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1. GIRIS

Kumarinlerin ilk kimyasal sentezini 1868 yilinda Perkin gergeklestirmistir. Kumarinler
bitkilerden, 6zellikle de yesil bitkilerden (kereviz vb) izole edilen ve oksijen iceren
heterosiklik bilesiklerdendir. Farmokolojik olarak flavonoid grubuna(polifenoller)

girerler. Dogal olarak elde edilen yaklasik 1300 kadar kumarin versiyonu bilinmektedir.

Kumarinler genellikle Pechmann, Perkin, Knoevenagel, Reformatsky ve Wittig
reaksiyonlarindan biri ile sentezlenirler. Bu reaksiyonlarda H2SO4, H3PO4, CFsCOOH,
p-toluensiilfonik asid, POCls, Bi(NO3)3.5H20, AlCls, TiCls, Znl, ve iyonik likidler gibi
cesitli katalizorler kullanilmistir. Basit baglangic maddelerinden ¢ikarak, iyi bir verimle
4-stibtitie kumarin tlrevlerinin sentezine olanak veren Pechmann reaksiyonu en ¢ok

kullanilan metotdur.

Kumarin bilesigi alt1 noktadan siibstitiie olmaya elverisli bir bilesiktir. Farkli noktalara
farkl1 stibstitiientlerin baglanmasi kumarin bilesiklerine farkli 6zellikler katmaktadir. Bu
yiizden tez calismamiz bazi mono-, di-, tri-substitie kumarinlerin sentezi Uzerinedir.
Mono sibstite kumarinlere 6rnek olarak; 3-asetilkumarin, 3-benzoilkumarin, kumarin-
3-karboksilik asit; di siibstitlie kumarinlere drnek olarak; 4-metil-7-hidroksi kumarin, 4-
metil-7-amino kumarin, 4-metil-7-metoksi kumarin, 4-fenil-7-amino kumarin, 4-propil-
7-hidroksi kumarin; tri sibstitie kumarinlere 6rnek olarak da 4-metil-7-hidroksi-8-
formil kumarin, 4-metil-7-hidroksi-8-nitro kumarin ve 4-metil-7-hidroksi-6-nitro

kumarin sentezi yapilmaistir.

Ayrica yapilan literatiir ¢alismasinda mono-, di-, tri-subtitie kumarinlerin antioksidan
aktivite gosterdikleri de belirtilmistir. Biz de bu bilgiler 1s181inda sentezledigimiz
kumarin tarevlerinin antioksidan aktivitelerini karsilastirmak istedik ve antioksidan
aktivite tayin yontemlerinden olan DPPH ve Cuprac yontemlerini kullanarak elde

ettigimiz kumarin bilesiklerini antioksidan aktiviteleri agisindan karsilagtirdik.



2. GENEL KISIMLAR

2.1. KUMARINLER

Piron ve benzen halkalarinin kondenzasyonu sonucu olusan ve bir aromatik lakton
grubu iceren heterosiklik bilesik sinifi genelde benzopiranlar olarak bilinmektedir. Bu
heterosiklik yapiya “kumarin” adi verilir. Kumarin bilesikleri 2H-1-benzopiran-2-on;
1,2-benzopiron; benzo-a-piron ve cis-o-kumarinik asit lakton gibi isimlendirilmektedir.
Kumarinin kimyasal yapisi hakkinda ilk dogru yapilar 1867 yilinda Strecter , 1868
yilinda Fitting tarafindan ortaya atilmistir. (Sethna ve Shah, 1945).

5 4 @)
7
8 i @]
2H-1-benzopiran-2-on 4H-1-benzopiran-4-on
Kumarin Kromon

Sekil 2.1: Kumarin ve kromonun yapisi.

Sekil 2.2: a-piron ve y-piron halkasi.

Kumarin, ilk defa Almanya’nin Miinih sehrinde tonka fasulyesi ad1 verilen agacin hos
kokulu tohumlarindan A. Vogel tarafindan 1820 yilinda izole edilmistir. Kumarinlerin
saman kokusu ve aci1 bir tat olarak kabul edilen bir tathi kokusu vardir.Yap1 izomeri

(benzo-y-piron) kromondur. Ayni1 zamanda tirevidir(Vogel, 1820)



Sekil 2.3: Tonka fasulyesi.

1882 yilindan sonra parfiim olarak kullanilmig hatta hos aroma kokusu nedeniyle
tatlandirici olarak pipo tiitliniine, baz1 alkollii igeceklere (Mulled sarap) ilave edilmistir.
Ancak hepatotoksisite kaygilart nedeniyle A.B.D tarafindan 1960 yilinda bazi kumarin

icerikli besin katki maddeleri yasaklamistir.

Kumarinler bitkilerden, 6zellikle de yesil bitkilerden izole edilen ve oksijen igeren
lakton igerikli heterosiklik bilesiklerdendir. Vanilya kokusuyla taninirlar. Farmakolojik
acidan flavonoid grubuna girerler. Dogal olarak elde edilen yaklasitk 1300 kadar
kumarin tlrevi bilinmektedir. Tonka fasulyesi, Hint baklasi, akasya, lavanta, meyan
koka, geyikdili, kayisi, bogirtlen, ¢ilek, kiraz, visne, seftali, ahududu, maydonoz,
kereviz, turuncgiller, havug , at kestanesi ve targini kapsayan pek ¢ok bitkinin meyve,
kabuk, gdvde ve yapraklarinda dogal olarak bulunurlar (Felter ve ark., 2006). Kumarin
ve tlirevleri bitki caylarinin pek ¢ogunda bulunur.Antioksidan 6zelligine
sahiptirler.Yesil ¢ayda flavonoid grubundan olan katesin, flavonol grubu olarak bilinen

epigallokatesingallat (EGCG) bulunur.

Kumarinin kapali formiilii CoHgO2 dir. Molekiil agirligr 146.15 g/mol diir. Erime noktasi
68-73°C, kaynama noktast 298°C , yogunlugu 0,935 gr/m*® ve buhar basinci 47°C
0,01lmmHg dir. Kumarinler kloroformda ¢oziindiigiinde UV’de 273 nm’de maksimum
absorpsiyon gostermektedirler. Etanol, metanol, kloroform, dietil eter ve yaglarda
kolay ¢oziiniirler. Kumarinler beyaz parlak kristal yapili maddelerdir. Ancak kumarin
halkasina takilan siibstitiientlere ve takilan siibstitiientin konumuna gore farkli renk ve
farkli 6zellik gostermektedirler. Ornegin 7 konumunda elektron verici gruplar

bulunduran yapilar, ve 3 veya 4 konumunda elektron ¢ekici grup bulunduran yapilar



floresans 6zellik, 6 konumunda hidroksit yapili olanlar ise antifungal 6zellik gosterirler.
Substitle 7-Amino kumarinler floresans ozelliklerden dolayr optik parlatici olarak
giines panellerinde, mavi-yesil bolgeler i¢in lazer boyarmadde yapiminda

kullanilmaktadirlar (Yao ve ark., 2011).

Bitkilerden izole edilen dogal kumarinlerin yaninda, sentetik ve yar1 sentetik kumarin
tirevleri de mevcuttur. Kumarin ve tarevleri 6zellikle biyolojik aktiviteye sahip
olduklar i¢in ila¢ endiistrisinde antibakteriyal, antimikrobiyal, antifungal, antimalarial
(sitmaya karsi ilag), analjezik (agr kesici ates diisiiriicli ), antioksidan, antikoagtilan
madde ve bocek ilact (Khan ve ark., 2002) olarak, bunun yaninda, optik beyazlatici
reaktif olarak; fluoresans ve lazer boyarmadde yapisinda gilines panelinde boyarmadde
olarak (Yao ve ark.,, 2011; Alghool, 2010), parfimlerde, sabunlarda, temizlik
tirtinlerinde ve hos kokusu nedeniyle gidalarda tatlandirici (O’ Kennedy ve Thornes,
1997) olarak kullanilmaktadirlar.

Farmakolojik olarak 6nemli iskeletlerden biri olan kumarin ve tirevleri; mantarlar,
timorler, virlisler, sitma ve Ozellikle HIV proteaza karst dikkate deger biyolojik
aktiviteye sahip bilesiklerdir. Ayn1 zamanda makrofaj 6zellikleri sayesinde vicuttaki
6li hiicreleri yutulmasina yardimei olup bagisiklik sistemini gliclendirip viicudu kansere
karst korur ve bazilari da 6ldiiriirler. immiin uyarict maddelerdir. Antikoagulan
Ozellikleri nedeniyle, kumarin ve tiirevlerinin damar hastaliklarin1 6nleyici biyolojik
aktivitesi vardir. Kumarin ve tiirevleri anti-iltihap, anti-enflamatuvar, antidiyabet, sitma
onleyici, antioksidan, antialerjik, antitrombotik (kan sulandirici), anti-viral, karaciger
koruyucu, ostrojenik, ditiretik, damar genisletici, lipit diisiiriicli, immiin uyarici, Sedef
hastaligi, Alzheimer hastaligi, analjezik ve anti-kanserojen aktivite gosterme
Ozellikleriyle tanimlanmaktadirlar. Bu 6zelliklerinden dolay1r biyoloji ve tip alaninda

ozellikle veterinerlik alaninda arastirmalara konu olmaktadir.



2.2. KUMARINLERIN SINIFLANDIRILMASI

2.2.1. Basit Kumarinler

2.2.1.1. Siibtitiient Icermeyen Kumarinler

Kumarin Dehidrokumarin

Sekil 2.4: Slbtitie icermeyen kumarinler.

2.2.1.2. Mono- Subtitie Kumarinler

2 O 0]
O o o o o o

Kumarin-3-karboksilik asit 3-Asetil kumarin 3-Benzoil kumarin

OH
HaC
HO o o ¥ >0 o o
o o

7-Hidroksi kumarin (Umbelliferone) 7-Metoksi kumarin(Herniaren)  4-Hidroksi kumarin

Sekil 2.5: Mono- Siibtitlie kumarinler.

2.2.1.3. Di- Subtitie Kumarinler

CHgy Ph CH,
X N N
H5C
HoN o o H,N o o 3 ~o o o

7-Amino-4-metil kumarin 7-Amino-4-fenil kumarin ~ 4-Metil-7-metoksi kumarin



(|:H3 C3Hy CHj
o}
OB J@fi )
HO © © HO o o HO o} o}
7-Hidroksi-6-metoksi kumarin(Scopolitin ) 7-Hidroksi-4-propil kumarin  7-Hidroksi-4-metil kumarin

/CH3

% i
o)
X S X
HaC HsC
(@] (@) O M3 ~o0 o o HSC\O o o
HsC CHj
Osthol 6,7-dimetoksi kumarin(Skoparon)  5,7-Dimetoksi kumarin (Citropten)

Sekil 2.6: Di-Siibtitlle kumarinler.

2.2.1.4. Tri- Subtitie Kumarinler

CHs CHj CHj
N X AN
HO 0" N0 MOy 0 X0 HN 0 X0
o N S,

4-Metil-7-hidroksi-8-formil kumarin 4-Metil-7-metoksi-8-formil kumarin 4-Metil-7-amino-8-formil

kumarin
CHz <|3' CHj CHj
HO i o o} Ho o o Br o o
0”0 o'/N+§o

4-Metil-7-hidroksi-8-nitro kumarin 4-Metil-7-hidroksi-6-nitro kumarin 4-Metil-7-bromo-8-nitro

kumarin



HyCO

HO (0] O
OH

6-Metoksi-7,8-dihidroksi kumarin(Fraksetin)

(|:H3 CH, o~ e
|
o)
A TC m
H3C\o o o o o o ch\o o o
OH
H3C/O

Fraxidin [zofraxidin Fraxinol
6,7-Dimetoksi-8-hidroksi 6,8-Dimetoksi-7-hidroksi 5,7-Dimetoksi-6-hidroksi

Kumarin kumarin kumarin

Sekil 2.7: Tri-Sibtitue kumarinler.

2.2.1.5. Poli Subtitie Kumarinler

GHs o CHj
Br |+ B
X O7N SN r
HO (@] O HO o) o
o'/N+§o
3-Bromo-4-metil-7-hidroksi-8-nitro kumarin 3-Bromo-4-metil-6-nitro -7-hidroksi kumarin

Sekil 2.8: Poli Siibtitlie kumarinler.

2.2.2. Furano Kumarinler

Furano kumarinler; kumarin ile furan halkasinin baglanmasiyla meydana gelir. Alti

adet 6nemli furano kumarin tiirevi vardir.
o
o o ) 7 e} =
© (o]
s

Psoralen Angelicin Imperatorian

Sekil 2.9: Furano kumarinler.
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Ksantatoksin Pimpinllin Bergapten

Sekil 2.9: (devami) Furano kumarinler.

2.2.3. Pirano Kumarinler

o}
O———WT———TH—CHfCHS

O  CH,

Visnadin Dihidrosamidin

Sekil 2.10: Pirano kumarinler

2.2.4. Benzo Kumarinler

Sekil 2.11: Ellagik asit.

2.2.5. Birlesik Kumarinler

Bu yapilarda kumarin bilesigi, hem benzen hem de piran halkasiyla birlesmistir.



Kumestan Kumestrol

Sekil 2.12: Birlesik Kumarinler.

2.2.6. Dimerkumarinler

Iki kumarin biriminin birbirine baglanmasiyla olusurlar.

o0._0o.__ 0
X
o~ o
OH OH HO (0] (@]
Dikumarol(Bishidroksikumarin) Dimetildafnoretin

Sekil 2.13: Dimerkumarinler.

2.2.7. Glikozit Kumarinler

HO.
HO
HO c‘H3
HO,
0 N HO HO. Ho. 0
L0 O U
Ho" 0 0 No
. H
o LA I A A
OH OH OH

Skimmin Cichorin Scopolin
7-glikozit kumarin 6-hidroksi-7-glikozit kumarin  6-Metoksi-7-glikozit kumarin
Sekil 2.14: Glikozit Kumarinler.
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OH OH o

Esculin Daphnin Fraxin
6-glikozit-7-hidroksi kumarin 7-glikozit-8-hidroksi kumarin.  6-Metoksi-7-hidroksi-8-
glikozit kumarin

Sekil 2.14 (devami): Glikozit Kumarinler.

2.3. KUMARIN TUREVLERININ SENTEZ YONTEMLERI

Kumarinler genellikle Pechmann, Perkin, Knoevenagel, Reformatsky, Wittig, Allan-
Robinson, Houben-Hoesch, Ponndorf ve Rasching tepkimelerinden biri ile
sentezlenirler. Bu tepkimelerde okzalik asit, H>SOs, H3POs, CF3COOH, p-
toluensulfonik asid (p-TsOH), POCIs, Bi(NOz3)3.5H20, AICIl3, TiCls, Znl,, iyonik
likitler, amberlist, KSF, piridin, piperidin  gibi ¢esitli katalizorler kullanilmistir.
Pechmann tepkimesi en ¢ok kullanilan metottur. Bunlardan sentezlerimizde
kullandigimiz Pechmann ve Knoevenagel tepkimelerinin mekanizmalart Uzerinde

durulacaktir.

2.3.1. Perkin Reaksiyonu

William Henry Perkin, ilk anilin boyast olan kumarini; 1868 tarihinde salisilaldehit,
asetikasitanhidrit ve sodyum asetatin 180°C sicakliga 1sitilmasiyla ara trtin olarak elde
etti. Ara trlnd asidik ortamda hidroliz ederek disiik verimle kumarin sentezledi. Diigiik
verimli olmasina ragmen metoksi veya hidroksil gruplu basit kumarinlerin sentezinde

kullanilmaktadir (Sethna ve Shah ,1945).

Sekil 2.15: Perkin reaksiyonu.
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2.3.2. Pechmann Reaksiyonu

Pechmann reaksiyonu kumarinlerin sentezi icin kullanilan en kolay ydntemlerden
biridir. Genel olarak metot fenoller ile B-ketoesterlerin kondenzasyonundan olusur ve
iyi verimle 4-substitie kumarinleri verir. Reaksiyonda H»SOas, AICl3, P20s,
Bi(NOz3)3.5H20, okzalik asit, amberlist, p-toluen stlfonik asit (p-TsOH), iyonik likitler
ve CF3COOH gibi asit katalizorler kullanilmaktadir.

CHj
P 0
HO OH
Asit Katalizori ~
+ —_—
HsC OEt HO (0] (0]

Sekil 2.16: Pechmann Reaksiyonu ile 7-hidroksi-4-metil kumarin sentezi.

O M= U L O £

[:’[:l+ /\

TRy A Gt OO

Sekil 2.17: Pechmann reaksiyonunun mekanizmas.

Pechmann reaksiyonu ile kumarinlerin sentezinde Kkatalizor olarak der. H2SO4

kullanilmasinin; yan iiriin olusmasi, uzun reaksiyon siiresi gerektirmesi ve korozyon
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olusumu gibi dezavantajlari vardir. Bundan dolayr heterojen asit katalizorler
kullanilarak ekipmanin katalizorden etkilenmesi azaltilir. Amberlyst 15 (Gunnewegh ve
ark., 1995) aktif kil (KSF) (Zhang ve ark., 1998), InCls ( Bose ve ark., 2002 ), W/ZrO2
( Reddy ve ark., 2001) , iyonik likit (Potdar ve ark., 2005) AIClIs (Sethna ve ark., 1938) ,
CF3COOH (Woods ve Sapp, 1962) gibi asidik katalizorler de bu reaksiyonda

kullanilmistir.

Pechmann reaksiyonunda, yapilan calismalarda fenoliin meta ve para konumunda
bulunan elektron verici gruplar (-CHs, -OH, OCHs, -NH> ) reaksiyonu kolaylastirirken;
elektron gekici gruplar (-CN, -NO2,- SOsH, -COOH, -COOCHjs, CHO) kondenzasyonu

engelleyecek sekilde davranirlar. Bu gruplarin azalan etkinlik siras1 asagida verilmistir.

CN>CHO>S03H>COCH3>NO2>COOH>COOCH3> seklindedir.

Pechmann reaksiyonunda Nafionresin/silika kullanilarak 7- hidroksikumarinler elde
edilmistir. Toluen ¢ozlclsu icinde rezorsinol ve etilasetoasetattan, 7-hidroksi-4-metil
kumarin sentezi (% 81-96 verimle) silika Uzerinde Nafion maddesi (% 40-80)

kullanilarak kisa siirede gerceklesmis ve katalizor geri kazanilmustir.

Pechmann reaksiyonunda, gu¢li bir Lewis asit katalizori olan InClsz kullanildiginda
daha iyi verimle 4-slbstitie kumarinler olusmustur (Bose ve ark., 2002). Kumarinlerin
sentezi icin % 10 mol InCls kullanilmasi yeterli olmustur. Verimi B-ketoesterler ve
fenoliin yapisal degisiklikleri dikkate alinmazsa ¢ok yiiksektir. Bu yoOntemin
Ozelliklerinden biri de, -OH, —OCH3 ve —-NHz gibi fonksiyonel gruplarin bilesigin
yapisinda kalabilmesidir.Bunun disinda fenol yerine 1-naftol ve 1,3,5-trihidroksi
benzen de kullanilabilir (Bose ve ark., 2002).



13

O o0 InCl, (%10 mol) 2
+ N - X
R OC,Hs 65 -130°C, 30 - 240dk

OH R7 0o

Verim

%55-%98
R, :-NH, , -OH, -OCH; (Elektron verici gruplar)

R, :-CH,, -CH,CI, CF,, CH,Br

Sekil 2.18: Indinyum kloriirle Pechmann reaksiyonunda kumarin sentezi.

Well-Dawson heteropoliasiti (HsP2W180s2.24H20) olan ve siper asit olarak bilinen

katalizori kullanilarak iyi bir verimle kumarin tiirevleri sentezlenmistir (Romanelli ve
ark., 2004).

CH,
HaC O O H3C SN
D\ - /U\/U\ %1 Wells-Dawson asidi
H-C OC,H o
HyC OH 3 25 130°C HaC o~ o

Verim: %82 1,5 saat

CHs
OH 0 o) X CHg
OH %1 Wells-Dawson asidi
+ H,C OC»5H
3 2°°5 130°C HO o o
OH CHj
OH

Verim: %50 , 0,8 saat

Sekil 2.19: Well-Dawson asiti katalizérliigiinde Pechmann kumarin sentezi.

Kloroaliminat (Cl2.AlCl3) iyonik sivisi lewis asitidir. 80°C de refliiks edilerek kumarin
sentezlenir(Potdar ve ark., 2001). Amberlist 15 katalizéruyle de %90-95 verim ile 4-

metil-7-hidroksi kumarin sentezlenmistir(Al-haj Hussien ve ark., 2016).
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OH CH;
o o
' | (bmim)Cl .2AICI 5 N
+ —_ >
HyC
R, 3 OEt R} o o

Sekil 2.20: Iyonik siv1 katalizorliigiinde Pechmann kumarin sentezi.

CHy

@\ /\/\ %10 mol Amberlist 15 /@i\i
110-120 °C, 100dk
0CaHs HO 0 0

Sekil 2.21: Amberlist 15 katalizorligiinde Pechmann kumarin sentezi.

2.3.3. Knoevenagel Reaksiyonu

Bu reaksiyonda; 2-hidroksibenzaldehit ve tlrevlerinin reaktif metilen grubu igeren
etilasetoasetat gibi bilesiklerle piridin, piperidin, trietilamin gibi organik bazlarin
varliginda etanol ¢ozeltisinde 80°C ye isitilmasi ile 3-sibstitle kumarin bilesikleri
sentezlenmektedir (Jones, 1967; Bogdal, 1998).

3
CHO R3 piperidine E
T
Rl OH CO,EL El O (@]
B2 k2
1 2 3al
[r! B2 B3 RI R2 R3
3a|H H COgft 3e|H OMe CO4Et 3Bl H COqE
3hH H COMe 3 |H OMe COMe 3 EgN H COMe
3cH H CN 3g|H CMe CH 3k|El H CN
3d H H p-CeHy-NOy  3h|H OlMe p-CgHa-MOy 31| ElT H p-CgHy-HO4

p1p eridine
OH COgEt

4a B3 CO5EL 4b: R3 COMe; dc; R3 CH: 4d: R3 p-CgHy-NOy

Sekil 2.22: Knoevenagel kondenzasyon reaksiyonuyla kumarin sentezi.

Baz katalizorliigiinde;
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EtO OEt
EtO 7 OEt

EtO
o o H
T 3
o=
/\ /\ y e
—
EtO o OEt HO RZ
pd Rt
H
o
o
) o
|
EtO OEt + OEt
N EtO OEt
f=
H ) ch
. - H,0
'CH —~— —_—
¢ Ho —
()
2
HO R
) N HO R?
R H Rl
o o
o OEt

Sekil 2.23: Knoevenagel kumarin tlirevi sentez mekanizmasi.
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2.3.4. Wittig Reaksiyonu

Wittig reaksiyonunda, 2-formilfenil-2-bromo asetat, trifenil fosfin ile reaksiyona
sokularak molekiile fosfin grubu baglanir. Daha sonra doymus NaHCOs3 ¢ozeltisi ile oda
sicakliginda karistirilarak kumarin tiirevi sentezlenir. Verimi iyi duzeyde yiriyen bir
reaksiyondur. Fenil halkasinda bulunan Ri: ve R gruplarinin elektron verici olmasi

halka kapanma reaksiyonunu kolaylastirir (Belavagi ve ark., 2014).
Doy. NaHCO, coret. g, A\
_a/jr%mmehw _lv/ ZO%Wr R Y

Sekil 2.24:Wittig reaksiyonu ile kumarin sentezi.
Asagidaki reaksiyonda vinil trifenil fosfinyum tuzu aromatik siibstitiisyon
reaksiyonuyla baglanir. Ara iiriin olustuktan sonra alkol ¢ikarak cift bagin olusmasiyla

kondenzasyon olup kumarin tirevi sentezlenir (Majumdar ve ark., 2011).

COOR

PPh,

R, OH R
+  ROOC———COOR >
P DMF50°C 10-16h

R R Et, Me R

2

Sekil 2.25:Wittig reaksiyonu ile kumarin sentezi.

2.3.5. Allan-Robinson Reaksiyonu

Bu yontem Allan-Robinson ya da Kostanecki-Robinson reaksiyonu olarak da
bilinmektedir. 2-Hidroksiarilketon sicak asit anhidrit ve bu asidin sodyum tuzu ile

tepkimeye girmektedir (Allan ve Robinson, 1924).
(o]
OO OO
OH RCOZNa 0—COR,
Ry : CHg

2-metil kromon  4-metil kumarin

Sekil 2.26: Allan-Robinson reaksiyonu ile kumarin sentezi.
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Komponentlerin ayrimi asidik ve bazik olmak (zere iki ayr1 yontem ile yapilmaktadir.
Kromon; HCl ile kristalin yapida tuz verir ve temel kumarin yapisindan ayrilir.Kumarin
ise NaOH ¢0zeltisi igcinde kumarik asitin alkali tuzunu verir.Bu bilesigin asitlendirilmesi
ile kumarin yeniden olusur . Eger Ry, R2 farkli olursa gog sirasi olur; Gog sirasi ,

Ph > CH2Ph > CH3z> OCHz> H seklindedir. Bu grupta en hizli gé¢ eden kromona ,en

yavas go¢ eden grup ise kumarine baglanir.

2.3.6. Tsugio Kitamura Reaksiyonu

Rezorsinol veya 3-subtitiie fenol turevi, sinnamik asitle triflorasetikasit ve Pd veya Pt
katalizorliigiinde 24 saat karistirilip Na2COgs ¢ozeltisinde notiirlestirilerek 4- slbtittie

fenilkumarin sentezlenir (Aoki ve ark., 2005).

O (0] OH
Pd katalizér
mOOH TF.A rt24h AN
Ph

ndtralizasyon

Sekil 2.27: 4-Fenil-7-Hidroksikumarin sentezi.

R

1_\> R1

HO Pt katalizor
Hooc T . N
TFA , r.t, 24h nétr.

Veya + R; (6] (e}
Rl—\> Ro
EtOOC

Ry=H, Me,Ph Ry=OH, OMe, NH ,, CH3

Sekil 2.28: Tsugio Kitamura reaksiyonuyla kumarin tlrevlerinin sentezi.

Ry
Ry COOEt
Veya Pd kataliz6r X
TFA rt
R3 o (]

Ry COOH

Sekil 2.29: Termal alkin grubu iceren kumarin tiirevlerinin sentezi.
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2.3.7. N,N-Dietilasetamid ve Turevlerinin Salisilaldehit ile Reaksiyonu

N,N-dietilasetamid ve tdrevlerinin, POCIs ile komplekslestirilmesi ve salisilaldehit

tirevleri ile 60 °C’de bir siire 1s1tilmasiyla 3-siibstitiie kumarin tiirevleri sentezlenir.

OH O Et o) o
+ ) N POCI, =
R—CHZ—C—N\ .
0
Rt = B 60°C,3saat ol Zavx:

R R

Sekil 2.30: 3-siibstitiie kumarin tiirevlerinin sentezi.
2.3.8. 3-Metoksi Fenolden Baslayan Reaksiyonlar

Dietil-(4-klorofenoksi) malonatin 3-metoksi fenol ile termal kondenzasyonu sonucu 3-

(4-klorofenoksi)-4-hidroksi-7-metoksikumarin ~ sentezlenir.  3-metoksi  fenol ile

kondenzasyonundan kumarin tiirevi sentezlenir.

OH /0 OH
HsC,0
"2 ]/ 210260°C N o—cm@u
+ HC—O@—CI —
OCH; Hsczoj\ HsCO 0" o
0

Sekil 2.31: 3-metoksifenolden kumarin sentezi.
2.3.9. Benzokumarinlerin Sentezi
Metoksinaftilaldehitlerin AIClzile demetillenmesi ve hidroksialdehitlerin karbetoksi

metilentrifenilfosforan ile kondenzasyonu benzokumarinler sentezlenir. Elde edilen

benzokumarinler ve ag¢ik halkali trans doymamis esterlerden olusan karisim kolon
kromatografi ile ayrilir. Agik halkali esterler ¢ok iyi verimle asidik ortamda hidroliz

edilerek benzokumarinlere donistiiriiliirler (Narasimhan ve ark., 1975).

0-CH
®  AICIy/CH,Cl, OH
—_—
Y _0
o_ _0O

OH
Ph3P-CHCOOEt OH +
—_—
_0 / —
COOEt
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)
X CHy N

|

o
AICI5/CH,Cl, OH
—_—

o}
X ==
OH
PhP-CHCOOEt OH o

HC—O |° OH ©

AICI,/CH,Cl,
—_—
COOEt o}

OH |O oH = o |
Ph3P-CHCOOEt

Sekil 2.32: Benzokumarinlerin sentezi.

Fenantrenin titanyum dioksit katalizorliiginde oksijenle oksidasyonunda 3,4-benzo
kumarin sentezlenir. Oksidasyon %8 asetonitrilin sulu c¢ozeltisi iginde c¢ozlnen

molekiiler oksijenle yapilir (Higashida ve ark., 2006).

Tio ,
_—
l CH4CN, H,0 , 0,

Sekil 2.33: Benzokumarinlerin sentezi.

2.3.10. Terminal Alkinlerden Baslayan Reaksiyonlar

Terminal alkin tiirevi ile 2-iyodo fenol karbon monoksitli ortamda Pd katalizoriiyle

kumarin tiirevi olusturur (Kadnikov ve Larock, 2000).
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RZ
I Pd katalizor S R,
R,—/——R, + 4+ CO —
OH o o)

Sekil 2.34: Terminal alkinlerden palladyumla kumarinlerin sentezi.

2.3.11. Benzopirilyum Tuzlarindan Baslayan Reaksiyonlar

Benzopirilyum tuzlarinin, Lewis asiti varliginda NaOH ile tepkimesinden FeCls

katalizor ortaminda kumarin bilesikleri sentezlenmektedir.

N OH F
OO =0 = o
ocl ut o H o o
OH

Sekil 2.35: Benzoprilyum tuzundan kumarin sentezi.

2.3.12. Heuben-Hoesch Reaksiyonu

Alkin grubunun indirgenip halkaya baglanmasina dayanir.

)J——Rl O (0]
Ry (0] - -
Pd / katalizor
—_—
R7 Z
R3 X 1

R, R

Rl:Me, Et, Ph, vb
X:Brl,

Sekil 2.36: Heuben-Hoesch kumarin sentezi .

2.3.13. Reformatsky Reaksiyonu

Reformatsky reaksiyonu ile 2-hidroksi aril alkil ketonlar kumarin tiirevlerine doniisiir.

Ara triin lityum telliirlii ortamda halkalasma reaksiyonu verir (Shriner, 1942).

0 R
OH o ‘ !
RCH(Br)COBr Bl MyTe, THE R
—_—
o] Baz o R ’_
M: Na, Li
o o
Ry

Ry

Sekil 2.37: Reformatsky yontemiyle 3-stbstitiie kumarin sentezi.
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2.4, KUMARINLERIN KIMYASAL REAKSIYONLARI

2.4.1. Kumarinlerin Sodyum Hidroksit Cozeltisiyle Reaksiyonu

Kumarin bilesikleri lakton grubu igeren bilesiklerdir ve alkali hidroksit ¢Ozeltisi ile
lakton halkasi kolaylikla ag¢ilarak ilgili kumarinik asit tuzlarini olusturur. Kuvvetli
asitlerle bu halka tekrar kapanir. Olusan asitin cis- ve trans- diye iki izomeri vardir; cis-

izomeri kumarinik asit olarak, trans- izomeri de kumarik asit olarak adlandirilir.

—
—~————
(@) (@) HCI /]

- +
COO Na
H
Kumarin Kumarinik asit Kumarik asit
(cis-2-hidroksi sinnamik asit sodyum tuzu) ( trans-2-hidroksi sinnamik asit

sodyum tuzu)
Sekil 2.38: Kumarinin NaOH ile reaksiyonu.

2.4.2. Kumarinlerin indirgenme Reaksiyonu

Kumarinler gesitli indirgenme reaktifleriyle dehidrokumarinlere doniistiiriiliir, bunlarin
da hidrolizi sonucu aromatik asitlere doniisiirler. Kumarin bilesiginden bu sekilde dnce

dehidrokumarin, hidroliz sonucunda melilotik asit elde edilir (Boga, 2005).

OH
Oil Pd/C 1- Den$1k NaOH
o) 2- Seyreltlk HCI
CH,CH,COOH
Kumarin Dehidrokumarin Melilotik asit

Sekil 2.39: Kumarinin indirgenmesi.

2.4.3. Kumarinlerin Diels-Alder Reaksiyonu

Kumarinin piron halkasindaki cift bag, olefinik karekterdedir. Bundan dolayr 3-
stibstitue kumarinler Diels-Alder reaksiyonu verir. 3-Sibstitie kumarin 2,3-dimetil
bitadienlerle 60-70°C’de diklormetanli ortamda 9 kbar basingta %85-95 verimle
reaksiyon verir (Gorotti ve ark., 2006).



22

\ COOEt HC CH3
©fI + Yiiksek basing
o o 60 - 70 °C, CH,Cl,

Sekil 2.40: Diels-Alder reaksiyonu.
Kumarin-4-karbalaldehitoksim azodien oldugundan Diels-Alder reaksiyonu verir.

Azodien elektronca fakir, dienimiz ise elektronca zengindir. Kolaylikla elektron

transferi halkalasma ile sonuglanir ve piridinkumarin tiirevi olusur (Gautam ve ark,

o e} 2
= R o_ _O
+ | Ist
= R2
Rt =
) L

O—CH,

2009).

Sekil 2.41: Hetero Diels-Alder siklo katilma reaksiyonu.

2.4.4. Kumarinlerin Halojenlenme Reaksiyonu

N-bromsiiksinimit ile kumarin bromlanir. Elde edilen kumarin 3,4- dibroma

kumarindir.Piridinden gegirilirse bromik asit ayrilarak 3-bromo kumarin sentezlenir.
(0] O

o o
©1j Br,
_——
= N-Bromo siiksinimit Z Br

Br

O o
OO piidin ©1I
—_—
Ny, THBr g,
Br

Sekil 2.42: Kumarinin bromlanma reaksiyonu.
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Kumarin-3-karboksilli asit ve turevinde klorlama reaksiyonunda tiyonil klorir
kullanilir. Reaksiyonda olusan asitin buhar1 sodyum hidroksit ¢ézeltisinden gegirilerek

tuza doniistiiriliir.

cl
~ OH Piridin SN

-S0, -HCI

(0]
Cl
N OH \ Plrldm
Ho + =0
o Xo o "o, Hol

Sekil 2.43: Kumarinlerin klorlanma reaksiyonlari.

Kumarin-3-karboksili asit klorir ¢ok reaktif oldugundan az kararlidir. Cok bekletildigi
zaman kumarin-3-karboksilli asite dénmektedir. Hemen hazirlanip kullanilmalidir.
Kumarin-3-karboksilli asit klorir amin turevleriyle amid, fenol tlrevleriyle ester
olusturur. Bu reaksiyonlar fenoliin o-siibstitiie tiirevleriyle oda sicakliginda olurken,

diger pozisyonlarda 6zel kosullar gerekir.

o

OH
X cl + ©/ 2 P|r|d|n solvent QiI‘\
o oy
(0]
Piridi Ivent

(\ iridin solven @fk’\m N
A T
07 N0 Nao

Sekil 2.44: Kumarin-3-karboksilik asit kloririin aminlerle reaksiyonu.

‘O OH o
X cl iridii
@I‘\ + Pindn SOlve,m = o
o o rt
o o

Sekil 2.45: Kumarin-3-karboksilik asit klortrun fenollerle reaksiyonu.
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4-Metil-7-hidroksikumarin, TCT(2,4,6-triklor-[1,3,5]triazin),DMF(N,N-
dimetilformamit) ve ¢oziicii olarak diklormetan kullanilarak oda sicakliginda 4 saat

karistirilarak —OH grubu klorlanir.

CHj

Cl N Cl CH
Y Y CH3 3
X + Nl N+ H3C—N/ o X
Y : o CH,Cl, rt4 saat
HO (0] (0]

Cl H Cl (©) (6]

Sekil 2.46: 4-metil-7-kloro kumarin sentezi.

2.4.5. Kumarinlerin Sulfolanma Reaksiyonu

Kumarin 100°C de dumanl: siilfiirik ile reaksiyona ugratilirsa kumarin-6-stlfonoik asit,

150-160°C de 1-2 saat silfurik asit dumanindan gegirilirse; kumarin-3,6-distlfonik asit
sentezlenir.

o) 0]
O Dumanli H,SO, 0
o % 7
=

100 C -
HO” \\
o]

150-160°C 1- 2 saat |4~ \

o O
o) o Dumanl H,SO, 0 m o
Ee—— N\ avi
0 S S
©1/;/|/ 4

Sekil 2.47: Kumarinin siilfolanma reaksiyonlari.

2.4.6. Kumarinlerin Nitrolanma Reaksiyonu

Ogy+©
+
05 °C HNo3 oL
>N Z =

o o (e} o
B R -
Nt = o O\N+ = N+$O

O_

||\|1 100 "CHNO N I
o o o
Oxy+-© Oxy+-©
o o o o
H,SO,
- = [oX =
~ +.
= 100 °CHNO 3
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CH, o CH, CHs
"\‘+
=
X H,S0, o~ X + X
o
0-5°C HNO
HO o o ® Ho o o HO o o
"
/N\
o o
CHj o CHz CHa
rlf B Br
Br PA r
v
X H,S0, o x4 A
[9)
0-5°C HNO
HO o~ o ® HO 07 “o HO o~ o
.
N
o~ o

Sekil 2.48: Kumarinlerin nitrolanma reaksiyonlari

2.4.7. Kumarinlerin Frediel-Crafts Acilleme Reaksiyonu

Kumarin turevleri olan mono substitiie hidroksi kumarinler, asetil klorir/AICI3
ortamda bu tepkimeyi vermektedirler. Reaksiyon sonunda benzen halkasina asetil grubu

baglanir.

OH CH; OH
o)
X AICI
+ = . 0 o=
o o CHg o o)
CH,
X
N 9 Ack 0 X
+ C|—/< ——> HO o~ No +
HO o~ o CH, HO o~ Yo
H,c” o
Cok Az

Sekil 2.49: Monohidroksi kumarinlerin acillenme reaksiyonu.

2.4.8. Kumarinlerin Yukseltgenme Reaksiyonu

Kumarin ve tirevleri SeO2, H202 , KMnOg gibi yiikseltgenlerle yiikseltgenirler.
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CH, CHy4
X Se0; A
—_—
HCI
HO o~ "o HO o~ o
NH N
’ oo

Sekil 2.50: Kumarinlerin yiikseltgenme reaksiyonu.

2.4.9. Kumarinlerin Tiyolanma Reaksiyonu

Kumarinler fosforpentasulfir ile 120°C’ye sitilirsa tiyokumarin sentezlenir.

X P2Ss X
o
120 C
(] (6] (o) S

Sekil 2.51: Tiyokumarin sentezi.

2.4.10. Kumarinlere Aldehit Grubu Takma Reaksiyonu ( Duff Sentezi)

Hekzamin (Hekzametilentetraamin) 6 mol formaldehit ve 4 mol amonyaktan 6 mol su
cikarilmasiyla elde edilir. Tipta idrar yolu antiseptigi olarak kullanilir. 4-metil-7-
hidroksi kumarin, hekzamin ( CéH12N4) ve asetik asitle 110°C refliks edilerek 4-metil-

7-hidroksi-8-formil kumarin elde edilir.Verimi distikte olsa elde edilen iiriin kararlidir.

I
6 Oy F AN, ————> fNT
-6H,0 NN
NS

Sekil 2. 52: Hekzametilentetraaminin sentezi.

CHs CHs

X A
+ AcOH —:
1-Hekzamin 110 C
HO o o HO (¢} o

2 - HCl (ag) 110 °C

Sekil 2.53: 4-Metil-7-hidroksi-8-formil kumarinin sentezi.

Aldehit grubunun verdigi reaksiyonlar;
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80°c X

+  HN—NH, ———

Sekil 2.56: 4-Metil-7-hidroksi-8-tiyo semikarbazono kumarinin sentezi.

2.4.11. Kumarinlerin Sodyum sulfit ile Hidroliz Reaksiyonu

Kumarin sulu ortamda sodyum slfit reaksiyonundan elde edilen ara uriin, 6nce alkali

hidroksit sonra hidroklorik asitten gegirilirse kumarik asit elde edilir.

H SOzNa

S CH2Q<
+ Na,S0; + H,0 — = @[ COONa
© © OH
SosNa
CH2+COONa \
@( - 1- NaOH oH
2- HCI
OoH

Sekil 2.57: Kumarinin sodyumsilfit ile reaksiyonundan kumarik asit eldesi.
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2.4.12. Amino Kumarinlerin Nitréz Asit ile Reaksiyonu

Aromatik diazonyum tuzlar1 az kararhidir. Aromatik diazonyum tuzu diasetilklorometan
ile sulu piridin ¢ozeltisinde reaksiyona sokulursa olusan iirlin ¢ok reaktiftir. Elde
edilen iiriin piperidin veya piperazinle reaksiyona sokulursa olusan kumarin tiirevi anti-

kanser aktiviteye sahiptir.

CHs CH,
Xy, MaNO, 6N HCl N
9
05°C
.
H,N 0" o N, o X0

Sekil 2.58: 7-Amino-4-metil kumarinde diazonyum tuzu olusturma.

2.4.13. Kumarinlerde Claisen Cevrilmesi

Kumarin tirevlerinin go¢ reaksiyonudur.
<§CHZ OH
(¢} 0. /O 0. /O
CHg CHg

Sekil 2.59: Claisen cevrilmesi.

2.4.14. Kumarinlere Hidroksil Grubu Baglama Reaksiyonu

Kumarinin potasyumpersiilfatli ortamda oksidasyonuyla 6-hidroksi kumarin sentezlenir.
o o  Yukseltgenme o o
Sekil 2.60: 6-Hidroksi kumarin sentezi.
2.5 KUMARINLERIN ANALIiZi
Endustri, ilag, cevre, gida ve enerji kazanimi alaninda kumarinin ¢ok kullanilmasi

aragtirmacilar1 kumarin ve tiirevlerini analiz metodlarin1 kullanmaya ve yeni metotlari

aragtirmaya yoneltmistir.
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Kumarinlerin anlagilmasinda, ince tabaka kromotografisi kisa siirede sonu¢ alinmasi

nedeniyle sik kullanilan bir yontemdir. Ince tabaka kromotografisi (TLC) genellikle

kolondan alinan 6rnegin anlagilabilmesi igin kolon kromotografisi ile birlikte kullanilir.
Reaksiyonu takip etmek i¢in de TLC kullanilir. Solvent sistemi olarak TLC sisteminde
en 1yl dlizeyde siiriiklenip reaksiyon sonucunu veren ikili, {i¢li karigim sistemi
kullanilir. Kumarin tiirevlerinde ¢ok kullanilan siirtikleyici fazlar etilasetat-hekzan(1:1),
metanol-kloroform(1:5) dir. Istege gore baska siiriikleyici fazlar hazirlanabilir. Ayirim
sonucu elde edilen lekeler UV 15181 altinda incelenmektedir. TLC ydnteminde eger
lekeler goriilmezse potasyum permanganat c¢ozetisinden gegirilip yakilip verdigi
lekelere bakilir. Pahali yontem oldugu i¢in ince tabaka ydntemiyle iiriin olustugu

anlasildiysa kolon kromatografisi yapilmadan once kristalizasyona bagvurulur.

HPLC(yiiksek basingli sivi kromatografisi)de de molekiillerin fiziksel ya da kimyasal
farkliliklarindan yararlanilarak ayirma yapilir. Ayirma polarite farkina ilgisine yani iKi
faz yapmasina dayanir. Bitki ekstraktlarinda, kumarin igerikli ilaglarin dozaj formu ve
safsizliklarin giderilmesi ve gida sektoriiniinde tatlandirict igerikli ¢alismalarda ve gida

glivenlik kontroliinde HPLC yontemi kullanilir.

Ugucu organik bilesiklerinde ise gaz kromatografisi (GC), tercih edilir. Kolondan gecen
organik maddeler hidrojen aleviyle iyonlastirilarak sinyal alinmasi saglanir. Gaz
kromatografisi pipo tutunt ve kumarin icerikli baklagil ve maydonozgiller igerikli

sebzelerde kullanilan bir yontemdir. Saflik kontrolii i¢in de kullanilir.
2.6. KUMARINLERIN YAPI TAYININDE KULLANILAN YONTEMLER

2.6.1. IR (Infrared) Spektroskopisi

Infrared spektroskopisi fonksiyonel gruplarin tayin edilmesi i¢in kullanilir. Kumarinin
yap1 izomeri kromondur. IR spektrumunda bu iki yapi arasinda gerilmelerde 6nemli
farklilik goriilmektedir. a-piron halkasi igerenlerde (kumarinler) lakton karbonil gerilme
frekans1 1720-1750 cm™’de gozlenirken, y-piron halkas: igerenlerde (kromonlar) lakton
karbonil gerilme frekans1 1700 cm™de g6zlenir (Boga, 2005).



30

Dikumarolda karbonil grubu (C=0) gerilme frekans1 1660 cm™ absorbans band: verir.

Metoksi igeren kumarin yapilarda eter gerilme frekans1 1237-1272 cm™ de bant verir.

Kumarin grubunda karboksilik asit grubu varsa (-OH) gerilme frekans: 3418cm™
karboksilik asit karbonil gerilme frekansi (C=0) 1685 cm™, lakton karbonil gerilme
frekans1 da (C=0) 1746 cm™ de sinyal verir. Aromatik hidroksil grubu ve karboksil

hidroksil grubu varsa gozlenen frekans 3400 cm™ ve 3168 cm™ tir.

Piranokumarinler, 1717-1730 cm™ de giiclii bir absorbans bandi verirler. Bu deger
Dihidropiranokumarinlerde 1735-1750 cm™ araliginda izlenir. Diger kumarinlerin

spektrumlarinda 1500-1515 cmdegerleri arasinda orta siddette bir absorbans band:
gozlenir. Bu bandin varlig1 veya yoklugu, bu bilesigin kumarin ya da furano kumarin

olan psoralen olup olmadigina karar vermemize yardimci olur.

2.6.2. UV Spektroskopisi

UV spektrumu; kumarin ve yap1 izomeri olan kromonu ayirt etmekte yardimci olur. UV

spektrumlarindan alinan sonuglar kumarin ve kromonun yapisini aydinlatmada

kullanilir (Yao ve ark., 2011).

Kumarinler 274 nm ve 311 nm de absorbsiyon bandi gosterirler. Kromon ise 240-
250nm de giclu absorbsiyon banti gosterir. Bu farkliliklarindan dolay1 her iki bilesik
birbirinden UV spektrumlari ile ayirt edilebilir. Alkil grubu tasiyan kumarinlerde ¢ok
kicuk bir kayma goralur.(Yao ve ark., 2011).

7-Hidroksi kumarinlerin maksimum absorbans dalga boylar1 300, 305, 325 nm ve
6-Hidroksi kumarinlerin 349 nm. ve 5,7-dihidroksi kumarinlerin 282, 326, 372 nm dir.

2.6.3. 'H- Nukleeer Manyetik Rezonans (NMR) Spektroskopisi

Bu yontem bitkilerden ekstraksiyon ile elde edilen kumarinlerin yapilarinin

bulunmasinda kullanilmaktadir. Dogal bir kumarinin déterokloroform (CDCIs)’da

kaydedilen *H-NMR spektrumunda 6.1-6.4 ppm ve 7.5-8.3 ppm de goriilen iki dublet,
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piron halkasindaki Cs ve C4 deki protonlara ait sinyal degerleridir.

Sekil 2.61: Kumarin *H NMR numaralandiriimasu.

Kumarinlerin 7. karbonunda genelde bir oksijen fonksiyonel grubu bulunur. C-7’de

oksijen atomun bulunmasi elektron delokalizasyonu ile C-3’deki H atomu electron
yogunlugunun artmasini saglar. Bu sebeple C-3’e bagl protonun rezonansi ~0.17 ppm

daha yuksek alana dogru kayar(Boga, 2005).

SN @B
R S—
RO (0] (0] rot (0] (0]

Sekil 2.62: Kumarinin rezonans yapisi.

C-4’de bir metil grubu baglanirsa C-3 protonu ~6.15 ppm de sinyal verir. 4. karbonda
aril bulunursa ~6.0 ppm de, metoksi bulunursa ~5.55 ppm de sinyal gozlenir. C-3’de
bir alkil grubu varsa ve C-5 siibstitlie degilse C-4 protonu ~7.65 ppm de sinyal verir.

C-5de bir oksijen sibstittie grubu varsa ~7.95 ppm de sinyal verir (Boga, 2005).

'H-NMR spektrumunda kumarin tiirevinde metoksi grubu varsa 3,93 ppm de
singlet pik verir.Aromatik protonlar 7,33 ppm ve 7,42 ppm de multiplet verir.

Karboksilik asit proton grubu 13,26 ppm kayma degerlerinde singlet pik verir.
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2.6.4. 13C Nukleeer Manyetik Rezonans (NMR) Spektroskopisi

Sekil 2.63: Kumarin *C NMR numaralandiriimas:.

Tablo 2.1: Kumarinin **C-NMR gore kayma degerleri.

Kumarin *C NMR numaralandirmasi Kayma Degerleri(8) ppm
2 160,4
3 116,4
4 143,6
4a 118,8
5 128,1
6 1244
7 131,8
8 116,4
8a 153,9

2.6.5. Klitle Spektroskopisi

Yiiksek enerjili elektronlarla bombardiman edilerek olusan pargalanma tirtinleri
kumarinlerin molekiil yapisinin  aydmlatilmasinda  kullanilmaktadir.Kiitle
spektrometresinde en siddetli dl¢iilen pike temel pik denir. Bu pik parcalanma iirtinleri
arasinda en kararli olan piktir. Molekiiliin ana yapisina ait pik molekil piki M ile
gosterilir. Kumarin yiiksek enerjili elektronlarla bombardiman edilirse, bir iyon olusur.
Her iyonlasma igin sirastyla M*t, M*2, M*3 vb. sembolize edilir.

1 +2 4

te — > M “+e — M

3

- +
M+e ———> |\/|+ +e —M

Sekil 2.64: Kiitle Spektrometresinde Iyonlastirmaya Gore Adlandirma.
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Kumarinde birinci iyonlasma -CO ayrilmasiyla olur. Benzofuran radikal iyonu

olusur.ikinci iyonlagsmada yine

-CO aynlir.Elde edilen radikalik iyon

C7He"

dir.Ugiincii iyonlasmada hidrojen kaybeder. C7Hs™* iyonik radikali olusur.

o =
R
(0] (0]

m/e(M+1) :118gr/mol

m/e (M) molukil piki:146gr/mol

Cco

- + -H *.
N —— C/Hg — C7Hs

+e

(¢}

m/e(M+2): 90gr/mol

m/e(M+3) : 89gr/mol

Sekil 2.65: Kumarinin kiitle spekturumu pargalanmasi.

2.7. KUMARINLERIN BiYOLOJIiK AKTiVITELERI

Tablo 2.2: Kumarin turevlerinin biyolojik aktiviteleri.

Kumarinin Tiirevinin Adi

Gosterdigi Biyolojik Aktivite

Literatir

Herniarin (7-metoksi kumarin')

[ltihap onleyici etki
antibakteriyel etki

(O’Kennedy ve Thornes,1997;
Gottlieb ve ark., 1979)

4-Metil-7-hidroksi kumarin

Anti-cilt kanseri aktivitesi

(Bhattcharyya ve ark., 2009)

Dafnetin (7,8-dihidroksi
kumarin )

Antiromatizmal etki

(Soine, 1964; Alghool, 2010)

Umbelliferon (7-hidroksi
kumarin)

Antibakteriyel, antifungal, hiicre
blylimesini dnleyici etki,
tiiberkiiloza karsi etkili ilag

(Kayser ve Kolodziej 1997; Inoue
ve ark., 1994; Chiang ve ark.,
2010; Soine, 1964)

Skopoletin (6-metoksi-7-
hidroksi kumarin )

Antispazmolitik Etki (Diz kas
gevseticiler)dz

(Soine, 1964)

Eskuletin (6,7-dihidroksi
kumarin)

P vitamini aktivite , antifungal
etki insulin hormonunu
salgilamaya tesvik etme,

noronal hasar1 dniine gegiren

antioksidan, tiiberkiiloza kars1
etkili ilag

(Alghool, 2010; Witaicenis ve
ark., 2010; Shin ve ark., 2010;
Maoa ve ark., 2015)
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Tablo 2.2 (devam) : Kumarin turevlerinin biyolojik aktiviteleri.

3-amino flavon

Anti- 16semi kanseri aktivite

(Kosmider ve ark., 2006)

Narigin (Flavonol tiirevi)

Anti- 16semi kanseri aktivite

(Domaille ve ark., 2008)

Allixin (3-hydroksi-5-metoksi-6-metil-2-

pentil-4H-piran-4-on)(Flavonol tirevi)

Anti-diyabet aktivite

(Zhou ve ark., 2001)

3,3-benzilidenbis[4 hidroksikumarin]

HIV proteaza inhibitorleri

(Montefiori ve
ark.,1988)

Fraksin(6-OMe-7-OH-8-glikozit kumarin)

Antikanserojen, tiiberkiloza kars1 etkili ilag,

antioksidan

(Whang ve ark., 2005)

Fraksetin(7,8-dihidroksi-6-metoksi

kumarin )

Didretik etki(idrar hacmini artiran ilag),

tiiberkiloza kars etkili ilag

(O’Kennedy ve Thornes,
1997)

(Shin ve ark., 2010)

Furanokumarinler

(Ksantotoksin, Bergapten, Anjelisin,

Pimpinellin)

Deride pigment olusumunu arttirict etki

,sedef hastalig1 tedavisinde etkili

(Abdel-Kader, 2003)
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Tablo 2.2 (devam) : Kumarin turevlerinin biyolojik aktiviteleri.

(Bergapten, 5-metoksi psoralen )(Furano

Derinin bronzlagmasinda ve sedef hastalig1

(Abdel-Kader, 2003)

kumarin) tedavisinde etkili Bourgaud, 2006)
tiiberkiloza kars1 etkili ilag (Chiang, 2010)
Visnadin Antispazmodik etki (diiz kas gevsetici), (Hashim ve ark., 2014)

damar genisletici

3-Fenilkumarin

Ostrojenik aktivite etkisi ve antikoagiilan
etki

(Soine, 1964)

Fenprokumon

HIV-1 proteaza engelleyici (Antiviral etki)

(Thimons ve ark., 1998)

Walfarin, Dikumarol (Bishidroksikumarin)

Antikoaglan etki

(O’Kennedy ve Thornes,
1997)

Imperatorin(Furano kumarin tiirevi)

HIV proteaza inhibitdrleri(antiviral)

Anti- [6semi kanseri aktivite ve anti-kanser,
anti-hipertansiyon, anti —kalp damar

hastaliklar1 analjezik ve antiepilepsi ilaci

(Wu ve ark., 2013; Wu
ve ark., 2015)
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Tablo 2.2 (devam) : Kumarin turevlerinin biyolojik aktiviteleri.

Kumestan ve kumestrol

Fitodstrojenik aktivite etkisi

(Soine, 1964)

Furanokumarinler (Psoralen, Anjelisin)

Analjezik, antibakteriyel, antiviral,
antikoagulan, etki antifungal etki ve anti —

tiberkiloz etki

(Abdel-Kader, 2003)

(Bourgaud, 2009)

Walfarin

Antikanser aktivite, antikoagtilan madde

(Suttie, 1987; Weight ve
ark., 2012)

Resveratrol (trans-3,4°,5

trihydroxystilbene )

Antikanserojen, antioksidan, antiviral
antimikrobiyal, lipit digiiriicii (kolesterol
diigiiriici), P vitamini aktivite edici, anti-

inflammatory, 6strojenik aktivite

(Piotrowska ve
ark., 2012)

Murrayatin, Auraptene,
Phellodenol- A

Tiiberkiiloza karsi etkili ilag

(Barik ve ark., 1983;
Farooq ve ark., 2005 )

p-Kumarik asit (4-hidroksi sinamik asit)

Antikanser , antioksidan

(Pei ve ark., 2016)

Kehlin (Furano kumarin tirevi)

Antispazmodik etki (diz kas gevsetici),

damar genisletici

(Hasim ve ark., 2014)



https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/22108298
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Tablo 2.2 (devam) : Kumarin tirevlerinin biyolojik aktiviteleri.

Novobiosin , Kumermisin, Chartreusin Antibakteriyal, antikoagtlan, HIV proteaz (Gellert ve ark., 1976;
inhibitorleri Innue ve ark; 1994; Jung

(4-Hidroksikumarin tarevleri) ve ark., 2004)

Novobiosin , Albimisin,

Katomisin,Kloromisin ve Kumermisin

Antibiyotik etki (Swing ve ark., 2002)
(Amino kumarin turevi)
Mammein, Gerpavein ve Mikromelin Antikanserojen etki ( Reddy ve ark., 2004)
Fenprokumon (pirano kumarin tirevi) HIV-1 proteaza engelleyici (Antiviral etki) | (Thimons ve ark.,1998)
Balisilin(Flavonol turevi) Anti-Thalassemia kan hastaligi (Grazul ve ark., 2009)
7-Monohydroxyethylrutoside(Flavonol Anti-Thalassemia kan hastalig (Grazul ve ark., 2009)

tlrevi)

Antioksidan, antikanser, antiepilepsi

ilaci(sinirsel epilepsi kullanilan ilag)
Osthole (Wang ve ark., 2009)
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Tablo 2.2 (devam) : Kumarin tlrevlerinin biyolojik aktiviteleri.

Flavonoid ve tiirevleri

(Rutin,Sitrin,hesperidin)

Antioksidan, damar agici, antienflamatuvar,
antikanser kolesterol diisiiriicii (lipit
digiiriicti) antibakteriyel, immun-uyarici,

antialerjik ve antiviral etkileri

(Gao ve ark., 2003;
Cirico ve Omaye ,2006)

Glukonorik asit

Idrar azaltic aktivite

(Mulder ve ark., 1992)

Mendiaxon ,Coumachlor ,Niffcumar

Anti- 16semi

(Arezzini ve ark., 2003)

Kumarin-3-karboksilik asit

Anti- 16semi

(Kostova ve ark., 2001)

Osthenol

Antibakteriyel aktivite

(Cuca-Suarez ve ark.,
1998)

7-Glikozit eskuletin kumarin tirevi

Antibakteriyel aktivite

(Souza ve ark., 2005)

Kolumbianetin, anjelisin (furano kumarin

tlrevi)

Antibakteriyel aktivite

(Cuca-Suarez, ark.,1998)
( Erazo, ark., 1990)

Hortiline, Alloxanthoxyletin

Antibakteriyel aktivite

antimikrobiyel ve antikanser

(Delle Monache ve
ark.,1976)

Cuca-Suarez ve ark.,
2002)
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Tablo 2.2 (devam) : Kumarin tlrevlerinin biyolojik aktiviteleri.

Umberifenol-6-karboksilik asit, Dafnetin

Eskuletin, Skopoletin, izoskopoletin,

7-metoksi kumarin, Skopolin,Skoparon

Anti-alzheimer aktivite

(Ali ve ark., 2016)

Morin(Flavonol Tirevi)

Antibakteriyel aktivite, anti-diyabet, hiicre

dizenleyici, Anti-alzheimer aktivite

(Grazul ve ark., 2009)

6-Metilkumarin, 6-Hidroksi kumarin, 6-
Metoksi kumarin, 6-Kloro kumarin, 6-
Iyodo kumarin, ~6-karboksi kumarin , 6-
formil kumarin, 6-Nitro kumarin(6-mono

slibstitiie kumarin turevleri)

Antibakteriyel aktivite

(Gottlieb ve ark., 1979)

7-Metilkumarin, 7-Asetil kumarin, 7-
Kloro kumarin, 7-nitro kumarin(7-mono

sbstitlie kumarin tlrevleri)

Antibakteriyel aktivite

(Gottlieb ve ark.,1979)

Imperatorin(Furano kumarin tiirevi)

Antibakteriyel aktivite, anti-enflamatuvar,
anti-kanser anti-hipertansiyon, anti —kalp

damar hastaliklar1

(Trani ve ark., 1997;

Wau ve ark., 2013; Wu
ve ark., 2015)

2.8. ANTIOKSIDANLARIN GENEL OZELLIiKLERI

Serbest radikaller, dis yoriingelerinde ortaklasmamis bir yada daha fazla degerlik

elektronu bulunan atom, iyon yada molekillerdir. Oktetlerini tamamlamamig bu tip

maddeler, dis yoriingelerinde ortaklagsmamis elektronlart bulundugu igin genellikle

kararsiz ve ¢ok reaktiflerdir. Serbest olarak nétiir atom ve molekiiller yada art1 veya eksi
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yiiklii iyonlar halinde bulunurlar.Radikallerin viicudumuzda olusturdugu etki “Oksidatif
Stres” diye tanimlanir. Anlami; viicudumuzdaki lipitler, proteinler, karbonhidratlar ve
nikleik asitlerin bu radikaller araciligi ile oksidasyona ugrayarak organizma igin zararl

olabilecek oksidasyon runlerini olusturmasidir(Jensen, 2003).

Reaktif oksijen ve azot tirleri oksidatif stresin baslica sorumlularidir. Ozellikle
radikalik oksijen tiirleri yaygin olmakla birlikte, radikal yapida olmadigi halde reaktif
olan oksijen turleri de mevcuttur. Bu yiizden bu tiir bilesiklere kisaca reaktif bilesikler
denir(Jensen, 2003).

Tablo 2.3: Oksidatif strese neden olan reaktif ttirler.

icerik Radikaller Radikal Olmayanlar
Superoksit iyonu (O2™7) Hidrojen peroksit (H202)
Oksijen icerikli Hidroksil radikali (OH") Hipobromdz asit (HOBr)
Hidroperoksil radikali (HO:") Ozon (0s)
Alkoksi radikali (OR) Singlet oksijen (O2)

Hipoklordz asit (HOCI)

Klor icerikli Atomik klor radikali (CI") Nitril klortr (NO,CI)

Nitroz asit (HNOy)
Nitrozil katyonu (NO*)
Nitroksil anyonu (NO")
Diazot tetraoksit (N204)
Nitrik oksit (NO") Diazot trioksit (N203)
Azot igerikli Azot dioksit (NO;") Peroksinitrit (ONOO")
Peroksinitroz asit (ONOOH)

Nitril katyonu (NO_")

AlKil peroksinitritler (ROONO)
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Vicudumuzda oksidatif strese sebep olan etmenler; ilaglar, yag oksidasyonu,
immunolojik reaksiyonlar, radyasyon, stres, sigara, alkol ve biyokimyasal redoks
reaksiyonlaridir. Olusan serbest radikaller, aralarinda kalp hastaliklari, kanser, akciger

hastalikalari, diyabet vb. hastaligin olusumuna katkida bulunurlar .

Antioksidanlar, serbest radikallerin olusumunu engelleyerek veya mevcut radikalleri
sipdrerek hiicrenin zarar gdrmesini engelleyen ve yapisinda genellikle polifenolik grup

tastyan molekiillerdir (Kahkonen ve ark., 1999).

Antioksidanlar, prooksidanlari (azot veya oksijen radikali igerigi tasiyan maddeler)
etkin bir sekilde indirgeyerek diisiik toksisiteli veya toksik olmayan Urlnlere
dondstiirtirler (Cao ve Prior, 1999).

Antioksidanlar yukseltgenebilen maddelerdir. Yikseltgendikleri zaman bozunurlar.
Antioksidanlar yiikseltgenecek maddeyi yalniz smirli bir zaman koruyabilir. Hig
antioksidan yokmus gibi yiikseltgenme devam eder. Kisaca antioksidanlar elektron

verici olarak indirgenme reaksiyonlarinda serbest radikal tutucu olarak gorev yaparlar.

ANTIOXIDANT FREE RADICAL

ELECTRON

Sekil 2.66: Antioksidan indirgenme reaksiyonuyla elektron transferi.
Viicudumuzu koruyan dogal antioksidanlar; polifenoller grubuna giren fenolik asitler,
vitaminler (A, B12, C ve E vitamini) ve flavonoidlerdir. Bu tiir grup iceren meyve sebze

tikketiminin kanser ve kalp hastaliklarin1 6nledigi anlasilmistir.
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2.9. ANTIOKSIDANLARIN SINIFLANDIRILMASI

2.9.1. Antioksidanlarin Kimyasal Yapilarina Gore Simiflandirilmasi

2.9.1.1. Polifenolik Yapidaki Antioksidanlar

Bu gruptan olan hidrokinon yikseltgenerek 1,4-benzokinon elde edilir. Bunun disinda

mono- , di-, tri-hidroksi fenol tlirevleri de vardir

OH 0]
NaZCFZO7 / HZSO4
—_———

OH 0]

Hidrokinon 1,4-benzokinon

Sekil 2.67: Hidrokinonun yukseltgenme reaksiyonu.

o
HO HO
= HsC—O = HO
OH

p-Kumarik asit Ferullik asit Gallik asit
OH OH OH
©\ ©/OH HO\©/OH
OH
Rezorsinol Katesol Pirogallol

Sekil 2.68: Polifenolik Antioksidanlar.

2.9.1.2. Amino Asit Iceren Fenolik Yapidaki Antioksidanlar

Bu gruptaki antioksidanlar fenolik amino asitlerdir. En Onemli olam1 canlh
metobolizmasinda bulunan ve indol grubu igeren  5-hidroksi triptofan ve 3,4-
dihidroksifenil(L)alanindir (DOPA).
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O
| | OH
HOOC NH
gy HO NH 2
NH,
Dihidroks ifenil alanin S-Hidroksitriptofan

Sekil 2.69: Amino asit iceren fenolik yapidaki antioksidanlar.

2.9.2. Antioksidanlarin Etki Mekanizmasina Gore Siniflandirilmasi

2.9.2.1. Primer Antioksidanlar

Cogunlukla fenolik yapidaki bu grup antioksidanlar, elektron vermek suretiyle serbest
radikal zincir reaksiyonunu kirarlar. Serbest radikaller ile reaksiyona girerek, daha
kararlt tiriinler olusturlar ve bdylece istenmeyen hidroperoksit olusumunu engellerler.
Sentetik veya dogal yapida olabilen primer antioksidanlarin en énemlileri tokoferoller,
flavonoidler, izoflavonlar, flavonlar, flavonoller, alkil gallatlar, BHA, BHT ve TBHQ

dur.

2.9.2.2. Sekonder Antioksidanlar

Sekonder antioksidanlar etkilerini; metal iyonlarm1 baglayarak, prooksidanlari ve
radikal olmayan bilesikleri pargalayarak, UV 1smlarin1 absorblayarak, oksijen atomunu

etkisiz hale getirerek ya da oksidasyonu yavaglatarak gosterirler.

Bunlar tek baslarina antioksidan ozelligi gostermedikleri halde ikili karisim iginde
ikinci maddenin antioksidan etkisini arttiran diger bir deyimle sinerjist maddelerdir.
Askorbik asit, limon asiti, EDTA, bir cok amino asitler, polifosfatlar ve tartarik asit gibi

asidik bilesikler sekonder antioksidanlara érnektirler.
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2.9.3. Antioksidanlarin Dogada Bulunuslarina Goére Simiflandirilmasi

2.9.3.1. Dogal Antioksidanlar

Askorbik Asit ( C Vitamini );Askorbik asit oksijeni absorblayarak dehidroaskorbik asite
doniismektedir. Bu tersinir bir tepkimedir. Meyve ve sebzelerdeki oksidatif
esmerlesmenin, et ve deniz Urunlerindeki ransiditenin ve sutte istenmeyen koku

gelisiminin 6nlemesi bu kimyasal reaksiyon sayesinde olur.

Meyve ve sebzelerde bol miktarda bulunan askorbik asit, meyvelerden 6zellikle
kusburnu, mandalina, portakal, kivi, greyfurt, ananas, muz, cilek ve karpuzda;
sebzelerden ise brokoli, biiriiksel lahanasi, kirmizi ve yesil biber, domates, patlican,

beyaz lahana, patates, karnabahar ve bezelyede fazla miktarda bulunmaktadir.

OH
 H
HO OH

Sekil 2.70: Askorbik asit (C vitamini).

Tokoferoller ve Tokotrienoller (E Vitamini); E vitamini yagda ¢oziilebilen 6nemli
antioksidandir 6zellikle hiicre zarinda ve lipoproteinde Onemli antioksidan oOzelligi
gostermektedir. Tokoferoller ve tokotrienoller a, B-, y-, 8, gibi isimlendirilmektedir. En

onemli olan1 6—tokoferol ddr.

tokoirienol izoformlar B

H tokotrienol izoprenoid zinciri
R R Ry
E: CH, CH, CH, R o 5 = = =
I CHy H CH, 2
¥ HCH, CH, - .an
& H H CH, I

CHy

Sekil 2. 71: Tokoferoller ve Tokotrienoller.
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CHs

HO
CHsz

HzC

[
CHs
CHs

Sekil 2.72: 5-tokoferol.

Karotenoidler; Karotenoidler insan saghigiyla yakindan ilgili olan antioksidanlardandir.
Canl1 organizmada A vitaminine doniigmektedirler. Gida boyasi olarak da
kullanilmaktadirlar. f-Karoten en ¢ok kullanilan gida boyasidir. Dogada 600 den fazla
cesidi bulunmakta olup, en basit karotenoidler 40 karbon zincirinin meydana getirdigi
poliizoprenoid yapilardir. Yapilarinda konjuge ¢ifte bag bulunmaktadir.Bu konjuge bag
biyolojik olarak kimyasal yapisini ve fiziksel 6zelliklerini etkiler (Y1ldiz, 2007; Van den

Qe

Sekil 2.73: Vitamin A Retinol.

Berg ve ark., 2000).

\\\\\\\\\

Sekil 2.74: 3 — Karoten.
_wOH

\\\\\\\\\

o
W

Sekil 2.75: Lutein.
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X APV Ve 20 Y Y T X

Sekil 2.76: Likopen.

Karotenoidlerin antioksidan aktivitesi yapilarindaki konjuge ¢ifte baglarla iliskilidir.
Boylece singlet oksijen tiirlerini yakalayip serbest radikalleri siipiiriirler. B-karoten’in
ozellikle akciger kanserini 6nledigi diistiniilmektedir. Likopen; domates, karpuz, kirmizi
greyfurtun rengini verir. Ozellikle domates salgasinda yapilan ¢alismalarda emilimin

yiiksek oldugu prostat kanseri olusum riskini azaltigi bilimsel olarak tespit edilmistir
(Gann ve ark,1999).

B — Karoten Ozellikle havugta ve sari, kirmizi, turuncu, besin maddelerinin tiimiinde
bulunmaktadir. Karpuz, papaya, kayis1 gibi meyvelerde de bulunmaktadir. A vitamini

alimi i¢in gerekli kaynaktir (Von Elbe ve Schwartz, 1996).

Folik Asit ( Bi2 Vitamini veya Folat); B vitaminleri arasinda antioksidan olanidir.
Kansizlig1r onleyici, sinir sistemini diizenleyen vitamindir. DNA sekil yapisinin

korunmasinda rol oynayan S-adenozil metionin yapisina katilir. (Ozata, 2005).

Sekil 2.77: By, Vitamini (Folik Asit).

Polifenoller;Canli metobolizmasinda polifenollerin 6nemli yeri vardir. Bu gruptaki

yapilar; fenolik asitler, fenolik polimerler (tanenler) ve flavonoidlerdir.
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Sinnamik Asit (Tar¢in Asiti) Turevleri;

Sinnamik asit ve tiirevlerinin en baginda gelen dogal bilesikler; kafeik asit, ferulik asit,
p- kumarik asit ve sinapik asittir. En ¢ok bogiirtlen, armut, elma, seftali, ananas,
beyaz iiziim, greyfurt, kuskonmaz ve beyaz lahanada bulunmaktadir. Bunlarin
antioksidan ozellikleri, aromatik halkaya bagli hidroksil grubundan ve yan zincirdeki

doymamius ¢ifte baglardan kaynaklanmaktadir (Acar, 1998; Kincal ve ark., 2010).

CHj3

| CHCOOH CHCOOH
S / /CHCOOH / /CHCOOH

HO HO /©_/
;O HO/©_/ HO
o
HyC”™ OH HyC~
Sinapik asit Kafeik asit Ferulik asit p-kumarik asit

Sekil 2.78: Sinnamik asit tirevleri.

Hidroksi Benzoik Asit veTurevleri;

En cok bal, yesil ¢ay, ahududu, cilek, siyah, kirmizi ve yesil iizim suyunda bulunurlar.
En onemlileri; p- hidroksibenzoik asit, 3,4-dihidroksibenzoik asit, vanilik asit, siringik
asit ve gallik asittir. 2-Hidroksi benzoik asit olan salisillik asit antioksidan grubuna

girer.Bitkilerde hormonel gorevi vardir(Acar, 1998; Kincal ve ark., 2010).

R;=0OH, R ,=H Gentisik asit

R1, R,=H p-Hidroksi benzoik asit
HO COOH R1=0CH 3, R,=0CH 3 Siringik asit
R;=H, R ,= OH 3,4-Dihidroksi benzoik asit
R, R;=0OH, R ,=OH Gallik asit

R;=0CH 3, R,=H Vanilik asit

Sekil 2.79: Hidroksibenzoik asit tiirevleri.
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Flavonoidler;Flavonoidler (fenilkromonlar) bitkilerde genis ¢apta dagilmis bir grup
bilesiktir. Bu bilesikler yapilarinda, aromatik amino asit, fenil alanin, tirozin ve asetat
gruplar1 barindirabilirler. Flavonoidler cicek, bitki ve meyvelerde bulunan ve onlara
renk veren pigmentler olarak da bilinirler. Cesitli sebze, kabuklu yemislerde, tohum,
tah1l mahsiillerinde, baharat, yesil cay, sifali bitkiler ve ¢aylari, kakao, kahve ve sarap
gibi iceceklerde bulunurlar. Flavonoidler kendi aralarinda kalkonlar, flavonoller,
flavonlar, flavonol glikozitler, flovanonoller, flavanoller , flovanonlar, izoflavonlar, ve

antosiyaninler olarak siniflandirilirlar.(Kahraman ve ark., 2002)

Kalkonlar: Flavonoid grup iceren sebze ve meyvelerde bulunan antioksidan

bilesiktir.Kalkonlarin dihidro tlirevleri dihidrokalkonlardir.

OH o
Kalkon Dihidrokalkon

Sekil 2.80: Kalkon ve dihidrokalkon.

Flavonoller : Zeytin, bal, sogan ve sarmisak basta olmak iizere marul yapragi, yaban

mersini, domates, brokoli, elma suyu, siyah cay, kirmiz1 sarap, tim iizim g¢esitlerinin

sulari, greyfurt ve portakal suyunda bulunur.

Flavonol

Sekil 2.81: Flavonoliin iskelet yapisi.
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Mirisetin

Fisetin Quarsetin

Sekil 2.82: Onemli Flavonoller.

Tablo 2.4: Flavanol Iskelet Yapisina Gore Bulunan Gruplar

Flavonollar 5 7 8 2’ 3 4 5
Quercetin OH OH - OH OH OH -
Fisetin - OH - OH OH OH -
Kaemferol OH OH - OH - OH -

Mirisetin OH OH - OH OH OH OH
Morin OH OH - OH - OH -
Rhamnetin OH OCH3s - - OH OH -
Rahamnazin OH OCH3s - OH OCHj3 OCH3s -

Natsudaidain OCHj3 OCH3s OCH3s - - OCH3 | OCHjs

Keamferide OH OH - - - OCH3s -
Pachypodol OH OCHs - - OCH3s OH -

Flavonlar : En ¢ok armut, baklagiller , kirmiz1 sarap, yesil ¢ay, beyaz sarap ve elmada

suyunda bulunurlar.
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Flavon

Sekil 2.83: Flavon iskelet yapisi.

Luteolin

Apigenin Chrysin Cirsiliol

Sekil 2.84: Onemli Flavonlar.
Flavonol Glikozitler: Rutin ramzodil glikozit ve Mirisetin ramnoz glikozit flavonol

glikozit gruplar1 igerirler. Rammoz glikozit grubunda grupta —OH yerine -OCHz3 grubu

vardir.

Mirisetin Ramnoz Glikozit

Rutin (Quarsetin Ramnozil Glikozit)

Sekil 2.85: Onemli Flavonol glikozitlerin yapis.
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OH
HO O
Seee;

H3C o
HO
HO

OH

Sekil 2.86: Rutin
Flavononol: Dihidroflavonollerdir. Taksifolin, Silibinin en énemli olanlaridir.

Taksifolin Silibinin

Sekil 2.87: Dihidroflavonoller.

Flavanoller(Kateginler):Flavan-3-ol olarakta adlandirilirlar. Flavonlarin indirgenmis

tirevleridir. Katesinlerin en 6nemli gruplar epikatesinlerdir. Kirmizi sarap ve yesil cay

basta olmak iizere elma suyunda, seftali ve beyaz sarapta fazla miktarda bulunurlar. En

fazla antioksidan olani epigallokatesingalat (EGCG) dir. Yesil cayda bol miktarda

bulunur.

Sekil 2.88: Katesinleri Genel Iskelet Yapisi.
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OH OH
OH OH
on oo
O OH HO (0]
OH

OH OH

Epigallokatesin (EGC) Epikatesin (EC)

HO OH HO OH
OH OH

Epigallokatesingalat (EGCG) Epikatesingalat (ECG)

Sekil 2.89: Epikatesinler.
Flavanonlar: Flavonlarin dihidro tiirevleri flavanonlardir. Greyfurt ve portakalda bol
miktarda bulunurlar.En 6nemlileri Naringerin, Eriodiktol ve flavanon glikozit olan

hesparidindir.

Sekil 2.90: Flavanonlarm Genel Iskelet Yapist.

OH

HO
HO
HaC 0.
OH
0 OCH;

0

Homo O
=0

OH O

Sekil 2.91. Hesparidin.
Izoflavonlar: Baklagillerde ve soya fasulyesinde bol miktarda bulunur. Flavonlarin yapi

izomerisidir. Genistein ve daidzein en dnemlileridir.
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Genistein Daidzein

Sekil 2.93: En 6nemli izoflavonlar.

Antosiyaninler: Bitkilerde kirmizi, mor, mavi renk veren pigmentlerdir. Uzim ve
kizilcik gibi meyvelerde bol miktarda bulunurlar. Bitkilerde pH degisimi yaparlar ve
serbest veya glikozit halinde bulunurlar. pH degisimine bagli olarak indikatdr 6zelligi
gosterirler. Asidik degerlerde mor, kirmizi bazik degerlerinde yesil, mavi renk alirlar

(Satué-Garcia ve ark.,1997; Stintzing ve ark., 2002; Kong ve ark., 2003).

Delfinidin Siyanidin

Sekil 2.95: Delfinidin ve Siyanidin.
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Tablo 2.5: Antosiyanin Iskelet Yapisina Gore Bulunan Gruplar

Antosiyaninler 3 5 7 3’ 4’ 5 Renk
Delfinidin OH OH OH OH OH OH Pembe mavi
Siyanidin OH OH OH OH OH - Morumsu kirmizi

Palergonidin OH OH OH - OH OH Turuncu, somon
Malvidin OH OH OH OCH3s OH OCH3s Pembe
Peonidin OH OH OH OCHjs OH - Morumsu kirmizi
Petunidin OH OH OH OCH3s OH OH Pembe

Apigenindin - OH OH - OH - Turuncu

Capensinidin OH OH OH OCH3s OH OCH3s Mavimsi kirmizi
Rosinidin OH OH OCHs; | OCHs OH - Kirmizi
Triacetidin - OH OH OH OH OH Kirmizi

Europinidin OH OCH3s OH OCHs OH OH Mavimsi kirmizi
Pulchellidin OH OCHgs OH OH OH OH Mavimsi kirmizi
Apigeninidin - OH OH - OH - Turuncu

2.9.3.2. Sentetik Antioksidanlar

BHA (Butillenmis Hidroksi Anisol);Hayvansal yaglar, bitkisel yag ve malgarinlerde
gida katki maddesi olarak veya gida paketlemesinde bunun yaninda kozmetikte ve
petrol sektoriinde de antioksidan olarak kullanilmaktadir. Gida katki maddesi olarak

%0,01 oraninda kullanilir. Bitkisel yaglarda ¢oziinen, suda ¢oziinmeyen antioksidandir.

CHj CHj

o~ o)

C(CH ),

C(CHy)q
OH OH

Sekil 2.96: Butillenmis hidroksi anisol (BHA).
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BHT (Butillenmis Hidroksi Toluen)
BHA ile aym o6zellik gostermektedir. Gidalarin bozunmasini O6nlemek i¢in katki

maddesi olarak %0,01 oraninda kullanilan antioksidandir.

OH

CHj

Sekil 2.97: Butillenmis hidroksi toluen(BHT).
TBHQ (Tersiyer Butil Hidrokinon)

Bitkisel yaglarin bozulmamasi i¢in kullanilan antioksidan gida katki maddesidir.

OH

OH

Sekil 2.98: Tersiyer bitil hidrokinon (TBHQ).
NDGA (Nordihidroguaiaretik Asit)

Yiiksek dozajlarda sagliga zararli antioksidandir. Gida katki maddesi olarak 90,01
oraninda kulllanilmaktadir. Bitkisel ilag yapiminda da kullanilir.1950 tarihinden beri
cok uzun bir siire kullanilmis, 1960 yilinda toksik etkisi sebebiyle Amerika Bilesik
devletininde alinan kararla yasaklanmistir.
HO O CH,
HO L, O N

OH

Sekil 2.99: Nordihidroguaiarietik asit (NDGA).
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2.10. ANTIOKSIDAN AKTIiVITE TAYIN YONTEMLERI

Antioksidan aktivite tayin yontemleri iki temele dayanir. Hidrojen atom transferi temel
analizler (HAT) ve elektron transfer analizleri (ET) temel olan analizler olarak iki sinifa

ayrilir.

2.10.1. Hidrojen Atomu Aktarimina Dayah Yontemleri (HAT)

HAT’a dayanan yontemlerde antioksidanin hidrojen atomu vererek (donor) serbest
radikalleri slipirme yetenegi Olgiiliir. Antioksidan etki fenol veya tlrevindeki -OH
grubundan bir hidrojen atomunun (H®) peroksil radikaline (ROQ") transferi ile

gerceklesir.

Ph-OH+ROO ______ 5 ROOH+ PhO

OH o

+ RO — > j\(;/K+ ROOH
CHg CHg
BHT Alkoksi radikali Fenoksil radikali kararh zarars1z

Sekil 2.100: Hidrojen aktarma yontemiyle antioksidan tayini.

ET yontemlerini HAT yontemlerine g0re karsilastirirsak daha yavas gergeklesir ve
cozlcu-pH faktorlerinden etkilenir. Spektrofotometrik ET yodntemleri indirgendigi
zaman renk degistiren oksidanin antioksidan tarafindan ne kadar gigli
indirgenebildigini dlger. Renk degisimi ¢alisilan spektrometre cihazinda dalga boyunda

absorbansin artmasi ya da azalmasi ile ifade edilebilir (Apak ve ark., 2004).

2.10.2. Elektron Transferine Dayah Yontemler (ET)

2.10.2.1. Ferrik Tiyosiyanat Yontemi ile Total Antioksidan Aktivite Tayini (FTC)

Bu metot doymamais bir yag asidi olan linoleik asidin fosfat tamponu ile olusturulan
emiilsiyon ortaminda 40°C’de oksijen ile oksidatif stres testinde olusan lipidperoksidin

miktarinin dlgiimiine dayanmaktadir. Yiiksek absorbans diisiik antioksidan aktiviteyi,
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diisiik absorbans ise yiiksek antioksidan aktiviteyi gosterir. Ortamda bir antioksidan
maddenin varliginda lipid peroksit {iriinii olusamaz ve derisimi dolayisiyla absorbansi
diisiik ¢ikar. Asagidaki reaksiyonda gosterilen yolla olusan kirmizi-pembe renkli
FeSCN?* (Demir-3-tiyosiyanat) kompleksinin 500 nm’de absorbansinin Sl¢iilmesi ile
antioksidan bilesigin lipid peroksidasyonunu ne derecede etkiledigi belirlenebilir.

2 3

LOOH + Fe LO" +OH + Fe©

Y

re™d & NH,SCN ~—— FeSCN ™2 + NH .

Sekil 2.101: Ferrik tiyosiyanat yontemiyle antioksidan tayini.
2.10.2.2. DPPH Radikal Stpuricu Aktivite Tayini

Bu yontem ilk kez 1958 yilinda Blois tarafindan 6ne siiriilmiistir. Bitki 6rnekleri icin en
yaygin kullanilan antioksidan yontemlerinden biridir. DPPH  (2,2-difenil-I-
pikrilhidrazil) hidrojen atomu verebilen bilesiklerle tepkimeye girebilen kararli bir
radikaldir ve 517 nm'de maksimum absorbans olusturmaktadir. Asagida DPPH

radikalinin yapis1 ve antioksidan ile verdigi reaksiyon goriilmektedir:

| |
\
(0] ) o NH
l\ll+ 114+ + Antioksidan (AH ) —— > T+ "
0 0 oN 0
N +
0o o Nso
DPPH radikali Indirgenmis DPPH

Sekil 2.102: DPPH yontemiyle antioksidan tayini.

DPPH radikal slpurici aktivite tayininde antioksidan etkinlik ortam sicakliginda
Olgiiliir ve bu nedenle test edilen molekiillerin termal bozunma riski ortadan kaldirilmis
olur. Bununla birlikte antioksidan ve DPPH radikali arasindaki reaksiyon mekanizmasi

antioksidanin yapisal konformasyonunun degismesine dayanir (Bondet ve ark., 1997).
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2.10.2.3. Indirgeme Giicii Tayini

1986 yilinda Oyaizu tarafindan ortaya konan bu metoda gore indirgeme giicii, incelenen
lipitperoksitin dolayli olarak toplam indirgeme potansiyelini gostermektedir. Asagidaki

reaksiyonda gosterildigi gibi Fe3* — Fe?* indirgenmesi ile meydana gelen renk degisimi
700 nm’de takip edilerek belirlenir. Sonuclar, indirgeme potansiyeli yiiksek ve ayni
zamanda standart bir antioksidan madde olan askorbik asit ile karsilastirilmak suretiyle

yorumlanir.

3

+
LOOH + Fe~ o 100 + H + re*?

Sekil 2.103: Indirgeme ydntemiyle antioksidan tayini.
2.10.2.4. Troloks Esdegeri Antioksidan Kapasite Tayini (TEAC)

TEAC yontemi orijinal olarak 1993 yilinda Miller ve arkadaslar1 tarafindan uzun
Oomurlu radikal anyonlarin siipiiriilmesine dayanarak belirlenmistir. Bu ydntemde
hidrojen peroksit varliginda metmiyoglobinin peroksidaz aktivitesi ile ABTS radikalleri
olusturulur ve antioksidan etkisiyle radikal olusumundaki azalma 734 nm’de ol¢lur
(Van den Berg ve ark.,1999). Orijinal yontemde ABTS radikal katyonu, H>O, ve
metmiyoglobinin reaksiyona girmesiyle olusan ferrilmiyoglobin ile ABTS arasindaki
etkilesim sonucu olusmaktadir. ABTS '+ radikal katyonunun karakteristik absorbsiyon
spektrumu 660, 734, 820 nm’de maksimum vermektedir (Rice-Evans ve ark.,1997).

ABTS ve potasyum persiilfat arasinda ger¢eklesen reaksiyon sonucu mavi/yesil ABTS ™
kromoforunu olusturur. Yani sisteme antioksidan ilave edilmeden 6nce radikal katyonu
olusturulmaktadir. Asagida molekiil yapisi verilen ABTS radikal katyonu oda

sicakliginda ve karanlik ortamda 2 giin dayaniklidir.

0 o
HO_. .. OH
P s s §;

0 \CE S N=——=N— :]@/ o}
N N
Et Et

Sekil 2.104: BTS radikal katyonu.
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Gelistirilen metodun orjinal metottan farki hem lipofilik hem hidrofilik antioksidanlara

uygulanabilmesi ve bir dekolorizasyon (renk giderimi) yontemi olmasidir.

ABTS radikal katyonunun olusumu ve ortama antioksidan ilave edilmesi ile gergeklesen

reaksiyon soyledir (Apak ve ark., 2004).

+
.
ABTS + KZSZOS — > ABTS  + KZSZOB

+
ABTS' +PhOH _ _  Agrs+phOo +H'

Sekil 2.105: ABTS radikal katyonunun reaksiyonu.

2.10.2.5. Kuprik Iyon Indirgeme Antioksidan Kapasite Tayini (CUPRAC)
CUPRAC yonteminde kromojenik indirgeyici ajan bis(neokuproin) bakir(II)
selatidir. Bu reaktif pH 7,0’de daha kullaniglidir. Polifenollerin oksidasyonu ile
Cu(I)-neokuproin selat1 450 nm’de maksimum absorbans veren Cu(I)-neokuproin

selatina indirgenir.

— __ +1
7 Nl N\ / \
=N N= Antioksidan ~ Oksitlenmis =N N=
\ Antioksi N
HsC i CHj \\_4 ntioksidan HaC \ ,;1 CH,
Cu Cu + +
7\ — > N H
H3C CH3 Hee /0 CHs
=N_ N= =N N=
\ / e,
Ag¢ik mavi CUPRAC reaktifi Sar - turuncu renk
Cu(ll)-neokuproin Cu(l)-neokuproin

Sekil 2.106: CUPRAC ydntemiyle antioksidan tayini.

Bu yontem daha sonra kuprik iyonu indirgeme potansiyeli 6l¢tilmek suretiyle bitki

ekstraktlarinda ve insan serumunda (Apak ve ark., 2004) total antioksidan kapasite
tayini i¢in gelistirilmis ve bakir (II) indirgeyici antioksidan kapasite tayini olarak
isimlendirilmistir. Bu yontemle hem hidrofilik hem lipofilik antioksidanlarin toplam

antioksidan kapasitesi kolaylikla tayin edilebilmektedir.
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Bis(neokuproin)-Cu(ll) katyonuyla antioksidan polifenol arasindaki reaksiyon asagidaki

gibi gerceklesir. Hidroksil grubu kinon formuna déniismektedir.

Copper (II) complex ~ Representative Copper (I) complex
antioxidant
Sekil 2.107: CUPRAC yontemiyle polifenolin kinon grubuna doniismesi

Tablo 2.6: Antioksidan aktivite tayin yontemleri

Antioksidan Kapasite tayin Olgii Parametre Caligilan Dalga
yontemleri Boyu
Ferrik Tiyosiyanat Ydntemi ile Total Linoleik asidin fosfat emulsiyonunun 500 nm
Antioksidan Kapasite Tayini (FTC) peroksidasyonu
DPPH Radikal Stipurici DPPH radikalinin antioksidan molekul 517 nm
tarafindan siipiiriilmesi sonucu renk
Aktivite Tayini siddetindeki azalma
Indirgeme Giicii Tayini Fe3*—Fe?* indirgenmesi ile olusan sar1 — 700 nm
yesil renk degisimi
ABTS ve K;S;0g’in reaksiyonu ile edilen
ABTS"* radikalinin antioksidan bilesik
TEAC (Troloks Esdegeri Antioksidan | tarafindan siipiiriilmesi ile renk siddetinin 730 nm
Kapasite Tayini) azalmasi
Kuprik Tyon Indirgeme Antioksidan Bis(neokuproin)-Cu(lhklorir ile
Kapasite Tayini (CUPRAC) antioksidan polifenol arasindaki reaksiyon
ile renk degisimi 450 nm
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3. MALZEME VE YONTEM

3.1. DENEYLERDE KULLANILAN ALETLER VE YARDIMCI GERECLER

Uriinlerin elde edilmesi ve kristallendirilme islemleri sirasinda ¢dziiciilerin geri
kazanmlmas: “BUCHI Rotavapor R-200” marka doner buharlastiricida yapildi. Ince
tabaka kromatografisinde (TLC), Silikajel 60F2s4 tabaka (Merck) kullanildi. UV lamba
ile aydinlatma yapilarak ince tabaka plakalar1 iizerindeki lekeler goriiniir hale getirildi.
Kumarin bilesiklerinin erime noktalarina, Buchi Melting Point B-540 marka erime
noktasi aletinde bakildi. Sentezlenen kumarin bilesiklerinin Fourier Transform Infrared
(FT-IR) spektrumlari, Mattson 1000 Series FT-IR spektrofotometresinde alindi.
Shimadzu GC-MS 2010 markali cihaz ile kiitle spektrumlari kontrol edildi.

3.2. KULLANILAN KIMYASAL MALZEMELER

Tablo 3.1: Kullanilan kimyasal malzemeler.

Kimyasalin Adi Firma
Rezorsinol Merck
Okzalik asit Merck

Etil aseto asetat Merck
Etil benzoil asetat Merck
Hekzametilentetraamin Merck
2-Hidroksi benzaldehit Merck
Etanol Merck

Aseton Merck
Etilasetat Merck
Metanol Merck
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Tablo 3.1(devam): Kullanilan kimyasal malzemeler.

Sodyum karbonat (Na,CO3) Merck
Sodyum silfat (Na2SO4) Merck
Silika Jel 60 (0.063-0.200 mm) Merck
TLC Silika Jel 60 F254 (20x20) Merck
Hidroklorik asit Merck
Sulfirik asit Merck
Nitrik asit Merck
Kloroform Merck
Hegzan Merck
Trietil amin Merck

Dietil eter Honeywell
3-Amino fenol Merck
Piridin Merck
Malonik asit Merck
KSF Merck
Bizmut nitrat penta hidrat Merck
Amberlist 15 Merck
1,4-Dioksan Merck
3-Metoksi fenol Merck
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3.3. KUMARIN BILESIKLERININ SENTEZi

3.3.1. Mono-Sibstitiie Kumarinlerin Sentezi

3.3.1.1. Kumarin-3-Karboksilik Asit Sentezi

o)

N (0]
OH
KSF (aq)
110 - 120°C 0 o

KSF asit katalizorliigiinde Knoevenagel reaksiyonuyla sentezlenmistir.

1,05ml (10mmol) Salisilaldehit ile 1,56gr (15mmol) malonik asit 3,3ml H>O ile 1gr
KSF katalizorliigiinde 110-120°C de 24 saat refliiks edildi. TLC ile reaksiyon kontrol
edilerek yeni Urlin olustugu gozlendi. Tamamen baslangi¢ maddesi bitince reaksiyon
sonlandirildi. Oda sicakligina kadar sogutuldu. Buchner hunisiyle siiziildii. Kalan kati
kistm 60ml metanol veya etilasetatla kiristallendirildi. Erime noktasina bakilarak

tirtiniin saf oldugu gozlendi (Bigi ve ark., 1999).

3.3.1.2. Kumarin-3-Karboksilik Asit Klortr Sentezi

Q 0
Xy “OH Cl X
o Yo cr N %5 NaOH (aq) 0 X0

1,9gr (0,1 mol) kumarin-3-karboksilli asit 10ml tiyonil klorir (SOCI2) birka¢ damla
piridin katilmis yuvarlak dipli balona {izerine siparalli geri sogutucu takilip sogutucunun
Uzerine bir hortumla %5 NaOH cozeltisi ilistirildi. 80°C de (¢ saat refliiks edildi. Oda
sicakligina kadar sogutuldu. Beyaz c¢okelti birkag kez kuru hekzan ile yikandi.
Kurutulup, E.N bakilarak saf oldugu anlasild1 (Adreani ve ark., 1960).
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3.3.1.3. 3-Asetil Kumarin Sentezi

O\ 0 0 0
OH /lK/H Trietil amin X CH
3
+ \OC2H5 _—
Etanol 0 0

Trietil amin baz katalizorliigiinde Knoevenagel reaksiyonuyla sentezlenmistir.

2,65ml (0,025mol) Salisilaldehit ile 3,175ml (0,025mol) etil asetoasetat 15ml etanol ve
5ml trietil amin katalizorligiinde 80°C de 12 saat refliiks edildi. TLC ile reaksiyon
kontrol edilerek yeni Grin olustugu go6zlendi. Tamamen baslangi¢ maddesi bitince
reaksiyon sonlandirildi. Oda sicakligina kadar sogutuldu. Buchner hunisiyle stzildd.
Kalan kati kisim etanolden kiristallendirildi. Erime noktasina bakilarak irunun saf

oldugu anlasildi1 (Bolakatti ve ark., 2008).

3.3.1.4 . 3-Benzoil Kumarin Sentezi

OH /\/\ Piridin Mph
+ >
Ph OCZHS Etanol ) 0

Piridin baz1 katalizorliigiinde Knoevenagel reaksiyonuyla sentezlenmistir.

1,05 ml (0,01mol) Salisilaldehit ile 3,47ml (0,020mol) etil benzoilasetat 10ml etanol ile
0,08ml piridin katalizorliigiinde 80°C de 12 saat refliiks edildi. TLC ile reaksiyon
kontrol edilerek yeni Grin olustugu gozlendi. Tamamen baslangi¢ maddesi bitince
reaksiyon sonlandirildi. Oda sicakligina kadar sogutuldu. Buchner hunisiyle stzildd.
Kalan kat1 kisim etanolden kiristallendirildi. Erime noktasina bakilarak iiriiniin saf

oldugu anlasild1.
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3.3.2. Di-Substitiie Kumarinlerin Sentezi

3.3.2.1. 4-Metil-7-hidroksi Kumarin Sentezi

Okzalik Asit Katalizorliigiinde;,

oH o o CHs

) ) Okzalik asit X
+ HsC 0CoHs HO oo
OH

Okzalik asit katalizorliglinde, Pechmann tepkimesiyle sentezlenmistir.

1.1 gr (10 mmol) Rezorsinol (1,3-Dihidroksi benzen) ile 2.54 ml (20 mmol)

Etil asetoasetat, 0.09 gr(lmmol) Okzalik asit katalizorligiinde ve bir miktar su tutucu
(molekdiler sieve) konularak 80°C’de 12 saat reaksiyona sokuldu. TLC ile reaksiyon
kontrol edilerek yeni Grlin olustugu gozlendi. Tamamen baslangic maddeleri bitince
reaksiyon kapatilip sogumaya birakildi. Reaksiyon soguyunca icine buz ilave edildi ve
ardindan Buchner hunisinde siiziildii. Kalan kati kisim etanolden kristallendirildi. Erime

noktasina bakilarak saf oldugu anlasildi (Kokare ve ark., 2007).

Bizmutnitratpentahidrat Katalizorliigiinde;

CHs

OH o9
/\/\ Bi(No 3)3 = 20 /@E‘\l
+
: HsC 0C,H X
OH 3 25 HO [

Bizmut nitrat pentahidrat asit katalizérligiinde, Pechmann tepkimesiyle sentezlenmistir.
1.1 gr (10 mmol) Rezorsinol (1,3-Dihidroksi benzen) ile 2.54 ml (20 mmol) Etil
asetoasetat, 0,49 gr(lmmol) bizmut nitrat pentahidrat (Bi(NO3z); .5H20)
katalizorligunde ve bir miktar su tutucu(molekiler sieve) konularak 80°C’de 12 saat
reaksiyona sokuldu. TLC ile reaksiyon kontrol edilerek yeni rtin olustugu gdzlendi.

Tamamen baslangic maddeleri bitince reaksiyon kapatilip sogumaya birakildi.
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Reaksiyon soguyunca ic¢ine buz ilave edildi ve ardindan buchner hunisiyle stzilda.
Kalan kati kisim etanolden kristallendirildi. Erime noktasina bakilarak saf oldugu

anlasildi.

Amberlist 15 Katalizorliigiinde

OH P9
/\/\ Armberlist 15 N
+ >
: HLC 0C,H X
OH 3 25 HO 0~ ™0

Amberlist 15 asit katalizorliglinde, Pechmann tepkimesiyle sentezlenmistir.

1.1 gr (10 mmol) Rezorsinol (1,3-Dihidroksi benzen) ile 2.54 ml (20 mmol) Etil
asetoasetat, 0,314 gr (1Immol) amberlist 15 Kkatalizorliginde ve bir miktar su
tutucu(molekiler sieve) konularak 110-120°C’de 12 saat reaksiyona sokuldu. TLC ile
reaksiyon kontrol edilerek yeni drtin olustugu g6zlendi. Tamamen baslangi¢ maddeleri
bitince reaksiyon kapatilip sogumaya birakildi. Reaksiyon soguyunca igine buz ilave
edildi ve ardindan Buchner hunisinde slzildi. Kalan kati kisim etanolden
kristallendirildi. Erime noktasina bakilarak saf oldugu anlasildi (AL-haj Hussien ve ark.,
2016).

3.3.2.2. 4-Metil- 7-amino Kumarin Sentezi

CHs

OH o 0
[ Okzalik asit /@\/i
@ VA4 W —
HAC OC.H
NH 3 2''5 H,oN (0] (6]

2 2

Okzalik asit katalizorliglinde, Pechmann tepkimesiyle sentezlenmistir.

1.09 gr (10 mmol) 3-Amino fenol ile 1,524 ml (12 mmol) Etil asetoasetat, 0.09
gr(lmmol) okzalik asit katalizorliiginde ve bir miktar su tutucu(molekiler sieve)
80°C’de 12 saat reaksiyona sokuldu. TLC ile reaksiyon kontrol edilerek yeni (riin
olustugu gozlendi. Tamamen baslangi¢ maddeleri bitince reaksiyon kapatilip sogumaya

birakildi. Reaksiyon soguyunca i¢ine buz ilave edildi ve ardindan biikner hunisiyle
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stiziildii. Kalan kat1 kisim etanol-su (9:1) karisimindan kristallendirildi. Erime noktasina

bakilarak saf oldugu anlasildi (Pozdnev, 1990).

3.3.2.3. 4-Metil-7-metoksi Kumarin Sentezi

CHg

OH 20
@\ /\/\ Okzalik asit ©\)1
+ 3
H.C OC.H
OCH 3 25 H,CO (0] (0]

3 3

Okzalik asit katalizorliglinde, Pechmann tepkimesiyle sentezlenmistir.

1.08 gr (10 mmol) 3-metoksi fenol ile 1,524 ml (12 mmol) Etil asetoasetat, 0.09
gr(lmmol) okzalik asit katalizorliiginde ve bir miktar su tutucu (molekdler sieve)
konularak 80°C’de 12 saat reaksiyona sokuldu. TLC ile reaksiyon kontrol edilerek yeni
urin olustugu gozlendi. Tamamen baslangi¢ maddeleri bitince reaksiyon kapatilip
sogumaya birakildi. Reaksiyon soguyunca i¢ine buz ilave edildi ve ardindan Buchner
hunisinde suzlldi. Kalan kati kisim etanolden kristallendirildi. Erime noktasina
bakilarak saf oldugu anlasild1 (Murty ve ark., 1937).

3.3.2.4. 4-Fenil-7-amino Kumarin Sentezi

OH T
@\ /\/\ Oaalikasit /@\)\l
+ —_—
ph oc,H
NH, 25 HoN 0o

2

Okzalik asit katalizorliglinde, Pechmann tepkimesiyle sentezlenmistir.

1.09 gr (10 mmol) 3-Amino fenol ile 2,069 ml (12 mmol) Etil benzoilasetat, 0.09
gr(lmmol) okzalik asit katalizorliiginde ve bir miktar su tutucu (molekdler sieve)
80°C’de 12 saat reaksiyona sokuldu. TLC ile reaksiyon kontrol edilerek yeni (riin
olustugu gozlendi. Tamamen baslangi¢ maddeleri bitince reaksiyon kapatilip sogumaya

birakildi. Reaksiyon soguyunca igine buz ilave edildi ve ardindan Buchner hunisinde
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slizuldu. Kalan kat1 kisim etanol-su (9:1) karisimindan kristallendirildi. Erime noktasina
bakilarak saf oldugu anlasildi (Reszka ve ark., 2010).

3.3.2.5. 4-Propil-7-hidroksi Kumarin Sentezi

OH ? ‘C" Caty
Okzalik asit X
+ H-C OC,H
7C3 2Ms HO )

OH

Okzalik asit katalizorliglinde, Pechmann tepkimesiyle sentezlenmistir.

1.1 gr (10 mmol) Rezorsinol (1,3-Dihidroksi benzen) ile 1,6 ml (10mmol) Etil butiril
asetoasetat, 0.09 gr(lmmol) Okzalik asit katalizorligiinde ve bir miktar su tutucu
(molekdiler sieve) konularak 80°C’de 12 saat reaksiyona sokuldu. TLC ile reaksiyon
kontrol edilerek yeni Griin olustugu goézlendi. Tamamen baslangic maddeleri bitince
reaksiyon kapatilip sogumaya birakildi. Reaksiyon soguyunca igine buz ilave edildi ve
ardindan Buchner hunisinde siiziildii. Kalan kat1 kisim etanolde Kkristallendirildi.Erime
noktasina bakildi ve saf olmadigi anlasildi. Y0rutlcl faz olarak kloroform:metanol

(5:1) kullanilarak kolon kromatografisi saflastirildi ( Mentzer ve ark.,1946).

3.3.2.6. 4-Fenil-7-Hidroksi Kumarin Sentezi

Ph

OH ‘C" (‘3‘
Okzalik asit X
+ Ph OC,H
2Ms HO 0 o

OH

Okzalik asit katalizorliglinde, Pechmann tepkimesiyle sentezlenmistir.

1.1 gr (10 mmol) Rezorsinol (1,3-Dihidroksi benzen) ile 2,069ml (12 mmol) Etil
benzoilasetat, 0,314 gr (Immol) amberlist 15 Kkatalizérliginde ve bir miktar su
tutucu(molekiler sieve) konularak 80°C’de 12 saat reaksiyona sokuldu. TLC ile
reaksiyon kontrol edilerek yeni driin olustugu g6zlendi. Tamamen baslangi¢ maddeleri

bitince reaksiyon kapatilip sogumaya birakildi. Reaksiyon soguyunca igine buz ilave
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edildi ve ardindan Buchner hunisinde suiziildi. Kalan kati kisim etanolden
kristallendirildi. Erime noktasina bakilarak saf oldugu anlasildi (Timonen ve ark.,
2011).

3.3.3. Tri-Substitiie Kumarinlerin Sentezi

3.3.3.1. 4-Metil-7-hidroksi-8-formil Kumarin Sentezi

CHs CHj
/@\)\l N
1- Hekzamin e asetik asit
HO (0] O
2 - HCl gozetisi HO 0 0
x>
(0]

Bu bilesik Duff reaksiyonu ile sentezlenmistir.

6,5gr 4-Metil-7-hidroksi kumarin 12gr hekzametilentetraamin(hekzamin) 61,5ml
Glasial asetik asit konularak 85-90°C de 12 saat refliks edildi. Uzerine %20’lik
92,18ml HCI cozetisi (49,83ml HCI ; 42,35ml destile su ) ilave edilip 4 saat daha
refluks edildi. TLC ile reaksiyon kontrol edilerek yeni riin olustugu gozlendi. Oda
sicakligina sogutuldu. Dietil eter ile ekstrakte edildi. Olusan ekstrakt sodyum
stlfatta(Na2SO4) 15dk bekletilerek kurutuldu. Evaporatérde ¢ozlcl uzaklastirilarak,
acik sar1 renkli kati madde elde edildi. Etanol-1,4-Dioksan (9:1) ¢oziicti karistmindan
kristallendirilerek saflastirildi (Dong ve ark., 2011).

3.3.3.2. 4-Metil-7-Hidroksi-8-Nitro Kumarin ve 4-Metil-7-Hidroksi-6-Nitro Kumarin
Sentezi

CHj R
o CH,
H,S0 = NT
~ + Ho, —2 4 + o AN
HO o0~ -0
HO 0o N HO 0" "0
O ~O

1,2 gr 4-Metil-7-hidroksi kumarin 0-5 °C de 10 ml H2SOg iginde ¢ozinduruldi. 1,5 ml
H2SO4 ve 0,5ml HNOs karistirilip damla damla balona cam damlalikla birakildi. Dort
saat 0-5 °C de karistirildi. Buchner hunisinden siiziildi. Etanolden kristallendirildiginde

stizge¢ kagidinda kalan kati1 kisim 4-metil-7-hidroksi-6-nitro kumarin olarak ayrildi.
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Stzintide kalan 4-Metil-7-hidroksi-8-nitro kumarin ise buzdolabinda iyice sogutulup

kristal geldikten sonra Buchner hunisinden stiziildi (Hussien, ve ark., 2016).

3.4.DPPH YONTEMI iLE ANTIiOKSIDAN TAYINi

Antioksidan aktivite tayin yontemlerinden biri olan DPPH metodunun temeli;
pembemsi mor renkli DPPH radikal ¢ozeltisinin indirgenerek antioksidan aktivitesine
gore sar1 renkten basliyarak renksize dogru DPPH-H c¢ozeltisine doniismesi esasina
dayanmaktadir. Ne kadar renksizse o kadar antioksidan aktivitesi fazladir. Renk

degisimi 517 nm de spektrofotometrik olarak Slg¢iiliir.

Sentezlenen kumarin tdrevlerinin antioksidan aktivitelerinin DPPH yontemiyle
tayininde Brand-Williams’in modifiye metodu kullanildi (Al-Majedy ve ark., 2016).
Standartlarin ve kumarin bilesiklerinin konsantrasyonlar1 250,500,1000pg/ml araliginda
calisildi. Denemede 1 ml oOrnek ¢ozeltisine, metanolde hazirlanilmis 0.002%
konsantrasyondaki DPPH ¢ozeltisinden 1 ml karistirildi. 30 dakika karanlikta
bekletildikten sonra 517 nm de absorbans 6l¢iimii yapildi. Spektrofotometrenin sifir
ayar1 metanol ¢ozeltisi ile yapildi. 1ml DPPH ¢o6zeltisi ile 1 ml metanolden hazirlanan

karisim kontrol numunesi olarak dl¢uldu.

DPPH c¢ozeltisi giinliik, taze olarak hazirlandi ve kullanimi sirasinda kabin etrafi

aliiminyum folyo ile ortiilerek karanlikta ve 4 °C de saklandi.
DPPH inhibisyonu asagidaki formiille hesaplanir.

IC (%) = [(Ao— Ar) / Ao]x 100

Formilde ;

Ao. Kontrol numunesinin absorbansi,

A¢: Test edilen numunenin absorbans degeridir.

Deneyde Askorbik asit, NDGA (Nordihidroguaretik asit), BHA
(Butillenmishidroksianisol), BHT (Butillenmishidroksitoluen), ve a-tokoferol gibi dogal
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antioksidanlar da kullanilmis ve bunlarin antioksidan etkinlikleri de hesaplanarak

karsilastirma yapilmistir.

3.5. CUPRAC YONTEMI iLE ANTiOKSIDAN TAYIiNi

Antioksidan aktivite tayin yontemlerinden biri olan Cuprac metodunun temeli;
neocuprin varliginda antioksidanin Cu*? den Cu*! ‘e indirgeme giiciinin 6lgiimiine
dayanir. Renk degisimi 450 nm de spektrofotometrik olarak ol¢iiliir. Baslangigcta mavi
renk olan ¢ozelti antioksidan ilavesiyle sari turuncu renge donmektedir (Apak ve ark.,
2004).

1ml.1,0.10°M  bakir(1l)-klorir, 1ml.7,5.103M neocuproin ¢Ozeltisi, 1ml.1,0M
amonyumasetat tamponu(pH=7,0) ve 1ml 0Ornek ¢ozeltisi (250,500,1000 pg/ml
konsantrasyonlarinda) tiipe konuldu ve karistirildi. Karisim 30 dakika oda sicakliginda,
karanlikta bekletildi ve 450nm de absorbans okundu. Okuma koére karsi sifirlanarak
yapildi.

Kor: 1ml 6rnek yerine Iml metanol konarak hazirlanir.

Absorbanslarin yiiksek ¢ikmasi ve rengin agilmasi maddenin antioksidan aktivitesinin

yiiksek ¢ikmasi anlamina gelmektedir.
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Tablo 4.1: Kumarin-3-karboksilli asitin 6zellikleri.

Reaksiyonun adi

Kumarin-3-karboksilli asit

O
X OH
Agik Formiili 0 \O
Kapali Formiili [C10H6O4)
Mol Kutlesi (gr/mol) 190

Renk

Beyaz (Renksiz) kristal

Erime noktasi (°C)

192 Lit. [190-192(Mausssaaoui ve ark., 2007) 190-191(Bigi ve
ark., 1999)]

Verim (%) 95
IR(KBr, cm) 3174, 3057, 1737, 1672, 1607,1566, 1226.
MS(EI) m/z 190, 173,146, 118, 89,77, 63. Lit. (Zhag, 2011)

1,0

0,9

0,8

%T 0,7
0,6
0,5

04

0,34

0,2

T T T T
4000 3500 3000 2500 2000
dalga sayisi cm *

T
1500

T T
1000 500

Sekil 4.1: Kumarin-3-karboksilli asitin IR spektrumu.
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Tablo 4.2: Kumarin-3-karboksilli asit kloriiriin 6zellikleri.

Reaksiyonun ad1 Kumarin-3-karboksilli asit klorir
0
0~ ™0
Acik Formiilii
Kapali Formiili [C10Hs03Cl]
Mol Kutlesi (gr/mol) 208
Renk Renksiz kristal
Erime noktasi (°C) 145 Lit. [141-143 (Adreani ve ark., 1960)]
Verim (%) 70
IR(KBr, cm?) 3038, 1747, 1693, 1605, 1179, 759. Lit. (Polyansky ve ark.,
2005)
MS(EI) m/z 208, 173, 145, 101, 89, 63.
1,0
09
%T
0.8
0,7
0,6
05 T T T T T T T T T T T T T T
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
dalga sayisi cm *

Sekil 4.2: Kumarin-3-karboksilli asit Klordriin IR spektrumu.
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Tablo 4.3: 3-Asetil kumarinin 6zellikleri.

Reaksiyonun adi 3-Asetil kumarin
@)
Acik Formiilii o0
Kapali Formiilii [C11HsO3]
Mol Katlesi (gr/mol) 188
Renk Beyaz (Renksiz)
Erime noktasi (°C) 120 Lit. 120 (Bolakatti, ve ark., 2008)
Verim (%) 60
IR(KBr, cm™) 3031, 2983, 1740, 1675, 1612, 1265. Lit. (Ajani ve ark., 2010)
(Venugopala, 2004)
MS(EI) m/z 188, 173, 145, 118, 101, 89, 63. Lit.(Tanaka ve ark., 2010)
1,0
09
08
%T
0,7
0,6
05
04
4000 300 3000 2500 2000 1500 1000 500
dalga sayisi cm *

Sekil 4.3. 3-Asetil kumarinin IR spektrumu.
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Tablo 4.4: 3-Benzoil kumarinin 6zellikleri.

Reaksiyonun ad1 3-Benzoil kumarin
O
@fi)kph
o] O
Agik Formiilii
Kapal1 Formiilii [C16H1003]
Mol Katlesi (gr/mol) 250
Renk Acik kahve
Erime noktasi (°C) 138
Verim (%) 60
IR(KBr, cm™) 3046, 1716, 1658, 1608, 1264. Lit.(Yuan ve ark., 2009)
MS(EI) m/z 250, 222, 194, 173, 105, 77, 51. Lit.( ito ve ark., 1988)
1,0
0,91
0,8
%T
0,7
0,6
0,51
04 T T T T T T T T T T T T T T
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
dalga sayisi cm ™*

Sekil 4.4: 3-Benzoil kumarinin IR spektrumu.




76

Tablo 4.5: 4-Metil-7-hidroksi kumarinin 6zellikleri.

Reaksiyonun ad1

4-Metil-7-hidroksi kumarin

CHgy
X
N
HO 0" -0
Acik Formiilii
Kapali Formiili [C10HgO3]
Mol Kutlesi (gr/mol) 176

Renk

Beyaz kristal

Erime noktasi (°C)

188 Lit. [186-187(Kokare ve ark., 2007)185-187(Montazeri ve
ark., 2011) ]

Verim (%)

60

IR(KBr, cmt)

3225, 3077, 3013, 1673, 1586, 1450, 1272. Lit. (Kostova ve
ark., 2001)

MS(EI) m/z

176, 148, 133, 116, 105, 91, 74, 65. Lit.(Madhav ve ark., 2008)

1,00
0,95+
0,90 4
0,85
%T _
0,80+
0,75+

0,70 1

0,65

0,60

4000

3500

T T T T T T T T T T T
3000 2500 2000 1500 1000 500
dalga sayisi cm ™*

Sekil 4.5: 4-Metil-7-hidroksi kumarinin IR spektrumu.
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Tablo 4.6: 7-Amino-4-metil kumarinin ozellikleri.

Reaksiyonun adi

7-Amino-4-metil kumarin

CHj3
X
N
H,N 0" ~O
Acik Formiilii
Kapali Formiilii [CoHO2N]
Mol Katlesi (gr/mol) 175

Renk Fistik yesili

Erime noktasi (°C)

2238 Lit. [219-220 (Pozdnev, 1990)]

Verim (%)

80

IR(KBr, cm™)

3249, 2885, 1661, 1603, 1294. Lit.(Anand ve ark., 2013)

MS(El) m/z

175, 147, 132, 115, 91, 73, 65, 44. Lit.(Ronad, 2008)

1,0

0,94

0,8+

%T

0,7+

0,6+

05

4000

T T
3500

T T T T T T T T T T T
3000 2500 2000 1500 1000 500
dalga sayisi cm *

Sekil 4.6: 7-Amino-4-metil kumarinin IR spektrumu.
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Tablo 4. 7: 4-Metil-7-metoksi kumarinin 6zellikleri.

Reaksiyonun adi

4-Metil-7-metoksi kumarin

CHj3
X
Acik Formiilii Mo o0
Kapal1 Formiilii [C11H1003]
Mol Kutlesi (gr/mol) 190
Renk Krem

Erime noktasi (°C)

159,2 Lit.[160(Murty ve ark., 1937)155-156(Jung ve ark.,
2009)]

Verim (%)

75

IR(KBr, cm)

3028, 2952, 2919, 1711, 1605, 1515, 1264. Lit. ( Saidi ve ark.,
2003)

MS(EI) m/z

190, 162, 147, 116, 91, 77, 65. Lit.(Jung ve ark., 2008)

10]
0,9-
0,8—-
%T ]
0,6
0,5-
0,4-

0,3 1

3500

T T T T T T T T
3000 2500 2000 1500 1000 500

dalga sayisi cm ™

Sekil 4.7: 4-Metil-7-metoksi kumarinin IR spektrumu.
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Tablo 4.8: 7-Amino-4-fenil kumarinin 6zellikleri.

Reaksiyonun adi 7-Amino-4-fenil kumarin
Ph
m
NS
HoN 0" Y0
Acik Formiilii
Kapali Formiilii [C15H1102N]
Mol Kutlesi (gr/mol) 237
Renk Acik fistik yesili
Erime noktasi (°C) 222,6 Lit [223; (Reszka ve ark., 2010]
Verim (%) 60
IR(KBr, cm) 3245, 1661, 1598, 1568, 1293.
MS(EI) m/z 237, 209, 193, 116.
1,0
0,9
0,8
%T 07
0,6
05
0‘4 T T T T T T T T T

—
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
dalga sayisi cm ™

Sekil 4.8: 7-Amino-4-fenil kumarinin IR spektrumu.
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Tablo 4.9: 4-Propil-7-hidroksi kumarinin ézellikleri.

Reaksiyonun adi 4-Propil-7-hidroksi kumarin
CsHy
X
NS
HO 0" S0
Acik Formiilii
Kapal1 Formiilii [C12H1203]
Mol Kutlesi (gr/mol) 204
Renk Sar1
Erime noktasi (°C) 133 Lit. [136(Mentzer ve ark., 1946)133( Kotwani ve ark.,
1942)]
Verim (%) 65
IR(KBr, cm) 3253, 3058, 2962, 2932, 1691, 1614, 1562, 1310.
MS(EI) m/z 204, 189, 176, 161, 148, 133, 105, 91, 77, 44. Lit. (Timonen ve
ark., 2009)
1,00
0,95—-
0,90—-
0,85—-
%T
0.80 4
0,75—-
0,70—-
0,65—-
0,60—-
0,55 ] T T T T T T T

—
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
dalga sayisi cm ™

Sekil 4.9: 4-Propil-7-hidroksi kumarinin IR spektrumu.
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Tablo 4.10: 7-Hidroksi-4-fenil kumarinin 6zellikleri.

Reaksiyonun adi 7-Hidroksi-4-fenil kumarin
Ph
X
NS
HO 0" -0
Acik Formiilii
Kapal1 Formiilii [C15sH1003]
Mol Kutlesi (gr/mol) 238
Renk Kirmizi pembe karigimi
Erime noktasi (°C) 249 Lit. [251-253, (Timonen ve ark., 2011) 249-251(Taylor ve
ark., 1982)]
Verim (%) 60
IR(KBr, cm) 3115, 1684, 1592, 1518, 1268. Lit. (Madhav ve ark., 2008)
(Timonen ve ark., 2011) (Wang ve ark., 2009) (Sharma ve ark.,
2011)
MS(EI) m/z 238, 210, 181, 152, 139, 127, 76, 63, 51. Lit. ( Timonen ve ark.,
2011) ( Timonen ve ark., 2009) ( Raju ve ark., 2009) ( Madhav
ve ark., 2008) ( Kathevics ve ark., 2007)

1,00 H

0,95 4

%T 0,90

0,85+

0,80

T T T T T T T
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
dalga sayisi cm ™

Sekil 4.10: 7-Hidroksi-4-fenil kumarinin IR spektrumu.
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Tablo 4.11: 4-Metil-7-hidroksi-8-formil kumarinin 6zellikleri.

Reaksiyonun adi 4-Metil-7-hidroksi-8-formil kumarin
CH,
X
NS
HO 0" -0
Acik Formiili X
@)
Kapali Formiili [C11HsO4]
Mol Katlesi (gr/mol) 204
Renk Acik sar1
Erime noktasi (°C) 176 Lit. [ 178-179(Lamani ve ark., 2009)176-177(Kulkarni ve
ark., 2010)]
Verim (%) 18
IR(KBr, cm't) 3125, 3062, 2963, 2902, 1742, 1644, 1518, 1268. Lit. (Rao ve
ark., 2008) (Lamani ve ark., 2009) (Huang, ve ark., 2013)
MS(EI) m/z 204,176, 148, 119, 91, 77, 65, 44. Lit. (Chilin ve ark., 2008)

1,04

0,9 -

%T

0,8 -

0,7

0,6

T T T T T T T T T T T T T T
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
dalga sayisi cm ™

Sekil 4.11: 4-Metil-7-hidroksi-8-formil kumarinin IR spektrumu.
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Tablo 4.12: 4-Metil-7-hidroksi-8-nitro kumarinin 6zellikleri.

Reaksiyonun adi

4-Metil-7-hidroksi-8-nitro kumarin

Acik Formiilii

CH3

HO (@) O

Kapali Formiilii [C10H705N]
Mol Kutlesi (gr/mol) 221
Renk Koyu sar1

Erime noktasi (°C)

254,6 Lit.[256(Ramana ve ark.,, 2004 )255(Kanodia ve
ark.,2011)]

Verim (%) 40
IR(KBr, cm) 3265, 1703, 1615, 1569, 1529, 1346, 1314.
MS(EI) m/z 221, 193, 176, 147, 135, 119, 91, 77, 65, 51, 44. Lit.(Chilin ve

ark., 2008)

0,94

0,84

%T 07

0,6 4

0,54

0,4

0.3

4000 3500 3000
dalga sayisi cm ~

T T T T
2000 1500 1000 500
1

Sekil 4.12: -Metil-7-hidroksi-8-nitro kumarinin IR spektrumu.
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Tablo 4.13: 7-Hidroksi-4-metil-6-nitro kumarinin 6zellikleri.

Reaksiyonun adi 7-Hidroksi-4-metil-6-nitro kumarin
(l)' CH,
o X
HO 0~ o
Acik Formiilii
Kapali Formiilii [C10H70sN]
Mol Ktlesi (gr/mol) 221
Renk Agik sar1
Erime noktasi (°C) 261 Lit. [263(Kanodia ve ark., 2011) 262(Ramana ve ark.,
2004)]
Verim (%) 30
IR(KBr, cm) 3244, 1727, 1634, 1615, 1530, 1363, 1290. Lit. (Lei ve ark.,
2004) ( Mashelkar ve ark., 2005)
MS(EI) m/z 221, 193, 163, 147, 119, 91,77, 65, 51, 41. Lit.(Lei ve ark.,
2004)

1,00

0,95+

0,90+

%T

0,85+

0,80+

0,75

0’70 T T T T T T T
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
dalga sayisi cm ™

Sekil 4.13: 7-Hidroksi-4-metil-6-nitro kumarinin IR spektrumu.
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No Ornek %DPPH(1000ug/ml) | %DPPH(500ug/ml) | %oDPPH(250ug/ml)
1 3-Benzoil kumarin 5,6 0,4 0
2 Kumarin-3-karboksilli asit 3,2 4.4 5,2
3 3-Asetil kumarin 6 2,8 0
4 Kumarin-3-karboksilli asit 84 64,4 42,8
Klorir
5 4-Metil-7-hidroksi kumarin 18,4 11,2 10,4
6 4-Propil-7-hidroksi kumarin 13,6 6,4 5,2
7 4-Fenil-7-hidroksi kumarin 22 11,6 6,4
8 4-Metil-7-metoksi kumarin 4,4 2 1,6
9 4-Metil-7-hidroksi-8-formil 14,4 11,6 7,6
kumarin
10 | 4-Metil-7-hidroksi-8-nitro 28 13,6 3,6
kumarin

11 4-Metil-7-amino kumarin 82 78 70,8
12 4-Fenil-7-amino kumarin 82,8 75,2 69,6
13 a-Tokoferol 96,4 93,6 93,2
14 NDGA 95,6 93,2 92
15 BHT 95,6 95,2 94,8
16 BHA 96,8 94 93,6
17 Askorbik asit 97,2 97,2 96,8
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Sekil 4.14: DPPH Y0dntemiyle Antioksidan kapasite tayin semasi,
1: 3-Benzoil kumarin, 2: Kumarin-3-karboksilli asit, 3: 3-Asetil kumarin, 4: Kumarin-3-karboksilli asit
Kloriir, 5: 4-Metil-7-hidroksi kumarin, 6: 4-Propil-7-hidroksi kumarin, 7: 4-Fenil-7-hidroksi kumarin, 8:
4-Metil-7-metoksi  kumarin, 9: 4-Metil-7-hidroksi-8-formil kumarin, 10: 4-Metil-7-hidroksi-8-nitro
kumarin, 11: 4-Metil-7-amino kumarin,12: 4-Fenil-7-amino kumarin, 13: a-Tokoferol, 14: NDGA, 15:
BHT, 16: BHA, 17: Askorbik asit

Tablo 4.15: CUPRAC Antioksidan kapasite tayin sonuglari.

No Ornek %Absorbans(1000pg/ml) %Absorbans %Absorbans
(500pg/ml) (250pg/ml)
9 | 4-Metil-7-hidroksi- 0,664 +0,0202 0,199 + 0,0263 0,022 +0,0021
8-formil kumarin
10 | 4-Metil-7-hidroksi- 0,457 + 0,0025 0,226 + 0,0036 0,116 + 0,001
8-nitro kumarin
11 4-Metil-7-amino 0,209 + 0,0035 0,136 + 0,0062 0,095 + 0,0043
kumarin
12 4-Fenil-7-amino 0,196 + 0,0020 0,142 + 0,0037 0,098 + 0,0049
kumarin
16 BHA 0,734 +0,0117 0,489 + 0,001 0,456 + 0,0035
17 Askorbik asit 0,476 + 0,0041 0,443 + 0,001 0,432 +0,0007
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5. TARTISMA VE SONUC

5.1. BILESIKLERIN SONUCLARININ DEGERLENDIRILMESI

5.1.1. Kumarin-3-karboksilli asit; E.N. 192(Mausssaaoui ve ark., 2007; 190-192),
(Bigi ve ark., 1999; 190-191), %95 verim ile sentezlendi.GC/MS cihazinin analizi
sonucunda MS pikleri, 190, 173, 146, 118, 89, 77, 63 oldugu gbzlendi. Bu degerlerden
190 molekiil pikine (M) karsihiktir. M-OH = M*1(173), M*1-CO = M*2(145), M*2-CO =

M*3 (117), bu yarilmalar (pikler) molekiiliimiizle uyum igerisindedir.

IR spektrumunda ise 3174cm? (-OH) gerilmesi 3057cm?(Ar, C-H) aril
gerilmesi,1737cm™ (C=0) lakton karbonili gerilmesi, 1672cm™ (C=0) asit karbonili
gerilmesi, 1607 cm™?,1566 cm™(C=C) aril ¢ifte bag gerilmesi,1226 cm™(C-O) gerilmesi

go6zlendi.

Biitiin bu degerler literatiir ile uyum igerisinde ve molekiiliimiiziin yapisinin

dogrulugunu ispatlamaktadir.

5.1.2. Kumarin-3-karboksilli asit klortr; E.N. 145 (Adreani ve ark., 1960; 141-143),
%70 verim ile sentezlendi.GC/MS cihazinin analizi sonucunda MS pikleri, 208, 173,
145, 101, 89, 63 oldugu gozlendi. Bu degerlerden 208, molekiil pikine(M) karsiliktir.M-
Cl= M* (173), M*-CO= M2 (145), bu yarilmalar (pikler) molekiiliimiizle uyum

icerisindedir.

IR spektrumunda ise 3038cm™(Ar, C-H) aril gerilmesi,1747cm™ (C=0) lakton karbonili
gerilmesi,1693cm™ (C=0) acil karbonili gerilmesi, 1605 cm? (C=C) aril ¢ifte bag
gerilmesi,1179 cm™*(C-0) gerilmesi, 759(C-Cl) gerilmesi gozlendi.

Biitiin bu degerler literatiir ile uyum igerisinde ve molekiiliimiiziin yapisinin

dogrulugunu ispatlamaktadir.

5.1.3. 3-Asetil kumarin; E.N. 120(Bolakatti, ve ark., 2008; 120), %60 verim ile
sentezlendi.GC/MS cihazinin analizi sonucunda MS pikleri, 188, 173, 145, 118, 101,
89, 63 oldugu gozlendi. Bu degerlerden 188 molekiil pikine(M) karsiliktir. M-CHs= M*?
(173), M*1-CO= M*? (145), M*2-CO =M"3 (118), bu yarilmalar (pikler) molekiilmiizle

uyum igerisindedir.
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IR spektrumunda ise 3031cm™*(Ar, C-H) aril gerilmesi, 2983 (Alifatik, C-H) alifatik
karbon gerilmesi, 1740cm™ (C=0) lakton karbonili gerilmesi, 1675cm™ (C=0) keton
karbonili gerilmesi, 1612 cm™, (C=C) aril gifte bag gerilmesi,1265 cm™(C-O) gerilmesi

go6zlendi.

Biitiin bu degerler literatiir ile uyum igerisinde ve molekiiliimiiziin yapisinin

dogrulugunu ispatlamaktadir.

5.1.4. 3-Benzoil kumarin; E.N. 138, %60 verim ile sentezlendi.GC/MS cihazinin
analizi sonucunda MS pikleri, 250, 222, 194, 173, 105, 77, 51 oldugu goézlendi. Bu
degerlerden 250 moliikiil pikine(M) karsiliktir. M-CO= M* (222), M*1-CO = M*? (194),
M-Cs Hs = M** (173), bu yarilmalar (pikler) molekiiliimiizle uyum igerisindedir.

IR spektrumunda ise 3046cm™(Ar, C-H) aril gerilmesi, 1716cm? (C=0) lakton
karbonili gerilmesi, 1658cm™ (C=0) keton karbonil gerilmesi, 1608 cm™, (C=C) aril
cifte bag gerilmesi,1264 cm™(C-O) gerilmesi gézlendi.

Biitin bu degerler literatiir ile uyum igerisinde ve molekiiliimiiziin yapisinin

dogrulugunu ispatlamaktadir.

5.1.5. 4-Metil-7-hidroksi kumarin; E.N. 188(Kokare ve ark., 2007;186-187), (
Montazeri ve ark., 2011; 185-187), %60 verim ile sentezlendi. GC/MS cihazinin analizi
sonucunda MS pikleri, 176, 148, 133, 116, 105, 91, 74, 65 oldugu goézlendi. Bu
degerlerden 176 molekiil pikine(M) karsiliktir M-CO= M*! (148), M*1-CH3; = M*?
(133), M*2-OH (116), bu yarilmalar (pikler) molekiiliimiizle uyum icerisindedir.

IR spektrumunda ise 3225cm™(-OH) gerilmesi, 3077cm™(Ar, C-H) aril gerilmesi,
3013cm (Alifatik, C-H) alifatik karbon gerilmesi, 1673cm™ (C=0) lakton karbonili
gerilmesi,1586 cm™*(C=C) aril ¢ifte bag gerilmesi,1272 cm™(C-O) gerilmesi gézlendi.

Biitiin bu degerler literatiir ile uyum igerisinde ve molekiiliimiiziin yapisinin

dogrulugunu ispatlamaktadir.
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5.1.6. 7-Amino-4-metil kumarin; E.N. 223,8 (Pozdnev, 1990;219-220), %80 verim ile
sentezlendi.GC/MS cihazinin analizi sonucunda MS pikleri, 175, 147, 132, 116, 91, 73,
65, 44 oldugu gozlendi. Bu degerlerden 175 molekiil pikine(M) karsiliktir. M-CO= M*!
(147), M*L-CH; = M (132), M*2-OH =M* (115), bu yarilmalar (pikler)

molekilimizle uyum icerisindedir.

IR spektrumunda ise 3249cm™*(N-H) gerilmesi, 2885cm(Alifatik, C-H) alifatik karbon
gerilmesi, 1661cm™ (C=0) lakton karbonili gerilmesi,1603cm™*(C=C) aril ¢ifte bag
gerilmesi,1294 cm™*(C-0) gerilmesi gézlendi.

Biitiin bu degerler literatiir ile uyum igerisinde ve molekiiliimiiziin yapisinin

dogrulugunu ispatlamaktadir.

5.1.7 4-metil-7-metoksi kumarin; E.N. 159,2(Murty ve ark., 1937;160), (Jung ve ark.,
2009;155-156), %80 verim ile sentezlendi. GC/MS cihazinin analizi sonucunda MS
pikleri, 190, 162, 147, 116, 91, 77, 65 oldugu gozlendi. Bu degerlerden 190 molekil
pikine(M) karsiliktir. M-CO= M™ (162), M*-CH; = M*? (147), M*2-OCH3 = M*®

(116), bu yarilmalar (pikler) molekiiliimiizle uyum igerisindedir.

IR spektrumunda ise 3028cm™(Ar, C-H) aril gerilmesi, 2952cm™, 2919cm™ (Alifatik,
C-H) alifatik karbon gerilmesi, 1711cm™ (C=0) lakton karbonili gerilmesi, 1605 cm
11515 cm™ (C=C) aril ¢ifte bag gerilmesi,1264 cm™(C-O) gerilmesi gozlendi.

Biitiin bu degerler literatiir ile uyum igerisinde ve molekiiliimiiziin yapisinin

dogrulugunu ispatlamaktadir.

5.1.8. 7-Amino-4-fenil kumarin; E.N. 222,6 (Reszka ve ark., 2010; 223) %75 verim ile
sentezlendi.GC/MS cihazinin analizi sonucunda MS pikleri, 237, 209, 193, 116 oldugu
gozlendi. Bu degerlerden 237 molekiil pikine(M) karsiliktir. M-CO = M*! 209, M*-
NHz = M*? (193), M*2-CgHs =M*3 (116), bu yarilmalar (pikler) molekiiliimiizle uyum

icerisindedir.

IR spektrumunda ise 3245cm™*(N-H) gerilmesi, 1661cm™ (C=0) karbonil lakton
gerilmesi ,1598 cm™,1568 cm™ (C=C) aril ¢ifte bag gerilmesi,1293cm™(C-0) gerilmesi
go6zlendi.
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Biitiin bu degerler literatiir ile uyum igerisinde ve molekiiliimiiziin yapisinin

dogrulugunu ispatlamaktadir.

5.1.9. 4-Propil-7-hidroksi kumarin; E.N. 133(Mentzer ve ark., 1946;136), (Kotwani
ve ark., 1942;133), %65 verim ile sentezlendi. GC/MS cihazinin analizi sonucunda MS
pikleri, 204, 189, 176, 161, 148, 133, 105, 91, 77, 44 oldugu goézlendi. Bu degerlerden
204 molekiil pikine(M) karsiliktir. M-CH3 = M*! (189), M-CO= M*! (176), M**-C3H7 =

M*2 (133), bu yarilmalar (pikler) molekiiliimiizle uyum igerisindedir.

IR spektrumunda ise 3253cm™ (-OH) gerilmesi, 3058cm™(Ar, C-H) aril gerilmesi,
2962cm™, 2932cm™ (Alifatik, C-H) alifatik karbon gerilmesi, 1691cm™ (C=0) lakton
karbonili gerilmesi,1614 cm™,1562cm™ (C=C) aril ¢ifte bag gerilmesi,1310 cm™*(C-0)

gerilmesi gozlendi.

Biitiin bu degerler literatiir ile uyum igerisinde ve molekiiliimiiziin yapisinin

dogrulugunu ispatlamaktadir.

5.1.10. 7-Hidroksi-4-fenil kumarin; E.N. 249 (Timonen ve ark., 2011; 251-253),
(Taylor ve ark., 1982; 249-251), %60 verim ile sentezlendi. GC/MS cihazinin analizi
sonucunda MS pikleri, 238, 210, 181, 152, 139, 127, 76, 63, 5loldugu gozlendi. Bu
degerlerden 238 molekiil pikine(M) karsiliktir. M-CO = M*'  (210), CeHs" 76, bu

yarilmalar (pikler) molekiiliimiizle uyum igerisindedir.

IR spektrumunda ise 3115cm™? (-OH) gerilmesi,1684cm™ (C=0) lakton Kkarbonili
gerilmesi, 1592 cm™?,1518cm™ (C=C) aril cifte bag gerilmesi,1268 cm™(C-O) gerilmesi

go6zlendi.

Biitiin bu degerler literatiir ile uyum igerisinde ve molekiiliimiiziin yapisinin

dogrulugunu ispatlamaktadir.

5.1.11. 4-Metil-7-hidroksi-8-formil kumarin;E.N. 176 ( (Lamani ve ark., 2009;178-
179), (Kulkarni ve ark., 2010;176-177), %18 verim ile sentezlendi. GC/MS cihazinin
analizi sonucunda MS pikleri, 204, 176, 148, 119, 91, 77, 65, 44 oldugu gézlendi. Bu
degerlerden 204 molekiil pikine(M) karsiliktir. M-CO = M*! (176), M*-CO = M*2

(148), bu yarilmalar (pikler) molekiiliimiizle uyum icerisindedir.
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IR spektrumunda ise 3125cm™ (-OH) gerilmesi, 3062cm™(Ar, C-H) aril gerilmesi,
2963cm™, 2902cm™ (Alifatik, C-H) alifatik karbon gerilmesi, 1742cm™ (C=0) lakton
karbonili gerilmesi,1644cm™ (C=0) aldehit karbonil gerilmesi, 1518 cm™*(C=C) aril
cifte bag gerilmesi, 1268 cm™(C-O) gerilmesi gézlendi.

Biitiin bu degerler literatiir ile uyum igerisinde ve molekiiliimiiziin yapisinin

dogrulugunu ispatlamaktadir.

5.1.12. 4-Metil-7-hidroksi-8-nitro kumarin; E.N. 254,6 (Ramana ve ark., 2004; 256),
(Kanodia ve ark.,2011; 255), %40 verim ile sentezlendi.GC/MS cihazinin analizi
sonucunda MS pikleri, 221, 193, 176, 147, 135, 119, 91, 77, 65, 51, 44 oldugu gézlendi.
Bu degerlerden 221 molekiil pikine(M) karsiliktir. M-CO = M*! 193, M*1-OH 176,
M*1-NO2 = M*? (147), bu yarilmalar (pikler) molekiiliimiizle uyum icerisindedir.

IR spektrumunda ise 3265cm™ (-OH) gerilmesi, 1703cm™ (C=0) lakton karbonili
gerilmesi,1615 cm™, 1569 cm™ (C=C) aril ¢ifte bag gerilmesi,1529 cm™, 1346cm?, (-
NO_) nitro gerilmesi, 1314 cm™(C-0) gerilmesi g6zlendi.

Biitlin bu degerler literatiir ile uyum igerisinde ve molekiiliimiiziin yapisinin

dogrulugunu ispatlamaktadir.

5.1.13. 4-Metil-6-nitro-7-hidroksi kumarin; E.N; 261(Kanodia ve ark., 2011; 263),
(Ramana ve ark., 2004; 262), %30 verim ile sentezlendi.GC/MS cihazinin analizi
sonucunda MS pikleri, 221, 193, 163, 147, 119, 91,77, 65, 51, 41 oldugu gozlendi. Bu
degerlerden 221 molekiil pikine(M) karsiliktir. M-CO = M*! (193), M*1-NO; = M*?

(147), bu yarilmalar (pikler) molekiiliimiizle uyum igerisindedir.

IR spektrumunda ise 3244cm™ (-OH) gerilmesi, 1727cm™ (C=0) lakton karbonili
gerilmesi,1634 cm™, 1615 cm™ (C=C) aril ¢ifte bag gerilmesi, 1530 cm™, 1363cm?, (-
NO2) nitro gerilmesi, 1290 cm™(C-O) gerilmesi gozlendi.

Biitiin bu degerler literatiir ile uyum igerisinde ve molekiiliimiiziin yapisinin

dogrulugunu ispatlamaktadir.
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5.2. ANTIOKSIDAN AKTiVIiTE SONUCLARININ DEGERLENDIRIiLMESI

5.2.1. DPPH antioksidan kapasite tayini; DPPH antioksidan kapasite tayininde, Tablo
4.14 de goriildiigii gibi sadece kumarin-3-karboksilli asitte konsantrasyon azaldikca
DPPH aktivitesinin daha fazla arttigt gozlenmistir. Diger maddelerde konsantrasyon

azaldikca DPPH aktivitelerinin azaldig1 goriilmiistir.

Kumarin-3-karboksilli asit klorir, 4-Metil-7-amino kumarin, 4-Fenil-7-amino kumarin
bilesikleri 1000ug/ml konsantrasyon degerlerinde standart olarak galisilan o-Tokoferol,
NDGA, BHT, BHA ve Askorbik asidin gosterdigi DPPH aktivitesine yakin degerler

gostermislerdir. Sentezlenen biitiin bilesiklerin DPPH aktivitesi mevcuttur.

5.2.2. CUPRAC antioksidan kapasite tayini; CUPRAC antioksidan kapasite
tayininde, Tablo 4.15 de goriildiigii gibi konsantrasyon azaldikca CUPRAC indirgenme

aktivitelerinin azaldig1 goriilmustiir.

4-Metil-7-hidroksi-8-formil kumarin, 4-Metil-7-hidroksi-8-nitro kumarin bilesikleri
1000ug/ml konsantrasyon degerlerinde standart olarak c¢alisilan BHA ve Askorbik
asidin gosterdigi CUPRAC indirgenme aktivitesine yakin degerler gostermislerdir.
Sentezlenen bilesiklerden sadece dort tanesinin  CUPRAC indirgenme aktivitesi
gozlenmistir. Diger bilesiklerde degerler dikkate alinmayacak kadar kii¢iik oldugundan

tabloya eklenmemislerdir.

Sonug olarak tezimizde toplam onii¢ adet madde sentezlenmis; erime noktalari, IR ve
GC/MS spektrumlar1 literatiir degerleri ile karsilastirilarak sentezlenen maddelerin
yapilar1 dogrulanmistir. Ayrica DPPH ve Cuprac yoOntemlerine gore antioksidan

aktiviteleri belirlenmis ve standartlarla karsilastirma yapilmistir.

Bu bilesiklerden 6zellikle; Kumarin-3-karboksilik asit klorir, 4-metil-7-amino kumarin,
4-fenil-7-amino kumarin, 4-metil-7-hidroksi-8-formil kumarin ve 4-metil-7-hidroksi-8-
nitro kumarin bilesiklerinin antioksidan aktivite acisindan daha etkin olduklari
belirlenmistir.  Bu  kumarin  bilesikleri  antioksidan  aktivite  Ozellikleriyle

degerlendirilebilirler.
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