oxidation des Radikals moglich oder es kann nichtenzymatische Reaktionen eingehen,
wie Hydratation, Disproportionierung, Kopplungsreaktionen sowie Polymerisations-
reaktionen [70, 72, 73]. Laccasen besitzen ein breites Substratspektrum, welches unter
anderem Monophenole, ortho- und para-Diphenole, Methoxyphenole, Aminophenole,
Polyphenole, Aniline und lignindhnliche Molekiile beinhaltet [70, 72]. Sie finden in vielen
Bereichen eine Anwendung; so zum Beispiel in der Zellstoff- und Papierindustrie zur
Ligninentfernung, in der Textil- und Farbemittelindustrie als Entfirbemittel, in der
Nahrungsmittelindustrie als Stabilisierung und zur Qualitatsverbesserung von
Getranken, in der Abwasserbehandlung von phenolischen Verbindungen sowie in der
Kosmetikindustrie in Haarfarbemitteln [74-76]. In der organischen Synthese kénnen
diese Enzyme auch zur Herstellung von Feinchemikalien verwendet werden. Durch die
hohe Stabilitat in Losungen, dem breitem Substratspektrum mit der spezifischen
Selektivitat fiir phenolische Strukturen und den milden Reaktionsbedingungen sind die
Biokatalysatoren in der sogenannten ,Grinen Chemie“ eine umweltfreundliche
Alternative geworden [72-74].

Eine mittlerweile Standardanwendung in der Verwendung von Laccasen in der
organischen Chemie ist die Oxidation von phenolischen Substraten zu
Chinonintermediaten, die Folgereaktionen mit Nukleophilen eingehen (Michael-
Addition), um stabile Produkte zu bilden. Das Nukleophil kann dabei ein Amin, ein Thiol,
ein Alkohol oder ein Dien sein. Somit konnten C-N, C-S, C-O und C-C
Bindungskniipfungen erzielt werden [74].

Die heteromolekulare C-N-Kopplung von einem ortho-hydroxylierten Phenol steht in
Publikation III [46] im Vordergrund. Die Laccase-initiierte oxidative Kopplung von
3-Methylcatechol mit n-Hexylamin ist in der Literatur bekannt [47, 48] und soll als
Testreaktion bei der Nachahmung von Metabolismusreaktionen von Enzymen durch die
Anwendung von EC/ESI-MS dienen. Ein grofler Nachteil der enzymgesteuerten
Kopplungsreaktion ist die Inaktivierung der Laccase bei hohen Methanol-
konzentrationen im Losungsmittelsystem [47, 48, 77-79]. Methanol ist aber als
Losungsvermittler dufderst bedeutungsvoll, da die verwendeten Substrate sowie das
gebildete Kopplungsprodukt eine begrenzte Loslichkeit im wassrigen Milieu besitzen.
Dies spielt vor allem in hoheren Konzentrationsbereichen fiir den Scale-Up eine
entscheidende Rolle. Der grofde Vorteil der elektrochemisch initiierten Oxidation ist die
Unabhangigkeit des Losungsmittels, da bei diesen Experimenten auf den Wasserzusatz
verzichtet werden kann, der bei enzymgesteuerten Reaktionen fiir die bestidndige
Aktivitat der Laccase vorhanden sein muss. Methanol als einziges Losungsmittel im
Reaktionsprozess bewaltigt die Loslichkeitsprobleme der Substrate und Produkte.

Da die elektrochemische Oxidation gleichermafien eine milde Syntheseroute darstellt
und die Oxidation von Catechol in der Literatur bekannt ist [80, 81], stellt die C-N-
Kopplung von 3-Methylcatechol mit einem primaren Amin mit Hilfe der Elektrochemie
eine alternative Synthese zu den bekannten Methoden [82] dar. Dariiber hinaus bietet
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die direkte Identifikation der gebildeten Produkte mit dem Massenspektrometer einen
entscheidenden zeitlichen Vorteil gegeniiber enzymkatalysierten Prozessen, in denen
eine (vollstandige) Umsetzung der Substrate einerseits Stunden oder gar Tage dauern
kann und es andererseits meist fiir die Analyse eine vorherige Aufarbeitung der
Reaktionslésung bedarf. Bei EC/ESI-MS-Experimenten konnen die Resultate innerhalb
von wenigen Minuten erhalten werden. Ziel der Publikation III war es, EC/ESI-MS als
erganzendes Werkzeug bei Metabolismusstudien zu etablieren und das hohe Potential
der elektrochemischen Syntheseroute darzulegen.

Zu Beginn wurde die Oxidation von 3-Methylcatechol (Substrat 1) in der Durchflusszelle
charakterisiert und der Oxidationsmechanismus aufgekldrt. Es zeigte sich, dass bei
fehlendem Nukleophil (Substrat 2) in der Reaktionslosung das elektrochemisch
gebildete Semichinon-Zwischenprodukt liber eine Dimerisierung mit einem zweiten ein
stabiles Produkt bildet. Das Dimer kann erneut iiber einen 2-Elektronen-2-Protonen-
Schritt oxidiert werden, bei dem anschlieflend eine zweifache Methanol-Addition
erfolgte. Befindet sich n-Hexylamin (Substrat 2) in der Reaktionslésung, erfolgt eine 2-
Elektron-2-Proton-Oxidation von 3-Methylcatechol mit anschlief}ender C-N-Kopplung.
Dieses Kopplungsprodukt kann erneut tiber einen 2-Elektronen-2-Protonenschritt zum
gewtlinschten Produkt oxidiert werden, sodass der Gesamtprozess eine 4-Elektronen-4-
Protonen-Oxidation mit C-N-Kopplung umfasst.

Weiterhin erfolgte eine Charakterisierung der C-N-Kopplungsreaktion beziiglich sauren
und basischen Reaktionsbedingungen in Methanol. Wenn auch Messungen von pH-
Werten nur fiir wassrige Systeme definiert sind, kann mit pKs-Werten eine Aciditit des
Methanols grob abgeschiatzt werden, da sich Methanol wie ein wasserdhnliches
Losungsmittel verhdlt und ebenfalls autoprotolysieren kann. Die Zugabe von Essigsdure
(pKs=4.76) zu Methanol ergibt ein saures Milieu. Basische Bedingungen konnen erhalten
werden, wenn keine Essigsdure zugegeben wird, da n-Hexylamin stark basisch ist
(pKs=10.56).

Bei 0.1% Essigsaureanteil in Methanol konnte das Produkt der C-N-Kopplungsreaktion
nur als Nebenprodukt erhalten werden. Hauptsachlich konnte das zweifach methylierte
Dimer im negativen Ionisationsmodus im Massenspektrum detektiert werden. Im
positiven lonisationsmodus wurde ausschlief3lich das Kopplungsprodukt mit einer 2-
Elektronen-2-Protonen-Oxidationsreaktion gefunden. Unter basischen Bedingungen lief
die oxidative Kopplungsreaktion ohne Anlegen einer Spannung bereits eigenstiandig ab,
was auf den in der Reaktionslosung gelosten Luftsauerstoff zurlickzufiihren ist.
Zusatzlich konnten viele weitere nicht nadher identifizierte Nebenprodukte im
Massenspektrum beobachtet werden. Da eine Arbeitsweise unter Ausschluss des
Luftsauerstoffs aufgrund der Gegebenheiten der technischen Anlagen nicht méglich ist,
wurde ein leicht saures Milieu (0.01% Essigsdure) eingestellt. Im negativen
Ionisationsmodus wurde das gewiinschte Kopplungsprodukt zu 29% bei 1.2 V erhalten.
Im positiven lonisationsmodus wurde sowohl das Kopplungsprodukt mit einer 2-
Elektronen-2-Protonen-Oxidationsreaktion zu 7% als auch mit einer 4-Elektronen-4-
Protonen-Oxidationsreaktion zu 8% bei 1.2 V detektiert.
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Um die Ausbeute des gewiinschten Produkts zu erhéhen, ist ein Uberschuss des Amins
notwendig, was andere Arbeitsgruppen bei enzymkatalysierten Umsetzungen
erfolgreich zeigen konnten [47, 83, 84]. Das Verhaltnis von 1 mM 3-Methylcatechol zu
2mM n-Hexylamin ergab eine deutlich erhohte Ausbeute des gewiinschten
Kopplungsprodukts mit einer 4-Elektronen-4-Protonen-Oxidation (93% im negativen
und 31% im positiven lonisationsmodus). Abb. 3-3 zeigt die relative Darstellung der
Ausbeuten der beiden moglichen Produkte bei unterschiedlichen Substratverhaltnissen.
Ein umgekehrtes Substratverhaltnis (2:1) fiihrt zu geringeren Ausbeuten und zur
bevorzugten Bildung des oxidierten Catechol-Dimers.
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Abb. 3-3: Relative Intensititen der elektrochemisch initiierten Kopplungsprodukte bei
unterschiedlichen Substratverhadltnissen. A) Intensitdt fiir n-Hexylamin (gestrichelt) und der
Produkte m/z 222 (Quadrate) sowie m/z 224 (Dreiecke) in 0.01% HOAc/MeOH in Abhangigkeit
vom angelegten Potential fiir Substratverhaltnisse von 1:2 (rot), 1:1 (griin) und 2:1 (blau) im
positiven Ionisationsmodus. B) Intensitit fiir 3-Methylcatechol (gestrichelt) und des Produkts
m/z 220 (durchgezogene Linie) im negativen lonisationsmodus.

Bei Synthesen mit hoheren Konzentrationen musste ein Zwei-Schritt-Verfahren
angewendet werden, da das Massenspektrometer nur fiir den analytischen Messbereich
ausgelegt ist. Der Einfluss von hohen Substratkonzentrationen auf die
Kopplungsreaktion konnte damit abgeschitzt werden. Dazu wurde die zehnfach
beziehungsweise fiinfzigfach hoher konzentrierte Produktlésung nach der
Durchflusszelle gesammelt und im zweiten Schritt mit der Massenspektrometrie nach
entsprechender Verdiinnung gemessen. Diese hohen Konzentrationen konnten nicht
vollstindig in der Durchflusszelle umgesetzt werden. Eine Loésung mit 10 mM
3-Methylcatechol und 20 mM n-Hexylamin brachte einen Umsatz von 30% im negativen
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und 7% im positiven lonisationsmodus bei 0.8 V fiir das gewiinschte Kopplungsprodukt
mit einer 4-Elektronen-4-Protonen-Oxidation. Bei 50 mM 3-Methylcatechol und 100 mM
n-Hexylamin konnte ein Umsatz von 21% im negativen beziehungsweise 6% im
positiven Ionisationsmodus erreicht werden. Es zeigte sich, dass die Bildung des
Nebenprodukts  mit einer  2-Elektronen-2-Protonen-Oxidation  bei  hohen
Substratkonzentrationen unterdriickt werden konnte, aber eine zweifache Aminierung
an das 3-Methylcatechol auftrat.

Die ersten Scale-Up-Experimente zeigen, dass die genutzte Durchflusszelle nur bedingt
bei hoheren Konzentrationen genutzt werden kann. Eine Verringerung der
Durchflussrate von 7.5 pL/min auf 2.5 pL/min ergab eine Erh6éhung der theoretischen
Verweilzeit von 5.6 s auf 16.9 s fiir die Substrate in der Durchflusszelle. Der Umsatz fiir
das gewtlinschte Kopplungsprodukt konnte bei negativem lonisationsmodus auf 28%
gesteigert werden, aber im positiven lonisationsmodus liefd sich keine signifikante
Anderung feststellen. Vollstindige Umsitze der Substrate bei sehr hohen
Konzentrationen kann daher ausgeschlossen werden, da langere Verweilzeiten aufgrund
der verwendeten Spritzenpumpe mit noch langsameren Flussraten nicht einstellbar
sind. Fiir zukiinftige Experimente sollte entweder eine praparative Durchflusszelle oder
eine gesonderte Elektrolysezelle verwendet werden.

Abschliefdend lasst sich feststellen, dass sowohl die elektrochemisch initiierte als auch
die enzymkatalysierte C-N-Kopplungsreaktion in einem grofieren Konzentrations-
mafdstab ihre Vor- und Nachteile besitzen. Vollstindige Umsatze sind in der
Durchflusszelle nicht moglich gewesen. Bei elektrochemischen Reaktionsfiihrungen
konnen entstandene Beldge auf den Elektrodenoberflichen durch Polieren beseitigt
werden. Enzymkatalysierte Reaktionen bendtigen bei hohen Substratkonzentrationen
auch dementsprechend hohe Enzymmengen, was sich durchaus auf die
Produktionskosten eines Prozesses wiederspiegeln kann. Substratinhibierungen sind
denkbar. Eine Aufarbeitung der Produktlosung gestaltet sich bei grof3en enzymatischen
Ansdtzen aufwendig. Zudem wurden bei Illner und Kollegen viele hochmolekulare
Nebenprodukte unter der enzymatischen Reaktionsfiihrung gebildet [48]. Bei der
elektrochemisch initiierten Kopplungsreaktion ist lediglich das diaminierte Produkt
entstanden. Dennoch muss bedacht werden, dass unter elektrochemischen Bedingungen
die Oxidation an allen méglichen labilen Stellen des Substrats stattfinden kann, wahrend
enzymkatalysierte Reaktionen durch die spezifischen Substrat-Protein-Wechsel-
wirkungen beeinflusst und gesteuert werden.

Weitere Anwendungen von elektrochemisch initiierten Kopplungsreaktionen wie die
Kopplungsreaktion von para-Hydrochinonen mit aromatischen Aminen [83] oder sogar
die Kopplung von Aryl- und Alkylthiole zur Bildung von C-S-Bindungen [85] sind
vorstellbar.
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4. Zusammenfassung und Ausblick

Im Rahmen dieser Dissertation konnten die Oxidationsprodukte von Polyphenolen und
die einer einfachen phenolischen Verbindung identifiziert werden und deren
Reaktionsmechanismen aufgeklart werden.

In Publikation [ wurde das antioxidative Verhalten von ausgewahlten Flavonolen durch
voltammetrische Messungen charakterisiert. Es wurden Quercetin, Myricetin,
[sorhamnetin, Fisetin, Morin und Kaempferol naher betrachtet und erstmalig einer
zusammenhangenden Betrachtung im gleichen Losungsmittelsystem unterzogen. Daran
lief3 sich eine Hierarchie beziiglich ihrer Wirksamkeit aufstellen. Dabei konnten sie in
drei Gruppen eingeteilt werden: Myricetin ist ein sehr gutes Antioxidans, Quercetin,
[sorhamnetin und Fisetin sind gute Antioxidantien und Morin sowie Kaempferol sind
annehmbare Radikalfanger. Die unterschiedlichen Redoxaktivitaten konnten durch die
teilweise bekannten Oxidationsmechanismen aus der Literatur erlautert werden.
Quantenchemische Berechnungen konnten nur anteilig dazu beitragen, da diese
lediglich den ersten Proton-Elektron-Transferschritt angeben, um die Reaktionsstelle
am Molekiil zu bestimmen. Die reaktiven Radikale gehen aber Folgereaktionen oder
Umlagerungen ein, um stabile Zustande zu erreichen. Quantenchemische Berechnungen
stiefden da an ihre Grenzen. Aus experimentellen Daten konnten meist 2-Elektronen-2-
Protonen-Schritte fiir die Flavonole angegeben werden.

In Publikation I konnte durch die Kopplung der Elektrochemie mit der
Massenspektrometrie  eine  Identifizierung sowie eine  Aufklirung der
Reaktionsmechanismen der gebildeten Produkte aus den reaktiven Radikalen erfolgen.
Es war moglich die antioxidative Aktivitat (die Leichtigkeit der Oxidation) und die
Oxidationskapazitat (Leistungsfahigkeit) der Flavonole gleichzeitig zu bestimmen, da die
Anzahl der Methanol-Additionen mit der Redoxaktivitat zusammenhing. Zudem lief3 sich
beweisen, dass strukturelle Voraussetzungen notig sind, um antioxidatives Verhalten
zeigen zu konnen. Die beiden Grundkorper Chrysin und Flavonol zeigten aufgrund der
Abwesenheit zusatzlicher Hydroxylgruppen am RingB keine Eigenschaften als
Radikalfanger unter den getesteten Bedingungen. Kaempferol und Morin wiesen ein
deutliches antioxidatives Verhalten auf, welches mit einer 2-Elektronen-2-Protonen-
Oxidation mit einer zweifachen Methanol-Addition aber geringer gegeniiber Quercetin
ausfiel. Quercetin und Myricetin bildeten nach der ersten 2-Elektronen-2-Protonen-
Oxidation erneut eine Catechol-Einheit am Ring B durch Umlagerungen aus, die
wiederum einer 2-Elektronen-2-Protonen-Oxidation unterlag. Quercetin widerfuhr
einer dreifachen Methanol-Addition, wogegen Mpyricetin als bestes Antioxidans der
getesteten Substanzen eine vierfache Methanol-Addition vollzog. Eine 4-Elektronen-4-
Protonen-Oxidation von Quercetin und Myricetin wurden erstmalig in der Publikation II
veroffentlicht.

In Publikation III konnte die Kopplung von Elektrochemie und Massenspektrometrie zur
elektrochemischen Nachahmung von Metabolismusreaktionen etabliert werden.
Enzymkatalysierte Oxidationsreaktionen konnten durch EC/ESI-MS-Experimente
verstanden und aufgeklart werden. Dazu diente die elektrochemisch initiierte Oxidation
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einer einfachen phenolischen Verbindung (3-Methylcatechol), die dann im aktivierten
Zustand eine Heterokopplung (Michael-Addition) mit einem Amin (n-Hexylamin)
einging. Dabei wurden verschiedene Reaktionsparameter wie saure und basische
Bedingungen sowie Substratverhaltnisse variiert, um die C-N-Kopplung ausfiihrlich zu
charakterisieren. Es konnten Umsatze von bis zu 93% im negativen und 31% im
positiven lonisationsmodus fiir das gewiinschte Produkt mit einer 4-Elektronen-4-
Protonen-Oxidation erhalten werden. Das Kopplungsprodukt mit einer 2-Elektronen-2-
Protonen-Oxidation wurde stets als Nebenprodukt erhalten. Bei Synthesen mit hoheren
Konzentrationen wurde ein Zwei-Schritt-Verfahren durchgefiihrt, um erste Scale-Up-
Experimente durchfiihren zu kénnen und Einfliisse von Substratkonzentrationen auf die
Kopplungsreaktion abschitzen zu konnen. Hier zeigte sich, dass die Bildung des
Nebenprodukts unterdriickt werden konnte, aber eine zweifache Aminierung an das
3-Methylcatechol auftrat.

Die vorgestellten Publikationen zeigen das grofde Potential von EC/ESI-MS fiir mogliche
Anwendungen zur Simulation von biologischen Reaktionen. Denkbar ist die
Untersuchung von Polyphenolen zur Nachahmung von Metabolismusreaktionen. Viele
mit der Nahrung aufgenommene Polyphenole werden im Verdauungstrakt vor der
Absorption metabolisiert. Diese Umwandlung ist grundlegend fiir die Absorption und
moduliert die biologische Aktivitidt dieser Substanzen, denn eine Vielzahl an neuen
chemischen Verbindungen aus den Polyphenolen kénnen durch die Darmbakterien
hergestellt werden. Diese zeigen in der Regel eine weitaus bessere Bioverfiigharkeit als
ihre Ausgangssubstanzen aus den Pflanzen und konnten fiir die biologische Wirkung
verantwortlich sein. Dies zeigt deutlich, dass ein besseres Verstindnis fir den
Polyphenolmetabolimus durch Darmbakterien nétig ist, denn dieser spielt die
Hauptrolle in der biologischen Aktivitdt vieler sekundarer Pflanzeninhaltsstoffe. Erst
danach ist es sinnvoll, die Auswirkungen dieser Konjugate oder Metabolite der
Polyphenole auf relevante Gewebe, Zellen oder Proteine sowie in der Leber oder Niere
als Zielwirkorte zu untersuchen. Die Kenntnisse iiber Resorption und Stoffwechsel der
Polyphenole beim Menschen sind gegenwartig noch unzureichend.

Viele weitere Polyphenole wie Benzoesaurederivate, Zimtsaurederivate und
Stilbenderivate zeigen redoxaktive Eigenschaften, die in zukiinftigen Arbeiten ndher
betrachtet werden koénnten. Selbst die Gruppe der Flavonoide ist erst zum Teil
untersucht worden. Einige Flavanole konnen ein gleich aktives oder sogar noch
aktiveres Oxidationsverhalten als Quercetin besitzen, wenn ihr Ring B eine Pyrogallol-
Einheit besitzt und/oder eine Hydroxylgruppe am C3-Atom am RingC eine
Gallolyleinheit tragt. Auch Anthocyanidine und ihre 3-0-Glykoside kdnnen gleich aktiv
wie Quercetin sein, solange der Ring B eine Catechol- oder Pyrogalloleinheit enthalt
[85]. Das Forschungsfeld der Polyphenole mit weit iiber 100000 Substanzen ist weit,
sodass zusammenhdngende Betrachtungen zur antioxidativen Aktivitit und
Oxidationskapazitit der einzelnen Polyphenolklassen kiinftig weiterhin wohl auf
ausgewahlte Vertreter beschrankt sein werden.

Abschliefdend sei erwahnt, dass die Aktivitit der pflanzlichen Polyphenole in der
Ernahrung von vielen Faktoren abhangt, nicht nur von ihrer speziellen Struktur und der
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chemischen Reaktivitdt, dem Redoxpotential gegeniiber der wechselwirkenden Spezies,
der Konzentration und der Loslichkeit, sondern vor allem vom Metabolismus im
menschlichen Koérper und somit von der Bioverfiigbarkeit.

Folglich sollte die Antioxidantienhypothese zur Erklarung der positiven Wirkung der
Polyphenole auf die menschliche Gesundheit hinterfragt werden. Die
Lebensmittelindustrie und die Hersteller von Nahrungsergdanzungsmitteln nutzten diese
Begriindung in den letzten Jahrzehnten als erfolgreichen Werbetrager zur Vermarktung
polyphenolreicher Nahrungsmittel und Produkte, obwohl eine sehr geringe
Bioverfiigbarkeit in dem Verdauungstrakt unter bisherigem Kenntnisstand vorliegt.
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Abstract: Flavonols, a class of flavonoids, are present in
flowers, fruits and vegetables. They are jointly responsible
for antioxidant activity as free radical acceptors. The
redox behaviour of myricetin, quercetin, isorhamnetin, fi-
setin, morin and kaempferol is investigated using cyclic
and differential pulse voltammetry. Quantum chemical
calculations of proton affinities and electron transfer en-

thalpies were performed to identify possible reactive sites
and radical species to compare them with measured oxi-
dation potentials of the flavonols. Regarding to their
chemical structure, these flavonols showed an oxidation
order: myricetin > quercetin > isorhamnetin > fisetin
> morin > kaempferol.

Keywords: Density functional calculations - Deprotonation - Flavonoids - SPLET - Voltammetry

1 Introduction

Antioxidant properties of vegetable food and spices are
often the result of phenol ingredients. Here the antioxi-
dant effect is based on flavonoids and phenolic acids [1].
Flavonoids are a class of plant secondary metabolites, ful-
filling important tasks in warding off pests or diseases, as
well as attracting pollen distributing insects as colourings
and flavourings [2]. In conglomeration of different spe-
cies they are mostly located in the outer leaves of plants
and partly in flowers and fruits as a yellow pigment [3].
Flavonoids are benzo-y-pyrone derivatives, consisting of
two benzene rings (A and B) linked by a pyrane ring (C).
Especially the flavonols are characterised by a hydroxyl
group at the C; position and by a C,=C; double bond in
the ring C (Figure 1). Due to the variable number and po-
sitions of hydroxyl groups at the backbone, there are
many possible naturally occurring aglycones of flavonols.
Selected species are listed in Table 1.
Structure-antioxidant activity investigations of flavo-
noids indicated, that derivatives with a 2,3 double bond in
conjugation with a 4-oxo function and an additional hy-

R = H, OH, OCH,4

Fig. 1. Flavonol basic structure.
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Table 1. Structural data of flavonols.

Flavonol R® R’ R* R? R¥ RY
Quercetin OH OH H OH OH H
Myricetin OH OH H OH OH OH
Isorhamnetin OH OH H OCH; OH H
Fisetin H OH H OH OH H
Morin OH OH OH H OH H
Kaempferol OH OH H H OH H

droxyl group at C; in the ring C exhibit a high antioxidant
potency [4].

Two main mechanisms are known, which describe the
oxidation of flavonols: 1) H-atom transfer (HAT), where
the Bond Dissociation Enthalpy (BDE) is an important
factor, and 2) single-electron transfer (SET) with the Ion-
isation Potential (I/P) being the key parameter. Thus,
BDE and [P are significant factors in determining the ef-
fectiveness of antioxidants [5]. Systematic theoretical
studies of some phenolic antioxidants in gas phase con-
cluded that HAT is the dominant mechanism responsible
for their antioxidant behaviour [5-9]. However, only
a few of these studies have taken into account the solvent
environment and especially within a continuum model
[10,11]. A third mechanism, not exhaustively studied so
far, is preferred in water because of the charge separa-

[a] S. Kummer, W. Ruth, U. Kragl
University of Rostock, Institute of Chemistry
D-18051 Rostock, Germany
*e-mail: udo.kragl@uni-rostock.de

[b] O. Kiihn
University of Rostock, Institute of Physics
D-18051 Rostock, Germany
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tion, i.e. sequential proton loss electron transfer (SPLET)
[12-15]. Here in a first step deprotonation of the flavo-
noid molecule occurs resulting in an anion. This step is
governed by the proton affinity (PA). It is followed by an
electron transfer step to give a radical. The efficiency of
the latter is characterized by electron transfer enthalpy
(ETE).

Due to the electroactive behaviour of flavonoids, the
antioxidant activity can be investigated by electrochemi-
cal methods. Here, even small differences in molecule
structure cause different redox activity [6]. In this study
the electrochemical behaviour of selected flavonols is in-
vestigated by using cyclic (CV) and differential pulse vol-
tammetry (DPV). In order to obtain information on the
energetic and about possible reactive sites of the mole-
cules and their radical species quantum chemical calcula-
tions are performed. In contrast to most previous theoret-
ical work we take into account one water molecule of the
solvation shell explicitly, i.e. consider the process of for-
mation of hydronium within a continuum model of solva-
tion.

The comparison between theoretical and experimental
results is focused on the qualitative assessment of the val-
idity of the SPLET mechanism. Thereby we will use the
model of a 1:1 flavonol:H,O complex. Needless to say
that this is, of course, quite a simplification of the salva-
tion shell and its rearrangement upon deprotonation of
the flavonol. Therefore we can expect to capture the en-
ergetic of the SPLET process only qualitatively. Never-
theless, we will aim to establish a correlation to the trend
in oxidation potential change for the different flavonols.

2 Experimental
2.1 Chemicals

Quercetin anhydrous, myricetin, isorhamnetin, fisetin,
morin hydrate, kaempferol and sodium phosphate mono-
basic were received from Sigma-Aldrich, sodium phos-
phate dibasic from Fluka Analytical and ethanol from
Merck. All chemicals were obtained in highest available
purity and used as received.

2.2 Sample Preparation

The supporting electrolytes were solutions consisting of
phosphate buffer and ethanol. Flavonoid standards,
reaching a final concentration of 1 mM in every solution,
were first dissolved in 4 mL ethanol and then filled up
with 6 ml phosphate buffer of ionic strength 0.1 M at
pH 7.4. The final pH of the solution was pH 8.2. Higher
buffer concentration would cause inadequate curves in
the voltammetric scans, thus a lower buffer capacity and
a slightly higher pH were a reasonable compromise. A
fixed pH value was necessary, because flavonoid systems
have pH dependencies in voltammetric measurements
concerning their peak potential [16-22]. The pH meas-
urements were examined with a pH 3210 pH-meter from
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WTW, using a pH glass electrode model 1J44C and cali-
brated with technical buffer from WTW.

2.3 Measurements

CV and DPV measurements were carried out by a Palm-
Sens Electrochemical Sensor with PalmSensPC 2.33 soft-
ware. A three-electrode system, consisting of a glassy
carbon electrode (2 mm diameter) as working electrode,
an Ag/AgCl (saturated KCl) electrode as reference one
and a platinum grid as an auxiliary electrode, was used.
All measurements were performed without stirring at
room temperature (about 20°C) from —0.7V to +1V.
The cell volume was 10 ml. Some oxidation products
adsorb on the electrode surface, therefore the glassy
carbon electrode was polished with grind paper before
each measurement. Cyclic voltammograms were recorded
at scan rates of 200 mV/s, 100 mV/s, 50 mV/s, 20 mV/s
and 10 mV/s. Each cyclic voltammogram was scanned five
times but only the last scan was analysed to consider no
alteration. In all cases the first scan showed a striking de-
viation with respect to scan number two till five. Differ-
ential pulse voltammograms were scanned once, scan
rates ranging from 100 to 5 mV/s, pulse width 70 ms and
pulse amplitude 25 mV.

2.4 Quantum Chemistry Calculations

All quantum chemistry calculations have been performed
using density functional theory (DFT) with the hybrid
B3LYP exchange-correlation functional and a 6-311+ +
G** basis set as implemented in Gaussian 09 [23]. The
effect of the solvent was treated within the polarizable
continuum model (PCM) [24]. All structures have been
fully optimised including the PCM. Only small differences
were calculated between the solvents water and ethanol
for a representative set of structure. Thus subsequent cal-
culations were done in water, because it occupies 60 % in
mixed solutions.

Forming a hydrogen bond between the surrounding
water and the flavonol should account for the fact that
OH bond cleavage will give a negatively charged flavonol
in the first step at basic pH-values [22] and at least a hy-
dronium ion, H;O™". Therefore, PAs for OH bond cleav-
age starting from a 1:1 flavonol:H,O complex have been
calculated according to:

ArOH - H,0 — ArO~ + H,0* (1a)

PA = H(ArO™) + H(H;0")—H(ArOH - H,0) (1b)

The enthalpy of the hydronium ion was calculated with
a value of —76.8 Hartrees. Deprotonation of all OH
groups has been considered. In each calculation the H,O
molecule is placed close to the respective OH group. In
a second step ETE was calculated according to:
ArO™ — ArO + e~ (2a)

Electroanalysis 2014, 26, 910-918 911
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ETE = H(ArO") + H(e”)—H(ArO") (2b)

The hydration enthalpy of the electron was taken from
the literature as —56.3 kcal/mol [12]. In (1b) and (2b) H
is the respective enthalpy calculated in harmonic approxi-
mation with respect to the vibrational degrees of free-
dom.

3 Results and Discussion

The results of the voltammetric experiments are summar-
ised in Table 2.

The cyclic and differential pulse voltammograms in pH
buffer about 8.2 are shown in Figure 2. Due to limited
solubility the corresponding flavonols were first solved in
ethanol and then filled up with aqueous buffer to ensure
the required concentration. Thus ethanol was used as
a co-solvent and a final mixture about 40% ethanol and
60 % water was achieved.

It has been shown in literature that the oxidation of fla-
vonoids, particularly of flavonols, occurs at the hydroxyl
groups of ring B. This relates to the oxidation of the cate-
cholic unit at the ring B [25], yielding a stable ortho-semi-
quinone [26] through electron delocalization via 2.3-
double bond conjugated with a 4-oxo-group. The pres-

Table 2. Voltammetric data of selected flavonols.

Flavonol pH Scanrate CV Scanrate  DPV
CvV E,>™ DPV E,>™
(mV/s) W) (mV/s) 2
Myricetin 82 200 0.099 100 0.039
100 0.089 50 0.039
50 0.074 20 0.039
20 0.059 10 0.029
10 0.049 5 0.004
Quercetin 83 200 0.179 100 0.119
100 0.164 50 0.119
50 0.154 20 0.119
20 0.149 10 0.109
10 0.144 5 0.104
Isorhamnetin 8.3 200 0.239 100 0.119
100 0.204 50 0.119
50 0.184 20 0.119
20 0.179 10 0.119
10 0.174 5 0.104
Fisetin 82 200 0.279 100 0.159
100 0.224 50 0.159
50 0.199 20 0.159
20 0.184 10 0.149
10 0.179 5 0.144
Morin 82 200 0.269 100 0.179
100 0.264 50 0.199
50 0.254 20 0.199
20 0.244 10 0.199
10 0.239 5 0.204
Kaempferol 83 200 0.339 100 0.219
100 0.294 50 0.219
50 0.274 20 0.219
20 0.254 10 0.209
10 0.249 5 0.199
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ence of a 3-hydroxyl group in the heterocyclic ring [27]
achieves the coupling between ring B and C [25]. Further-
more, the additional presence of a 5-hydroxyl group at
ring A and a 3-hydroxyl group at ring C, forming hydro-
gen bonds with the keto group, enable maximal radical-
scavenging potential and strongest radical absorption
[28].

All selected flavonols are considered in detail in the
following section. Special attention is paid to the determi-
nation of possible oxidised hydroxyl groups in compari-
son to related literature. Geometry optimised structures
obtained from quantum chemical calculations are shown
in Table 3 for the selected flavonols. Moreover, the calcu-
lations should underpin the assumption of possible oxi-
dised hydroxyl groups of formed radicals with experimen-
tal data. Further, there is a differentiation between ETE,
starting from deprotonated molecule to transfer an elec-
tron, and the total easiest process of SPLET. The present
ETE calculations consider only the first proton electron
transfer step to determine the reaction site, in contrast to
experimental data described in literature focusing on two
proton two electron transfer steps (see discussion below).
On top of that a dependency of scan rate and peak height
or peak potential is found in cyclic and differential pulse
voltammetric scans (Figure 3).

3.1 Quercetin

Quercetin shows one peak in the cyclic voltammetric
scans, a reverse peak indicates a reversible oxidation
(Figure 2). In addition the differential pulse voltammetric
study also yields an oxidation peak. There is obviously
a saturation kinetics (Figure 3a) between scan rate and
peak height in cyclic voltammetry. Thus the electrode
process plays a more important role than the adsorption
process of quercetin molecules on the electrode surface.
A linear relation between scan rate and peak potential
(Figure 3b) displays a diffusion controlled reaction in
cyclic voltammetry. A potential relation between scan
rate and peak height is found in differential pulse voltam-
metric scans (Figure 3c). Thus the oxidation of quercetin
is controlled by diffusion in differential pulse voltammet-
ric scans: the lower the scan rate is, the higher the peaks
are. The transport of quercetin molecules from the bulk
phase to the electrode lasts for a longer period of time at
low scan rates and more oxidisable molecules reach the
electrode surface than at high scan rates, where fewer
molecules are available.

However, Brett and Ghica already characterised quer-
cetin with electrochemical methods. They postulate a two
electron two proton oxidation of the catechol moiety (4'-
and 3'-OH group) for the first peak [20]. Contrary to that
Sokolova et al. determined the oxidation of quercetin re-
lates to the presence of its dissociation forms in solution:
the undissociated molecule AH, is oxidized by a 2e /2H*
process at pH lower than 6.9, the dissociated form AH™
involves 2e /IH" and 1e /IH" at the dianion A*". Both
dissociated forms AH™ and A*" appear at pH higher than

Electroanalysis 2014, 26, 910-918 912
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Fig.2. CVs and DPVs of 1 mM flavonols in phosphate buffer.

6.9 to give 3,4-dihydroxybenzoic acid as the main stable
oxidation product in the presence of air [22].

The present quantum chemical calculations in water
favour a deprotonation of 4-OH group with the lowest
PA value of 54.7 kcal/mol (see Table 3). ). Lowest ETE
values are calculated for both 3'- and 3-OH group
(45.8 kcal/mol) starting from the formed anion. The opti-
mised structure for quercetin is a planar structure includ-
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ing all related anions and radicals. The conformation ob-
tained upon a 180° rotation around the C2—C1’ bond was
also inspected in this study. In accordance with previous
calculations [10,11] it is found that this conformation is
essentially isoenergetic (0.1 kcal/mol less stable) to the
structure shown in Table 3. Furthermore, Gibbs free ener-
gies of reaction for each possible successive deprotona-
tion in aqueous solution were calculated by Alvarez-
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Table 3. Optimised structure with flavonol:H,O complex for the
case of easiest deprotonation; PA and ETE values in kcal/mol
for different sites of the molecules obtained in water of selected

flavonols.

Optimised structure ~ OH group  PA ETE  SPLET=
PA+ETE

Quercetin 3 57.6 45.8 103.4

l 4 54.7 48.6 103.3

>3 56.1 45.8 101.9

586 47.8 106.4

51.0 479 98.9

54.1 50.2 104.3

534  46.2 99.6

Isorhamnetin 4 54.7 47.7 102.4

3 56.7 449 101.6

3 575 463 103.8

4 511 493 100.4

e 3 588 442 103.0

Morin 2 543 529 107.2

¢ 4 544 534 107.8

3 56.5 45.8 102.3

4 514 519 103.3

3 56.7 45.5 102.2

Diduk et al. to obtain the lowest value for 4-OH group.
These authors also report a non-planar structure for quer-
cetin molecule in water in contrast to the present finding

[29].

3.2 Myricetin

The oxidation of myricetin studied by cyclic voltammetry
shows two peaks at scan rates ranging from 200 to

© 2014 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim
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10 mV/s and a reverse peak is hinted in every scan rate
(Figure 2). In differential pulse voltammetric studies two
oxidation peaks are clearer discernible. Further there are
the same relationships between scan rate and peak height
or peak potential like quercetin, effectuating the same
phenomena (Figure 3).

Inasmuch as myricetin also possesses a catechol unit
(actually a pyrogallol unit) at ring B similar to quercetin,
it could correspond with an oxidation of hydroxyl groups
in position 4’ and 3’ to form a quinone with a two elec-
tron two proton transition. The oxidation of myricetin is
clearly much easier than quercetin, based on the pyrogal-
lol unit. This might be due to a better stabilisation of the
formed radical: an additional hydroxyl group in ring B
(pyrogallol unit) enhances the antioxidant capacity even
further [27].

Quantum chemical calculations indicate that the hy-
droxyl group at position 4’ is deprotonated first with a PA
value of 51.0 kcal/mol (Table 3). Next lowest values are
obtained for 3- and 5-OH group. All calculated anions
are planar, except 5'-anion, where ring B is slightly twist-
ed relative to the rest of the molecule. The lowest ETE is
calculated for 3-OH group with 46.2 kcal/mol. All radicals
are nonplanar having a deviation by very few degrees,
except 3'-radical with 11 degrees torsion of ring B to the
rest of the molecule.

Based on an assumed two electron two proton oxida-
tion of the catechol moiety, involving the oxidation of the
5’- and 4-OH groups at ring B with an ETE value of
126.4 kcal/mol for the first peak, the 3'-OH group at ring
B possesses the third smallest ETE value reported by Jus-
tino and Vieira [10]. Therefore the second oxidation peak
in both voltammetry measurements could explain the oxi-
dation of this hydroxyl group according to [10].

3.3 Isorhamnetin

It should be pointed out, that isorhamnetin is not entirely
soluble and thus a saturated solution was used instead.

In the obtained cyclic voltammograms isorhamnetin
shows one oxidation peak at each scan rate (Figure 2). In
differential pulse voltammograms besides the main oxida-
tion peak also a second signal is identifiable. In contrast
to quercetin and myricetin, isorhamnetin shows a linear
correlation between scan rate and peak height in cyclic
voltammetric scans (Figure 3). Thus oxidation products
from isorhamnetin are fixed on the electrode surface and
the adsorption kinetics plays a more important role
rather than the electrode process.

Determining the peak potentials from quercetin and
isorhamnetin, a methoxy group as a replacement of a hy-
droxyl group cannot stabilise the formed radical equally
to a hydroxyl group in close proximity. The position of O-
methylation at Ring B is critical, as the scavenging activi-
ty is manifestly very sensitive [30]. The presence of a me-
thoxy group greatly enhances the electron-donating prop-
erties in the 4'-position [26].
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Quantum chemical calculations estimate the lowest PA
value of 54.7 kcal/mol for the 4-OH group at ring B
(Table 3). The configuration for isorhamnetin with the
methyl group points towards the oxygen has been calculat-
ed and found to be less stable by 6 kcal/mol. The optimised
structure exhibits a planar structure, including all formed
radicals. The lowest ETE is obtained for 3-OH group with
449 kcal/mol. Notice that this is in contrast to gas-phase
calculations from Zhang et al., which revealed the lowest
PA value for 7-OH group with 76.8 kcal/mol [31].

3.4 Fisetin

Fisetin shows one oxidation peak in cyclic as well as in
differential pulse voltammetric measurements. An addi-
tional second oxidation step as a small peak is observed
in differential pulse voltammetric scans at higher poten-
tials (Figure 2). Furthermore, the same behaviour can be
ascertained at isorhamnetin (Figure 3).

The first peak correlates with the oxidation of the cate-
cholic group at ring B, which involves the elimination of
two electrons and two protons; the subsequent intramo-
lecular rearrangement with the renewed catechol unit
gives a new oxidisable species, which can be oxidised in
the second step according to Markovic and co-workers
[21].

The present calculations of PA values imply that 4-OH
group is deprotonated first (Table 3), underpinned by
lowest PA values for 4-OH group as active site from
Amic et al. for fisetin [15]. The lowest ETE is calculated
for 3-OH group followed by 3'-OH group in the present
work. All calculated species are planar except the 3'-
anion, where ring B is twisted by 11 degrees with respect
to the rest of the molecule.

3.5 Morin

The morin molecule presents two hydroxyl groups at ring
B, arranged in meta-position to each other. One oxidation
peak is obtained in cyclic and in differential pulse voltam-
metric measurements (Figure 2). Contrary to quercetin
and myricetin, morin shows a logarithmic relationship of
scan rate and peak potential in cyclic voltammetric scans
(Figure 3). It indicates a charge-transfer control, as the
charge transfer at the electrode is slower than the mass
transport. It depends on the scan rate and the molecule,
if the quasi-reversible oxidation is controlled by diffusion
or in this case by charge transfer.

Regarding to the stabilisation of the formed radical,
the position of the hydroxyl groups at ring B is unfavour-
able. The first oxidation step of morin corresponds to the
oxidation of the 2',4’-dihydroxyl moiety at ring B and in-
volves one electron and one proton according to Janeiro
and Brett [16].

Quantum chemical calculations from Alvarez-Diduk
et al. underpin deprotonation of 2'-OH group first fol-
lowed by 7-OH group [29]. In accordance, our calcula-
tions of PA attain also the lowest value for 2'-OH group
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in water. But 4-OH group shows almost the same value,
so that no definite conclusion can be derived (Table 3).
Morin is exceptional insofar as it has always a non-planar
structure; the deviation from planarity is about 28 de-
grees (water molecule at 4-OH) to 44 degrees (water
molecule at 2'-OH) for neutral species. In this case also
the non-hydrogen-bonded configuration is investigated,
which is less stable by 0.6 kcal/mol. The anions have
nearly the same deviations from planarity like their neu-
tral species. Radicals show torsions about 16 degrees with
respect to the rest of the molecules, except 2'-O° with 34
degrees. The lowest ETE is calculated for 3-OH group
(45.8 kcal/mol). Markovic and co-worker determined 2'-
OH or rather 3-OH group as easiest groups for ETE in
water [13].

3.6 Kaempferol

Voltammetric scans of kaempferol show one peak
(Figure 2). In differential pulse voltammetry one signifi-
cant oxidation peak and a minor second oxidation peak
at higher potentials at scan rates lower than 50 mV/s is
found, even though there is a lone 4’-hydroxyl group at
the ring B. Relationships between scan rate on peak
height and peak potential are analogous with quercetin
and myricetin (Figure 3).

Compounds containing a 4’-monohydroxyl group are
less potent antioxidants. In the case of kaempferol, it has
a relatively high activity compared with other monohy-
droxyl compounds due to the conjugation with the 3-hy-
droxyl group at ring C [26]. Its oxidation potential in vol-
tammetric experiments is higher compared to quercetin.

Kaempferol has its lowest PA value for 4-OH group
with 51.4 kcal/mol (Table 3), which would be deprotonat-
ed first. In literature quantum chemical calculations are
contradictory with our calculations by specifying 7-OH
group before 4-OH group [29]. The lowest ETE is calcu-
lated for 3-OH group with 45.5 kcal/mol. All calculated
species are planar.

4 Conclusions

From the presented data a number of conclusions can be
drawn.

1) The lowest oxidation potential arise, if three hydrox-
yl groups are located in direct vicinity at ring B (pyrogal-
lol unit), as given in myricetin, which is the easiest one to

ELECTROANALYSIS

oxidise among this selected flavonols, shown in Figure 4.
Quercetin with a catechol unit at ring B has the second
lowest potential, followed by isorhamnetin. Obviously
a methoxy group cannot stabilise the formed radical as
well as a hydroxyl group next to another hydroxyl group
at ring B, like in quercetin. Fisetin contains in contrast to
quercetin only one hydroxyl group less at ring A, which
obviously has an influence in radical stability shifting the
oxidation potential to higher values. Without an OH-
group in direct proximity to a 4'-hydroxyl group at ring B
like in morin, the distinction of potentials between mole-
cules with only 4-OH group like in kaempferol is diffi-
cult. Consequently, peak potentials are almost identical
for morin and kaempferol.

2) Hydroxyl groups at ring A are not oxidised under
any conditions in our experiments, because the oxidation
of 5-OH and 7-OH group occurs at higher potentials
[16,20,21,26].

3) Regarding to the quantum chemical calculations the
first deprotonation step in water is always occurring at 4'-
OH group of ring B. This is despite the fact that two fla-
vonols contain a lone OH group at ring B or three OH
groups as in myricetin with a pyrogallol unit at ring B.
According to literature, deprotonation of flavonoids and
especially the ones with 7-OH or 4-OH may exist at dif-
ferent protonation states [19]. PA calculations from Amic
et al. [15] show a deprotonation of 7-OH group at ring A
for each flavonol, except morin, where it is unspecified
which hydroxyl group is deprotonated unequivocally
(Table 4).

5.5 —
—myricetin
—quercetin
5.0 1 isorhamnetin
—fisetin
4.5 - morin
—kaempferol
<':4.0 1
=
3.5 A
3.0 A
2.5 A
2.0 T T T T
-0.1 0.0 0.1 0.2 0.3 0.4

E/NV

Fig. 4. DPVs of 1 mM flavonols in phosphate buffer at a scan
rate of 10 mV/s.

Table 4. Order of E,,**, PA and SPLET values. All values are given in kcal/mol.

pl >

E,*™ PA SPLET SPLET (anion site)

This work Ref. [15] This work Ref. [15] This work Ref. [15]
1=Myricetin 1 (4:51.0) 2 (7: 8.44) 1 (4 98.9) 1 (4 69.01) 1 (4 98.9) 1 (7: 68.93)
2=Quercetin 4.4 51.1) 4 (7:9.02) 4 (4':100.4) 4 (4':70.79) 4 (4:100.4) 2 (7: 70.62)
3 =Isorhamnetin 6 (4: 51.4) 1(7:9.57) 3 (3: 101.6) 2 (4': 71.06) 3 (4 102.4) 4 (7: 70.66)
4 =Fisetin 5(2:54.3) 5(3/2:12.22) 2 (3:101.9) 6 (3:73.57) 2 (4:103.3) 6 (7:72.37)
5=Morin 2 (4:54.7) 6 (7:13.24) 6 (3:102.2) 5(3:75.71) 6 (4:103.3) 5 (3/2' 72.88)
6 =Kaempferol 3 (4:54.7) 5(3:102.3) 5(2:107.2)
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4) The oxidation peaks in the voltammograms correlate
with an oxidation of 3-OH group referring to our ETE
calculations in water. In literature often 4'-OH group has
been found to be oxidised first [16,20,21]. Further peaks
from myricetin, isorhamnetin and kaempferol were not
specified. Only for fisetin a rearrangement was taken in
consideration that creates a new oxidisable species for
a second oxidation peak according to Markovic et al.
[21].

5) Concerning the order of peak potentials (£,”) of
flavonols the experimental trend is not reflected in the
order of ETE values, because fisetin has the lowest value
and myricetin the highest one (Table 3). Comparing the
order according to the total SPLET mechanism (mini-
mum of PA+ ETE) with the order of E,*, there is no
significant trend, as fisetin and quercetin changed their
order (Table 4). The minimum of PA + ETE is character-
istic for 3-OH group, except myricetin and fisetin, where
it is at 4-OH group. Considering the anion site (4'-OH
group) for entering the SPLET mechanism, the deproton-
ated site of each molecule is preferred for electron trans-
fer. Therefore, the order of E,* matches with the result-
ing order of SPLET from the anion site: myricetin <
quercetin < isorhamnetin < fisetin < morin < kaempferol as
opposed to SPLET values: myricetin < fisetin < querce-
tin < isorhamnetin < kaempferol < morin. Since the calcu-
lated values are very similar to each other and the accura-
cy of the method most likely is well above 1 kcal/mol, the
flavonols can be sorted into groups only (see Figure 4).
This would allow assigning a special role to myricetin
with the lowest value in the calculations and the oxida-
tion potential. Quercetin, isorhamnetin and fisetin belong
to a second group. They do not differ in their SPLET
values and their oxidation potentials are nearly the same.
Morin and kaempferol determine a third group (Table 4,
SPLET Ref. [15] anion site).

In conclusion, the high antioxidant potency of selected
flavonols was investigated and an oxidation potential
order of these molecules was successfully established. For
all flavonols the first deprotonated OH-group and their
radicals were discussed. A comparison of the order of
E,** and SPLET anion site was conducted. Further stud-
ies may include the coupling of an electrochemistry meas-
uring cell and mass spectrometry (MS) to determine the
reaction mechanisms and relevant radicals. On the com-
putational side an extension of the explicit salvation shell
model could be expected to improve the agreement with
the experiment.
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Oxidation of Flavonols in an Electrochemical Flow Cell

Coupled Online with ESI-MS

Sina Kummer,® Wolfgang Ruth,””! and Udo Krag]*!*!

Abstract: Flavonols, a class of flavonoids, are jointly re-
sponsible for antioxidant activities as free radical accept-
ors in flowers, fruits and vegetables. Due to their electro-
active behaviour, the oxidation of chrysin, flavonol,
kaempferol, morin, quercetin and myricetin in methanol
was performed in an electrochemical flow cell with glassy
carbon as the working electrode. This flow cell was cou-
pled online with electrospray ionisation mass spectrome-
try to identify the possible oxidation products. Based on

these experiments, it was concluded that when certain
structural requirement are present, the initial electrode
reaction of flavonols involves an electron delivery electro-
chemical step followed by a chemical step via methanol
addition. The redox activity of the selected species ex-
plains the number of observed multiple methoxylation.
Moreover, we identified a second two-electron, two-
proton oxidation of the formed oxidation products of
quercetin and myricetin for the first time.

Keywords: Antioxidants - Electrochemistry - Mass spectrometry - Reaction mechanisms - Voltammetry

1 Introduction

The combination of an electrochemical flow cell (EC)
coupled online with electrospray ionisation-mass spec-
trometry (ESI-MS) is an excellent tool for mechanistic
electrochemical studies and for the identification of the
generated short-lived products. Introducing EC/ESI-MS
over 20 years ago [1], the development of modern tech-
niques and instruments has led to analytical methods with
increased sensitivity, speed and accuracy. More recently,
a number of studies have investigated important metabol-
ic oxidation reactions using EC/ESI-MS [2-9]. Using elec-
trospray as a mild ionisation method that generates little
or no fragmentation, the non-volatile, polar, thermally
labile and, especially, high molecular weight analytes can
be transferred from solution into the gas phase for mass
analysis. Moreover, no heating of the solvent is required,
and a wider variety of solvent systems can be used. The
coupling facilitates the identification of electrochemically
generated products present in small sample volumes and
allows the detection of unstable products when short
transfer capillaries are used between the electrochemical
cell and the mass spectrometer. EC/ESI-MS is a suitable
tool to investigate the oxidative behaviour of many redox
active substances, such as flavonoids, that possess short-
lived oxidation products and intermediates undergoing
follow-up reactions in activated states.

Flavonols, a class of flavonoids, are present in flowers,
fruits and vegetables and are jointly responsible for anti-
oxidant activity as free radical acceptors [10-13]. They
consist of two benzene rings (A and B) linked by
a pyrane ring (C), which is characterised by a hydroxyl
group at the C; position and by a C,-C; double bond in
ring C. The variable amounts and positions of hydroxyl
groups in the backbone result in many possible naturally
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occurring flavonol aglycones. Selected species are shown
in Fig. 1.

These substances can be studied by electrochemical
methods as they easily undergo oxidation, expressed by
their low oxidation potentials. In a recent publication, we
compared different flavonols using cyclic and differential
pulse voltammetry. Based on theoretical and mechanistic
considerations, as well as structural properties, we ranked
these compounds according to their ease of oxidation
[14]. EC/ESI-MS offers a unique tool to verify the species
postulated in the previous study. In the EC, the substan-
ces can be nearly completely converted using a large
working electrode surface area and low flow rates to ach-
ieve a high conversion efficiency. However, theoxidised
species should be rapidly transported to the mass spec-
trometer to detect the short-lived intermediates that are
generated, thus minimising the number of signals in the
mass spectrum. Low flow rates lead to a longer residence
time of the substances in the flow cell: this enables the
occurrence of follow-up reactions of the oxidised species,
limiting the detection of short-lived intermediates, despite
the high sensitivity of MS. Although, an initial indication
of the stability of oxidised products as a function of the
electrode potential can be obtained. In addition, MS pro-
vides structural information for reactants and allows the
identification of reactive intermediates.

The powerful EC/ESI-MS method was used to study
the oxidation pathways for several flavonols and to iden-
tify short-lived intermediates. The first electrochemical

[a] S. Kummer, W. Ruth, U. Kragl
University of Rostock, Institute of Chemistry, D-18059
Rostock, Germany
*e-mail: udo.kragl@uni-rostock.de

Supporting information for this article is available on the
WWW under http://dx.doi.org/10.1002/elan.201501055.
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quercetin

Fig. 1.

step and the subsequent chemical step in methanol were
outlined. Moreover, we were able to distinguish between
the major and minor oxidation products. Certain structur-
al features are required to initiate the oxidation of select-
ed flavonols. Therefore, the order in which multiple me-
thoxylations occur for the second chemical step will be
given, considering that the number of methanol additions
depends on the redox activity of the selected flavonols.

2 Experimental

Chemicals. Chrysin, flavonol (3-hydroxyflavone), kaemp-
ferol, morin hydrate, anhydrous quercetin and myricetin
were received from Sigma-Aldrich. Methanol, methanol
with 0.1 % formic acid, water with 0.1 % formic acid, eth-
anol and formic acid were obtained from Fluka Analyti-
cal. All chemicals were obtained in the highest available
purity and were used as received.

Sample Preparation. For preliminary investigations,
a 20 uM quercetin solution was prepared in 60 % metha-
nol and 40% water with 0.1% formic acid giving a pH
value of pH 3.5 of the solution. The pH measurements
were examined with a pH 3210 pH-meter from WTW
Wissenschaftlich-Technische Werkstiatten GmbH (Weil-
heim, Germany), using a pH glass electrode model 1J44C
and calibrated with technical buffer from WTW.

Further investigations of 20 uM quercetin were per-
formed in methanol with 0.1 % formic acid or ethanol
with 0.1 % formic acid due to the presence of fewer oxi-
dation products compared with water/methanol mixtures.
Therefore, the subsequent experiments were performed
in methanol with 0.1 % formic acid. Measurements of pH
values are only defined for aqueous solutions; however,
methanol behaves as a water-like solvent and can autodis-
sociate that we assume slightly acidic conditions with
0.1 % formic acid.

All flavonoid standards reached a final concentration
of 20 uM, except for the sample of 100 pM flavonol due
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Chemical structures of selected species examined in this study.

to ionisation and detection problems in the mass spec-
trometer at lower concentrations.

Experimental setup. Voltammetry measurements were
performed with a potentiostat/galvanostat PalmSens Elec-
trochemical Sensor with PSTrace 4.5 software. Cyclic vol-
tammetry (CV) measurements were done in a 5 mL batch
cell with a glassy carbon electrode (Antec Leyden BV,
Zoeterwoude, Netherlands) with 8 mm in diameter as the
working electrode. A HyREF (Antec Leyden BV) was
used as the reference electrode [Eyyrer (MV)=Ejya.ci
(mV)—328+29.9 pH] and platinum wire was used as the
counter electrode.

The commercial electrochemical thin-layer flow cell
ReactorCell™ from Antec Leyden BV was used for hy-
drodynamic experiments and consisted of three electro-
des: glassy carbon as the working electrode, HyREF as
the reference electrode and the inlet block made of con-
ductive material as the counter electrode. A 50 um spacer
between the working electrode and the counter electrode
was used to define the flow channel, and resulted in
a dead volume in the flow cell of 0.7 pL. Due to the
spacer the accessible area of the working electrode is
minimised to approximately 15 mm” The surface of the
working electrode was polished with 1 um diamond slurry
(Antec Leyden BV) and was washed with distilled water
prior to every experiment. Off-line hydrodynamic experi-
ments were done with a Razel R99-E syringe pump
(Razel Scientific Instruments, Saint Albans, United
States).

Mass spectrometric conditions. The mass spectrometry
experiments were performed with an LTQ Linear Ion
Trap Mass Spectrometer from Thermo Finnigan (Thermo
Scientific Inc., Egelsbach, Germany) with electrospray
ionisation and XCalibur™ 2.2 software. Purified nitrogen
was used as the sheath gas. The negative ESI mode was
used with an ion spray voltage of —2.2kV (-2.0kV for
flavonol). Scans were performed in the m/z 50-2000 mass
range. The mass spectrometer was tuned with the respec-
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tive flavonoid at the beginning of each measurement. The
capillary from the flow cell to the mass spectrometer was
16.5 cm long and had an inner diameter of 0.01 inches, re-
sulting in a response time of approximately 2-3 minutes,
depending on the flow rate. The flow rate varied between
2 and 15 pL/min subordinated by the sample to obtain
the optimal conditions for ionisation and detection in the
mass spectrometer. The syringe infusion pump on the
front panel of the mass spectrometer was used to feed the
solution into the flow cell in on-line hydrodynamic ex-
periments.

3 Results and Discussion
3.1 Preliminary Investigation

First, we selected the optimal conditions for coupling the
EC with ESI-MS to ensure a high conversion efficiency in
the flow cell and to ensure adequate conditions for the
mass spectrometer. The addition of a supporting electro-
lyte to the sample solution would increase the conductivi-
ty and decrease the ohmic potential drop; however, initial
experiments with ammonium formate and formic acid as
supporting electrolytes caused congestion in the mass
spectrometer. Moreover, the influence of the pH value
must be considered during the oxidation of flavonols, be-
cause they show different oxidation products under acidic
and basic conditions [15-20]. Hence, we used formic acid
to guarantee the desired conductivity in the flow cell and
to fulfil the requirements for flow in the mass spectrome-
ter. Therefore, initial studies were performed on 20 uM
quercetin in a solution consisting of 60% methanol and
40% water with 0.1% formic acid (pH 3.5). The addition
of methanol or ethanol is required due to the limited sol-
ubility of the flavonols in water. To identify the electro-
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chemical behaviour and to determine the oxidation po-
tential of quercetin, a CV was performed in a 5 mL batch
cell, indicating an oxidation potential at 0.18 V versus the
HyREEF reference electrode (Supplementary Fig. S1). On
the cathode, reduction of protons to molecular hydrogen
takes place. Offline hydrodynamic CVs with the Reactor-
Cell™ at different flow rates (10-100 uL/min) were per-
formed to characterise the flow cell (Supplementary
Fig. S2). An oxidation of 20 uM quercetin begins at 0.3 V
due to the ohmic potential drop in the cell. A high con-
version efficiency is achieved at low flow rates, while
higher flow rates cause inefficient conversion but a faster
detection of short-lived products. However, an optimal
flow rate must be selected to obtain stable conditions for
the mass spectrometer. The best results were obtained at
low flow rates (about 10 uL/min) because they favour
ionisation and detection in the mass spectrometer.

By coupling the flow cell with the mass spectrometer
and applying a potential of 0.6 V, we obtained many dif-
ferent oxidation products at the flow rate of 2 pL/min.
These products were not present under open circuit con-
ditions of the flow cell (Supplementary Fig. S3). The ob-
tained mass spectrum at a potential of 0.6 V is shown in
Fig. 2. A signal at m/z 301 represents the molecular mass
in the negative scan mode. The main products are ob-
tained for m/z 299, 317, 325, 331, 339, 349 and 363. The
structures of the formed reaction products are shown on
the right-hand side of Fig.2. M/z 325 and 339 were not
identified.

Due to the formation of many oxidation products in
the methanol/water solution, we performed the next set
of experiments only in methanol with 0.1% formic acid
at a flow rate of 8 uL/min and obtained fewer oxidation
products. The oxidation of 20 uM quercetin results in
only three main oxidation products with m/z values of

OH O
MW = 300.22 g/mol

OH OH
HyCO OH S OH
HO o HO o
O oH
o OCH;
OH O OH O

MW = 300.22 g/mol

MW = 332.26 g/mol MW = 364.30 g/mol

OH O

MW = 318.28 g/mol MW = 350.32 g/mol

Fig.2. Mass spectra of 20 uM quercetin in 60 % methanol and 40 % water with 0.1 % formic acid at 2 uL/min flow rate in the nega-

tive ESI mode at a potential of 0.6 V and structures of the formed reaction products.
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Fig. 3. Mass voltammogram of 20 uM quercetin in methanol with 0.1 % formic acid at an 8 uL/min flow rate in the negative ESI
mode as a function of EC potential and the proposed oxidation mechanism.

299, 331 and 363 at low applied potential. Chronoamper-
ometry data analysis shows a linear relationship between
the current and the 1/square root of time at a potential of
0.4V, indicating a diffusion controlled electrolysis. A cor-
rosion-passivation process at the electrode can be neglect-
ed (Supplementary Fig. S4).

The influence of the potential on the mass spectra is
shown in Fig.3. At the potential of 0V, the signals at
m/z 331 and 363 are caused by the ESI process, but the
signals increase with applied potential justifying them as
oxidation products. At higher potentials, the signals at
m/z 329, 361 and 393 appear.

Based on these experiments, it is concluded that the in-
itial electrode reaction involves a two-electron, two-
proton step for quercetin to form an ortho-quinone
[12,18,19]. This electrochemically active and unstable
species can undergo intramolecular rearrangements or
addition reactions with nucleophiles [21]. Hence, metha-
nol addition is accomplished. At high applied potentials,
the oxidation products can undergo a further two-proton,
two-electron step to become oxidised again. This finding
has not been previously reported in the literature. These
species are represented by the signals at the m/z values of
329 and 361 in the mass spectra. Finally, a third methanol
addition occurs, but the amount of the formed product is
very small.

For comparison, experiments were also performed in
ethanol with 0.1 % formic acid. Similar to methanol, the
oxidation products is an ortho-quinone (m/z 299) formed
by a two-electron, two-proton step, followed by ethanol
addition (m/z 345 and 391) and further oxidation of the
ethanol adducts (m/z343 and 389) (Supplementary
Fig. S5).
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Consequently, the experiments described below were
performed in methanol with 0.1 % formic acid, yielding
fewer oxidation products for investigation and compari-
son of the different electroactive behaviours and activities
of selected flavonols.

3.2 EC/ESI-MS of Flavonols

Chrysin. Chrysin represents the simplest backbone of the
selected species, as shown in Fig. 1. The hydroxyl group
at the C; position adjacent to the C,-C; double bond in
ring C that is essential for high electroactive behaviour is
absent in chrysin. Thus, the selected potential range is in-
sufficient to oxidise chrysin under these experimental
conditions. Cyclic and mass voltammograms in methanol
with 0.1 % formic acid as a function of EC potential show
no oxidation products (Supplementary Fig. S6 and S7).
The oxidation of the two hydroxyl groups on ring A starts
at higher potentials [16] and cannot be observed in these
voltammograms. However, the mass spectrum only shows
a signal at m/z 253 for the molecular mass in the negative
scan mode and at m/z 506 for the molecular adduct. This
highlights the precision of the obtained measurements
using a combination of the flow cell and the mass spec-
trometer.

Flavonol. Flavonol displays the basic structure of this
class of substances, consisting of a hydroxyl group at the
C; position and a C,-C; double bond in ring C to fulfil
the essential conditions for high electroactive behaviour.
This is indicated in the CV data shown in Supplementary
Fig. S6. Unfortunately, the mass voltammogram in
Fig. 4A shows only three signals at a flow rate of 15 uL/
min. Two different molecular sodium adducts at m/z 497
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Fig. 4. Mass voltammograms of A) 100 uM flavonol (15 pL/min flow rate), B) 20 uM kaempferol (10 uL/min flow rate), C)
20 uM morin (8 pL/min flow rate) and D) 20 uM myricetin (10 pL/min flow rate) in methanol with 0.1 % formic acid.

and m/z 756 are present in addition to a signal at m/z 237
for the molecule mass in negative scan mode.

The concentration is five-fold higher than that for the
other compounds (100 uM flavonol) because ionisation
and detection of the generated species in the mass spec-
trometer were otherwise too pure. Hence, no oxidation
products were observed in the flavonol mass voltammo-
grams.

Kaempferol. Kaempferol possesses a lone hydroxyl
group at the 4’ position of ring B, making this molecule
less redox-active than quercetin with its catechol unit at
ring B (Supplementary Fig. S6, [14]). However, the redox-
active behaviour is high compared with flavonol, as seen
by the number of oxidation products in the mass voltam-
mogram at a flow rate of 10 pL/min (Fig. 4B). A two-fold
methoxylation is clearly visible as major oxidation prod-
ucts (m/z 315 and 347) by a previous two-electron, two-
proton delivery (Fig.5B). An oxidation mechanism was
introduced by Jorgensen et al. in which the initial oxida-
tion produces a transient radical cation that rapidly loses
a proton to form a neutral phenoxyl radical. The B-ring
radical is stabilised by intramolecular hydrogen bonding,
and a loss of a proton from 3-OH results in an anion radi-
cal. A subsequent one-electron oxidation yields a reactive
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intermediate, encouraging the methanol addition to act as
the nucleophil [22]. A subsequent oxidation of the me-
thoxylated products from kaempferol could not be identi-
fied, revealing the lower redox-active behaviour of
kaempferol compared with quercetin. A further minor
oxidation product at m/z 255 was found, but was not iden-
tified in greater detail. We were interested in the me-
thoxylated products and this minor oxidation product
seems to be a splitting product.

Morin. Morin exhibits two hydroxyl groups in ring B
arranged in the meta-position to each other, which is less
favourable for the electroactive behaviour. The electroac-
tive behaviour is slightly decreased compared with quer-
cetin (Supplementary Fig. S6, [14]). However, at a flow
rate of 8 pL/min, three major and two minor oxidation
products are observed at m/z 299, 331, and 363 and at
m/z 315 and 347, respectively (Fig. 4C). Mendoza-Wilson
et al. established an oxidation mechanism for morin with
several tautomeric forms, describing the first oxidation
site at the 3-OH group followed by an oxidation at the 2’
position to form a quinone [23]. Then, methanol addition
is performed (Fig. 5C). Again, no further oxidation of the
methanol products was found.
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Fig. 6. Summary of the electroactive behaviours of selected species during oxidation in methanol with 0.1 % formic acid. The Cs- and
C;-OH groups have no influence, while a C,-C; double bond and a 3-OH group are required, and the presence of additional OH

groups in ring B increases the electroactive behaviour.

Myricetin. Inasmuch as myricetin also possesses a cate-
chol unit (actually, a pyrogallol unit) at ring B similar to
quercetin, it exhibits high electroactive behaviour. Its oxi-
dation potential is lower than that of quercetin (Supple-
mentary Fig. S6, [14]), and myricetin yielded two major
and three minor oxidation products at m/z 347 and 379
and at m/z 315, 377, 409 and 441, respectively, at higher
applied potentials and at a flow rate of 10 uL/min
(Fig. 4D). Myricetin also forms a quinone in the first two-
electron, two-proton oxidation step due to the 4'- and 3'-
OH groups. This intermediate undergoes tautomerisation,
and methanol is then added. Only the oxidation product
with two methoxylated positions (m/z 379) undergoes
a second two-electron, two-proton step with two further
methanol additions. This mechanism is presented in
Fig. 5D. To the best of our knowledge, these investiga-
tions have not been previously reported in the literature.

4 Conclusion

Many intermediates and products for the oxidation of
a structurally broad range of flavonols have been identi-
fied. The sites prone to oxidation were determined by
varying the oxidation potential. The coupling of an EC
with highly sensitive mass spectrometry allowed the iden-
tification of the particular structural conditions. Proximity
to the C,-C; double bond and the 3-OH group in ring C,
along with additional OH groups in the backbone, are
essential for high electroactive behaviour. Therefore,
chrysin and flavonol showed no oxidation products. Fur-
thermore, the C5- and C7-OH groups have no influence
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on the electroactive behaviour under these experimental
conditions.

An OH group in ring B (kaempferol) or a second OH
group in the meta-position in ring B (morin) result in few
but distinctive oxidation products obtained through
a two-electron, two-proton step and two methanol addi-
tions. Two OH groups in the ortho-position (quercetin)
give rise to a four-electron, four-proton step and three
methanol additions, whereas the three OH groups at ring
B (myricetin) further increase the electroactive behaviour
with a four-electron, four-proton step and four methanol
additions. A summary is provided in Fig. 6.

Additionally, the order of the multiple methoxylations
for the second chemical step can be provided. The first
methanol addition occurs at the C, position at ring C fol-
lowed by the C; position for the second methoxylation
and at the C, position for the third methoxylation. It was
clearly shown that the number of methanol additions de-
pends on the redox activity of the flavonols. For the most
easily oxidised compound myricetin, up to four methanol
additions are possible. Moreover, we identified a second
two-electron, two-proton oxidation of the formed oxida-
tion products of quercetin and myricetin for the first
time.
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Abstract
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The electrochemical initiated heterocoupling of 3-methylcatechol and n-hexylamine was investigated. The oxidation of 3-
methylcatechol was performed in an electrochemical flow cell with glassy carbon as the working electrode. As a result, the
two-electron, two-proton oxidised chinone intermediate undergoes a C-N coupling reaction in the presence of an amine
(Michael addition). This mono coupling product can undergo a second two-electron, two-proton oxidation depending on
acidic or basic conditions and substrate ratios. This flow cell was coupled on-line with electrospray ionisation mass
spectrometry to identify the possible coupling products. Higher substrate concentrations were performed off-line as first

scale-up experiments in a two-step procedure.
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1. Introduction

The combination of electrochemistry with mass
spectrometry allows mechanistic studies of important
metabolic oxidation reactions in various areas of
research, for example the metabolism investigation of
nucleosides [1-4], amino acids [5, 6], pharmaceuticals,
especially the oxidation behaviour of drugs [7, 8], or the
oxidation processes of xenobiotics in the environment
[9]. By combining an electrochemical flow cell (EC) with
the electrospray ionisation-mass spectrometry (ESI-MS),
the coupling facilitates in principle the determination of
an oxidation pathway for many redox active substances.
For example, in our previous study we investigated the
oxidation pathway of a structurally broad range of
flavonols [10]. Since many oxidation reactions are
enzymatic and occur with various mechanisms, it is also
possible to study redox reactions of biomolecules with
the help of EC/ESI-MS by mimicking the metabolic
reactions and increase the understanding of the
mechanism pathway. EC/ESI-MS is an excellent tool to
directly monitor reactants, short-lived intermediates and
products of the electrochemical reaction as a function of
the electrode potential. Moreover, it provides structural
information about reactants, intermediates and products.
Laccases catalyse the oxidation of phenolic hydroxyl
groups to give phenoxy radicals. They are abstracting

hydrogen with the help of molecular oxygen as an
electron acceptor to form water. These radicals can
undergo a broad variety of reactions. Despite the
immense substrate spectrum of laccases, the main
emphasis in this work is focused on the oxidation of
ortho-hydroxylated phenols, where the formed quinones
endure heteromolecular coupling afterwards. The aim of
this work is to demonstrate the potential of an
electrochemical system to mimic enzymatic oxidation
metabolisms. The laccase-initiated oxidative C-N
coupling of 3-methylcatechol with n-hexylamine is well
described in the literature [11, 12]. One disadvantage is
the inactivation of laccases in high methanol
concentrations, as methanol is required to dissolve the
substrates (n-hexylamine) in an aqueous reaction system.
Moreover, the low solubility of the C-N coupling product
in water is also predominant. The major advantage of the
electrochemical initiated oxidation is the independence of
the solvent, since pure methanol can be used for the
reaction process to overcome the solubility problems of
the substrates or products. In as much as the
electrochemical oxidation is a mild synthetic route and
the oxidation of catechol is known [13, 14], we are able
to mimic the C-N coupling of a primary amine with the
oxidation products of 3-methylcatechol. An important
consideration is the metabolic stability of the products
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and their identification via mass spectrometry. The
EC/ESI-MS system is a purely instrumental and time-
saving method in contrast to an enzyme route.
Electrochemical reactions in a flow cell need lower
substrate concentrations; hence the conversion is faster
when using a large working electrode surface area.
Enzyme catalysed reaction processes can last hours or
days to get full conversion of the substrates and on-line
tracking is difficult. Mostly, reaction products are
analysed from the (final) batch solution after downstream
processing of the analyts. In EC/ESI-MS results can be
obtained in minutes. Therefore, EC/ESI-MS is a suitable
tool to reveal the high potential of electrochemical
initiated metabolism studies. Here, we compare the
laccase-catalysed oxidation reaction [12] with the
oxidation reactions simulated by electrochemistry. In the
present study, we consider the C-N coupling under acidic
and basic conditions and vary the substrate ratios. We
will also increase the substrate concentrations to perform
the first scale-up experiments.

2. Experimental

Chemicals. 3-Methylcatechol, n-hexylamine and
methanol were received from Sigma-Aldrich (Munich,
Germany). Acetic acid (glacial) was purchased from
CHEMSOLUTE - Th.Geyer (Renningen, Germany). All
chemicals were obtained in the highest available purity
and were used as received.

Sample Preparation. All measurements were
performed in methanol with varied amount of acetic acid
to imitate acidic (0.1% acetic acid in methanol), slight
acidic (0.01% acetic acid in methanol) or basic conditions
(without acetic acid). Measurements of pH values are
only defined for aqueous solutions; however, methanol
behaves as a water-like solvent and can autodissociate
that we assume (slight) acidic conditions with acetic acid
(pKa value 4.76). No addition of acetic acid will cause
basic conditions of the reaction mixture due to the strong
alkaline nature of the amine (pKa value 10.56). This is
quite a simplification, but on our previous experiments
using laccase catalyzed heterocoupling where we used
addition of acetic acid to control the reaction conditions
[12] we used the same approach here to compare the
obtained results. Moreover, different ratios of 3-
methylcatechol (1) and n-hexylamine (2) were tested. The
concentrations of the substrates in the reaction solutions
were either ] mM or 2 mM. A summary of all on-line
measurements can be found in Table 1.

Experimental setup. Voltammetry measurements were
performed with a potentiostat/galvanostat PalmSens
Electrochemical Sensor with PSTrace 4.5 software

(PalmSens BV, Houten, Netherlands). Cyclic
voltammetry (CV) measurements were done in a 5 mL
batch cell with a glassy carbon electrode (Antec Leyden
BV, Zoeterwoude, Netherlands) with 8 mm in diameter
as the working electrode. A HyREF (Antec Leyden BV)
was used as the reference electrode [Epyrer (mV) =
Eagagct (mV) -328+29.9 pH] and platinum wire was used
as the counter electrode.

The commercial electrochemical thin-layer flow cell
ReactorCell™ from Antec Leyden BV was used for on-
line experiments and consisted of three electrodes: glassy
carbon as the working electrode, HyREF as the reference
electrode and the inlet block made of conductive material
as the counter electrode. A 50 um spacer between the
working electrode and the counter electrode was used to
define the flow channel, and resulted in a dead volume in
the flow cell of 0.7 uL. Due to the spacer the accessible
area of the working electrode is minimised to
approximately 15 mm®. The surface of the working
electrode was polished with 1 pm diamond slurry (Antec
Leyden BV) and was washed with distilled water prior to
every experiment.

Mass  spectrometric  conditions. The mass
spectrometry experiments were performed with an LTQ
Linear Ion Trap Mass Spectrometer from Thermo
Finnigan (Thermo Scientific Inc., Egelsbach, Germany)
with electrospray ionisation and XCalibur™ 2.2
software. Purified nitrogen was used as the sheath gas.
The mass spectrometric conditions for on-line EC/ESI-
MS are summarised in Table 1. The negative ESI mode
detects the catechol species, and with the positive ESI
mode the amine species are observable. Scans were
performed in the m/z50-500 mass range. At the
beginning we also tested the m/z 50-2000 mass range and
no signals were recognized higher than m/z 500. The
mass spectrometer was tuned with the respective
substrate at the beginning of each measurement. The
capillary from the flow cell to the mass spectrometer was
16.5 cm long and had an inner diameter of 0.01 inches,
resulting in a response time of approximately 1-2
minutes, depending on the flow rate. The flow rate varied
between 8 and 12 pL/min subordinated by the sample to
obtain the optimal conditions for ionisation and detection
in the mass spectrometer. Hence, the adjustment of
sheath gas and spray voltage differ also because of this
reason. The syringe infusion pump on the front panel of
the mass spectrometer was used to feed the solution into
the flow cell in on-line experiments.

Scale-up Experiments. Higher substrate
concentrations were investigated in off-line experiments.
First, the electrochemical initiated C-N coupling reaction
was done in the thin-layer flow cell described above with
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the help of a Razel R99-E syringe pump (Razel Scientific
Instruments, Saint Albans, United States) with a 2 ml B-
D Discardit II syringe (Becton Dickinson GmbH,
Heidelberg, Germany). The flow rate was set at
7.5 uL/min. After the flow cell the solution was collected
and then diluted with methanol to an appropriate
concentration for the mass spectrometer by reaching a
final concentration of 1 mM for 3-methylcatechol.
Finally, the diluted solutions were measured with ESI-
MS by using the syringe infusion pump on the front panel
of the mass spectrometer. A summary of all off-line
measurements with different concentrations of 3-
methylcatechol (1) and n-hexylamine (2) and the mass
spectrometric conditions for ESI-MS can also be found in
Table 1.

Table 1. Mass spectrometric conditions for on-line EC/ESI-MS
and off-line ESI-MS.

Flow Sheath Spray
rate Gas voltage

[uL/min] [arb] [kV]

Substrate

Solvent system .
ratio

0.1% HOAc/MeOH ImM (1) 12 12 -2.00

1 mM (1) 22,00

0.1% HOAGMeOH | 10 o) 12 12 Z

o 1 mM (1) -2.50
K

5001%HOAGMeOH | 107 8 5o
(=1

= MeOH Lty g 15 2%

& 1 mM (2) +2.50

0.01% HOAc/MeOH L mM () ¢ 15 20

2 mM (2) +3.00

0.01% HOAc/MeOH 2mM () ¢ 15 230

1 mM (2) +3.00

0.01% HOAcMeOH 1mM (D) ¢ 15 230

. 2mM (2) +3.00

£ 0.1% HOAc/MeOH ~10mM (D) ¢ 15 20

: 20 mM (2) +3.00

= 0.12% HOAc/MeOH 10mM (1) ¢ 15 239

= 20mM (2) +3.00

0.6% HOAc/MeOH ~S0mM (D) 4 15
100 mM (2)

(1) 3-methylcatechol, (2) n-hexylamine

3. Results and Discussj

First, we verified the oxidation of 3-methylcatechol in
methanol with 0.1% acetic acid in a batch cell. We
observed a limiting current starting at 0.15 V via CV at a
scan rate of 5mV/s (Fig. 1, inset A). To maintain the
conditions for the mass spectrometer a peak-shaped CV
could not be obtained due to the low conductivity of the

solution. However, we also performed a CV with 0.15 M
sodium acetate as supporting electrolyte to increase the
conductivity and we attained an anodic peak at 0.275 V
(Fig. 1, inset B), as also described by Nematollahi and
Golabi [13]. The cathodic peak was observed at -0.06 V,
but it shows a quasireversible charge transfer process.

Next experiments were performed on-line with ESI-MS
to identify possible oxidation products of 3-
methylcatechol. The mass voltammogram in the negative
ESI mode as a function of EC potential is shown in
Fig.2A. A signal at m/z value 123 represents the
molecular mass of 3-methylcatechol. The oxidation of 3-
methylcatechol results in four main oxidation products
with m/z values of 243, 245, 303 and 425. The oxidation
products at the potential of 0 V are caused by the ESI
process, but the signals increase with applied potential
justifying them as oxidation products.

In as much as the current density should be constant
and proportional to the reaction products at a given
potential, chronoamperometry data analysis (data not
shown) showed a linear relationship between the current
and the 1/square root of time at a potential of 0.2 V,
indicating a diffusion controlled electrolysis. A
corrosion-passivation process at the electrode can be
neglected at low applied potentials. At high applied
potential (starting at 0.6 V) a deviation from linearity was
observed due to the passivation of the electrode of
possible formed polymerised products.
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Fig. 1. CVs of 3-methylcatechol and n-hexylamine with

different ratios in 0.01% HOAc/MeOH at a scan rate of 5 mV/s.
Inset A: CV of 1 mM 3-methylcatechol in 0.1% HOAc/MeOH
at a scan rate of 5mV/s. Insert B: CV of 1 mM 3-
methylcatechol in 0.1% HOAc/MeOH with 0.15M NaOAc as
supporting electrolyte at a scan rate of 5 mV/s.
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Based on these experiments, it is concluded that the
initial electrode reaction involves a one-electron, one-
proton step to form a semiquinone type intermediate.
This electrochemically active und unstable species
canundergo dimerisation (m/z 245) [15, 16]. On the one
hand the formed dimer can be involved in an addition
reaction with nucleophiles (Michael addition) by
methanol, but this was detected only in traces (m/z 305).
On the other hand, the dimer can further be oxidised by a
two-electron, two-proton step (m/z 243) and methanol
attachment is accomplished (m/z 303). This is the main
oxidation product. On the cathode, reduction of protons
to molecular hydrogen takes place. A reaction mechanism
is presented in Fig. 3A. However, it has to be taken into
account that isomeric compounds cannot be distinguished
from each other.

3.2. C-N coupling under acidic and basic conditions

In as much as the oxidation of 3-methylcatechol takes
place in on-line EC/ESI-MS, the next set of experiments
investigates the C-N coupling of 3-methylcatechol with
n-hexylamine, whereby the focus is now directed to best
reaction conditions under an acidic or a basic
environment for the characterisation of the Michael
addition.

The voltammogram of 1 mM 3-methylcatechol and
1 mM n-hexylamine in 0.1% HOAc/MeOH indicates a
higher limiting current (38 pA, data not shown) than the
oxidation of 3-methylcatechol itself (2.5 uA, Fig. 1,
insert A) at 0.5V. On-line EC/ESI-MS with 0.1%
HOAc/MeOH reveals the expected monoaminated
product in low yields (m/z 220), but the dimer product
(m/z 303) is still favoured (Fig. 2B) at increasing applied
potential in negative ESI mode. Also, many by-products
are formed. In the positive ESI mode m/z 224 increases
with increasing potential, representing only the simple
oxidised coupling product. We expected a four-electron,
four-proton oxidised product, as it can be seen in the
reaction mechanism in Fig. 3B. We assume that the
environment is too acidic for n-hexylamine due to the
reduced nucleophilicity of the more protonated
(positively charged) amine in the acidic range with
17.5 mM acid in the solution. Unfortunately, in negative
ESI mode the two-electron, two-proton oxidation product
is not visible due to ionisation or detection circumstances.
Therefore, we performed both ESI modes in the next
experiments to clarify the oxidation mechanism in
different environments. = Chronoamperometry data
analysis (data not shown) showed again deviations from
the linear relationship between the current and the
1/square root of time at high potentials, indicating a

corrosion-passivation process at the electrode at high
applied potentials.

To ensure slight acidic conditions, we tested the C-N
coupling in 0.01% HOAc/MeOH, which corresponds to
1.75mM acid in the solution. On-line EC/ESI-MS
reveals the four-electron, four-proton  oxidised
monoaminated product in negative (m/z 220) and positive
(m/z 222) ESI mode. Nearly the same amount of m/z 224
like m/z 222 was observed (Fig. 2C; Fig. 4 green solid
lines). Moreover, we detected a small amount of
diaminated coupling product in positive ESI mode
(m/z 323).

Further, we investigated basic conditions by omitting
acetic acid in the solution. Immediately, the reaction
solution became red-coloured, which is indicative of the
formation of quinonamines by air oxygen in the solution.
Hence, no electrochemistry is necessary to get the desired
coupling product. This is supported by MS
measurements, which explain the formed coupling
product still at the beginning of the data recording.
Nevertheless as a trial, we applied 1V and 1.2V to
increase the intensity of the coupling product and to
decrease the intensity of 3-methylcatechol to investigate
full conversion efficiency. The clearly main oxidation
product is the desired monoaminated coupling product
(Fig. 2D), but many byproducts are also formed. In
positive ESI mode m/z 323 represents the diaminated
coupling product. The two-electron, two-proton product
with additional methanol attachment is found at m/z 254
and the four-electron, four-proton product with methanol
addition at m/z 252. We presume the monoaminated
dimer at m/z 442. The electrolysis of 3-methylcatechol in
presence of n-hexylamine in methanol under basic and
anaerobic conditions was not further investigated due to
two reasons. Firstly, the experimental setup would be
much more complicated. Secondly, we wanted to
compare the electrochemical initiated coupling with the
laccase catalysed coupling requiring oxygen, which is
yielding much more side products.

In summary, slight acidic conditions with 1.75 mM
acetic acid are favoured at 1:1 ratio of the substrates,
because too acidic conditions reveal only the two-
electron, two-proton oxidised coupling product and basic
conditions receive a coupling product still at the
beginning by air oxygen in the solution, where the
reproducibility is not given. Only in 0.01% acetic acid in
methanol the formation of byproducts is very low.

3.3. C-N coupling under different substrate ratios

To increase the yield of the coupling product higher
amounts of the amine are necessary, as described by
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Fig. 2. A) Mass voltammogram of 1 mM 3-methylcatechol in 0.1% HOAc/MeOH in negative ESI mode. Mass voltammograms of

1 mM 3-methylcatechol + 1 mM r-hexylamin in B) 0.1% HOAc/MeOH, C) in 0.01% HOAc/MeOH and D) in MeOH in negative
ESI mode on the left and positive ESI mode on the right.
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Fig. 3. Proposed oxidation mechanism of A) 3-methylcatechol and B) 3-methylcatechol + n-hexylamine.

Herter et al. They could increase the laccase-initiated
coupling product up to 100% by using a ratio of 1:5 [11].
Mikolasch et al. transformed 3-(3,4-dihydroxyphenyl)-
propionic acid with n-hexylamine into 3-(6-hexylamino-

100 =<

90 + RN

80 - NGPEL TN

Seeas

100 SN

60 -

D ©
o o
L L

50 -

intensity (%)

n
o

intensity (%)
'S
o

03 06 09 12

4 0.0
30 potential (V)

20
10

0.2

0.4 0.6
potential (V)

Fig. 4. Intensity for n-hexylamine (dashed line) and the
products m/z 222 (squares) and m/z 224 (triangle) in 0.01%
HOAc/MeOH as a function of applied potential for different
ratios (red 1:2, green 1:1 and blue 2:1) in the positive ESI
mode. Inlet: Intensity of 3-methylcatechol (dashed line) and the
product m/z 220 (solid line) in the negative ESI mode. The
intensity of each ion was normalized to the maximum
abundance at 0 V of n-hexylamine in the positive and 3-
methylcatechol in the negative ESI mode, respectively.

3,4-dihydroxyphenyl)-propionic acid by laccase with a
ratio of 1:6 and 60% conversion [17]. Hence, we tested a
ratio of 1:2 with 0.01% acetic acid in methanol in our
electrochemical initiated additions to increase the amount
of the monoaminated coupling product. A CV experiment
shows a higher limiting current (64 uA; Fig. 1, red line),
according to the ratio 1:1 (36 uA; Fig. 1, green line). The
increase in the intensity of the coupling product is
displayed in relative description in Fig. 4. The inlet in
Fig. 4 describes the negative ESI mode and shows the
increase of m/z 220 (solid line), while 3-methylcatechol
(dashed line) decreases. The red colour stands for the
ratio 1:2, whereas the green line represents the ratio 1:1.
If the amine is in excess, 3-methylcatechol will be
consumed up to 80% at 1.2 V. Only 20% remains and can
be detected by the mass spectrometer. The intensity of
the coupling product increases up to 93% yield. The
ionisation efficiency in the ESI interface strongly
depends on the properties of each compound; hence, a
quantitative estimation including a complete mass
balance cannot be fulfilled due to different ionisation
behaviour of the species. In positive ESI mode both
coupling products (m/z 222 and m/z 224) occur, but the
four-electron, four-proton product is favoured.

To comprehend the Michael addition in detail, we also
tested the ratio 2:1 with excess of 3-methylcatechol in the
solution. The CV shows a decrease of the limiting current
(27 pA; Fig. 1, blue line) with respect to the ratio of 1:1.
The poor coupling reaction is obtained in negative ESI
mode with yields about 10%, and in positive ESI mode
about 25% for the two-electron, two-proton product and
16% for the four-electron, four-proton product (blue solid
lines in Fig.4). The intensity for n-hexylamine hardly
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changes with high applied potentials (blue dashed line).
Moreover m/z 244 appears in negative ESI mode with
15% yield at 1.2V, representing the oxidised catechol
dimer. Hence, with 3-methylcatechol in excess the
formation of byproducts increases.

3.4. Scale-up experiments

The electrochemical initiated heterocoupling reaction
displays an alternative synthesis route to the enzymatic
procedure, which needs high amounts of enzyme for the
application in large-scale synthesis.

Higher substrate concentration coupling reactions were
performed off-line in a two-step procedure. Controlled-
potential coulometry at the potential of 0.8 V was carried
out at a flow rate of about 7.5 uL/min to get a sufficient
conversion. This corresponds to a theoretical residence
time in the flow cell of approximately 5.6 s for the
substrates. A compromise has to be done between high
applied potential for full conversion (above 1.2 V) and an
increasing corrosion-passivation process at the electrode
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Fig. 5. Scale-up experiments of 3-methylcatechol:n-hexyl-
amine:acetic acid in A) negative ESI mode and B) positive ESI
mode in a two-step procedure (off-line controlled-potential
coulometry at the potential of 0.8V at a flow rate of
7.5 uL/min, afterwards dilution of the collected probe for ESI-
MS measurements).

surface (starting at 0.6 V). In a second step the collected
probe was diluted for mass spectrometric measurements
by reaching a final concentration of 1 mM for 3-
methylcatechol.

First, the two-step procedure was tested at the reaction
of 1 mM 3-methylcatechol and 2 mM n-hexylamine in
methanol with 0.01% HOAc, which represents 1.75 mM
acid in the solution. Here, we assume slight basic
conditions due to the excess of the amine with respect to
acetic acid. The obtained mass spectra are shown in
Fig. 5. In negative ESI mode the signal at m/z 123
decreases (39% conversion), while the signal at m/z 220
(four-electron, four-proton monoaminated oxidation
product) increases (52% yield) at applied potential of
0.8 V. In positive ESI mode two product signals at
m/z 222  (four-electron, four-proton monoaminated
oxidation product, 42% yield) and m/z 323 (four-
electron, four-proton diaminated oxidation product, 33%
yield) appear. The amount of diaminated product in the
two-step procedure is higher compared to the on-line
EC/ESI-MS experiment (m/z220 with 61% yield,
m/z 222 with 19% yield and m/z 323 with 4% yield).

The next set of experiments focuses higher substrate
concentrations. We investigated the coupling reaction of
10 mM 3-methylcatechol and 20 mM #n-hexylamine in
0.1% acetic acid (17.5 mM) under slight basic conditions.
Both, negative and positive ESI modes show a higher
amount of byproducts. On top of that, in positive ESI
mode the diaminated coupling product was obtained in
higher yields (18% yield) than the monoaminated
coupling product (12% yield). Hence, we increased the
amount of acid to the same concentration of the amine to
ensure neutral conditions in the reaction solution.
Consequently, the main coupling product is the required
four-electron, four-proton monoaminated oxidation
product when employing 10 mM 3-methylcatechol and
20 mM n-hexylamine with 0.12% acetic acid (20 mM) in
methanol.

Even higher substrate concentrations (50 mM 3-
methylcatechol, 100 mM n-hexylamine with 0.6% acetic
acid, which corresponds to 100 mM in methanol) cause
inefficient conversion (m/z 220 with 21% yield, m/z 222
with 6% yield and m/z 323 with 3% yield), but reveal no
multiple aminated coupling products in contrast to the
laccase-initiated procedure [12]. Due to the diminished
conversion we also tested 2.5 uL/min flow rate during the
controlled-potential ~ coulometry at 0.8 V. This
corresponds to a theoretical residence time in the flow
cell of approximately 16.9s for the substrates. The
amount of the required coupling product increased
significantly in negative ESI mode (Fig. 5A, 50:100:100
low flow, m/z 220 with 28% yield), while in positive ESI
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mode the differences are negligible. Certainly, these first
scale-up experiments will provide an overview of
possible byproducts. Future experiments with high
substrate concentrations should be investigated in a
separate electrolysis cell.

4. Conclusion

Best results were obtained by using 3-methylcatechol and
n-hexylamine in a ratio of 1:2. There, the number of
byproducts is low and the conversion to the four-electron,
four-proton product is moderate. Certainly, the excess of
n-hexylamine may be higher in on-line experiments, but
this may cause congestion in the mass spectrometer.
Therefore, higher substrate concentration coupling
reactions were performed off-line in a two-step procedure
to get an idea of substrate concentration effects on the
coupling reaction. In summary, the formation of the
product is affected by factors such as the electrophilicity
of the oxidised quinone, the nucleophilicity and the
number of equivalents of the amine during the
heterocoupling.

However, is has to be taken into account that under
electrochemical conditions the reaction takes place at all
oxidative labile sites in the molecule, whereas in enzyme-
catalysed reactions the site of oxidation is sterically
influenced by substrate-protein interactions. Although,
we obtained no high-molecular-weight byproducts in
contrast to Illner et al., who produced a lot of byproducts
(compare Fig. SI-4 [12]). The electrochemical initiated
C-N coupling showed only the diaminated product in
small amounts.

As a result of all performed experiments, EC/ESI-MS
is a suitable tool to support or even replace enzyme-
catalysed reactions by electrochemical initiated reactions.
The purely instrumental and time-saving method
provides information about formed products on-line. In
large-scale synthesis both synthetic routes are complex.

Furthermore, the combination of electrochemistry with
on-line mass spectrometry has a great application
potential for a wide variety of systems beyond the
demonstrated example. We believe that numerous further
applications are possible to substantiate enzyme-
catalysed reactions, such as coupling reactions of para-
hydroquinones with aromatic amines [18] or even a
coupling with aryl and alkyl thiols to form C-S bonds
[19].
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7. Anhang

Im Folgenden werden erganzende Informationen zu der Publikation II angefiihrt.

Supporting Information

Oxidation of Flavonols in an Electrochemical Flow Cell
Coupled Online with ESI-MS

Sina Kummer, Wolfgang Ruth, Udo Kragl
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Figure S1. Static CV of 20 uM quercetin in 60% methanol and 40% water with 0.1%
formic acid at different scan rates (4, 6, 8 and 10 mV/s).
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Figure S2. Hydrodynamic CV of 20 puM quercetin at 50 mV/s scan rate in 60% methanol
and 40% water with 0.1% formic acid.
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Figure S3. Mass spectra of 20 pM quercetin in 60% methanol and 40% water with 0.1%
formic acid at 5 pL./min flow rate in the negative ESI mode at a potential of 0 V. A signal
at m/z 301 represents the molecular mass in the negative scan mode and at m/z 602 for
the molecular adduct.
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Figure S4. Chronoamperometry data analysis of the online EC-MS experiment of the
electrolysis of 20 uM quercetin in methanol with 0.1% formic acid at a potential of 0.4 V
at a flow rate of 8 pL/min.
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Figure S5. Mass voltammogram of 20 uM quercetin in ethanol with 0.1% formic acid at
an 8 pL/min flow rate as a function of EC potential.
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Figure S6. Static CV of 20 uM chrysin, flavonole, kaempferol, morin and myricetin in
methanol with 0.1% formic acid at a scan rate of 4 mV/s, indicating the start potential of

the proposed methoxylation reactions.
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Figure S7. Mass voltammogram of 20 uM chrysin in methanol with 0.1% formic acid at a

12 pL/min flow rate as a function of EC potential.
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