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OZET

Bu ¢alismada, oncelikle ¢alisma i¢in gerekli olan 7 adet 3-alkil(aril)-4-amino-4,5-
dihidro-1H-1,2,4-triazol-5-on bilesigi sentezlenmistir. Sonra bu bilesiklerin  4-
hidroksibenzaldehidin trietilamin varliginda fenil asetil kloriir ile reaksiyonundan
sentezlenen 4-fenilasetoksibenzaldehid ile muamelesinden 7 adet 3-alkil(aril)-4-(4-

fenilasetoksibenzilidenamino)-4,5-dihidro-1H-1,2,4-triazol-5-on bilesigi elde edilmistir.

Calismanin  orjinal bolimiinde, 3-alkil(aril)-4-(4-fenilasetoksibenzilidenamino)-4,5-
dihidro-1H-1,2,4-triazol-5-on bilesiklerinin asetik anhidrid ile reaksiyonundan 7 adet
yeni 1-asetil-3-alkil(aril)-4-(4-fenilasetoksibenzilidenamino)-4,5-dihidro-1H-1,2,4-

triazol-5-on bilesigi elde edilmistir.

Calismanm ikinci boliimiinde sentezlenen 7 yeni bilesigin yapilari IR, '"H-NMR ve "*C-
NMR spektroskopik yontemleri kullanilarak aydinlatilmistir. Ayrica, 7 bilesigin UV

spektrumlar1 alinmis, Am.x degerlerine karsin gelen € degerleri hesaplanmistir.

Daha sonra ¢aligmada sentezlenen 7 yeni bilesigin {li¢ farkli yontemle (indirgeme giicii,
serbest radikal giderme aktivitesi ve metal selat aktivitesi) antioksidan aktiviteleri
incelenmis, grafikleri ¢izilmis ve sonuglar yorumlanmastir.

2013, 123 sayfa

Anahtar Kelimeler : 4,5-Dihidro-1H-1,2,4-triazol-5-on, Schiff bazi, asetillendirme,

antioksidan

vi



SUMMARY

In this study, firstly seven 3-alkyl(aryl)-4-amino-4,5-dihydro-1H-1,2,4-triazol-5-one
compounds requiring for this study were synthesized. Then, from the reactions of these
compounds with 4-phenylacetoxy-benzaldehyde, which was synthesized by the reaction
of 4-hydroxybenzaldehyde with phenylacetyl chloride by using triethylamine, were
investigated and seven 3-alkyl(aryl)-4-(4-phenylacetoxy-benzylidenamino)-4,5-dihydro-

1H-1,2,4-triazol-5-one compounds were obtained.

In the originaly section of the study, 3-alkyl(aryl)-4-(4-
phenylacetoxybenzylidenamino)-4,5-dihydro-1H-1,2,4-triazol-5-one compounds were
treated with acetic anhydride and seven novel 1-acetyl-3-alkyl(aryl)-4-(4-

phenylacetoxybenzylidenamino)-4,5-dihydro-1H-1,2,4-triazol-5-ones were synthesized.

In the second part of the study, the structures of seven new compounds were
characterized by using IR, 'H-NMR, C-NMR spectra. Furthermore, UV spectrums of
seven new compounds were investigated and An.x and € values were calculated.

In third part of the study, seven new compounds synthesized were analyzed for their
antioxidant activities in three different methods (reducing power, free radical
scavenging and metal chelating activity), were drawn their graphs and their results were
interpreted.

2013, 123 pages

Key Words 4,5-dihydro-1H-1,2,4-triazol-5-one, Schiff Base, acetylation, antioxidant
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SEMBOLLER VE KISALTMALAR DiZiNi

A : Absorbans

) : Kimyasal kayma (ppm)

€ : Molar absorbtivite katsayisi
A : Dalga boyu (nm)

v . Dalga sayis1 (cm™)

IR : Infrared

NMR : Niikleer magnetik rezonans
uv : Ultraviyole

TMS : Tetrametilsilan

DMSO : Dimetilsiilfoksit

ROT : Reaktif oksijen tiirleri
DPPH  : 1,1-Difenil-2-pikril-hidrazil
ABTS : 2,2'-Azinobis(3-etilbenzotiazolin-6-siilfonat)
TCA : Trikloroasetik asit

Ferrozin : 3-(2-Piridil)-5,6-difenil-1,2,4-triazin-4',4"-disulfonik asit sodyum tuzu



1. GENEL BILGILER

1.1.  Giris

“Bazi Yeni 1,2,4-triazol-5-on Tiirevlerinin Sentezi ve In-Vitro Antioksidan
Ozelliklerini Incelenmesi” baslikli bu ¢alismada, 6ncelikle galisma icin gerekli olan ve
literatiirde kayith bulunan 7 adet iminoester hidrokloriir, 7 adet ester
etoksikarbonilhidrazon ve 7 adet 3-alkil(aril)-4-amino-4,5-dihidro-1H-1,2,4-triazol-5-on

bilesiginin sentezi yapilmistir.

Bu amagla, oncelikle karsin olan nitrillerden baslanarak literatiirde kayitli yontemler
kullanilarak sentezlenen 7 adet iminoester hidrokloriiriin soguk mutlak etanollii ortamda
etil karbazat ile reaksiyonundan 7 adet ester etoksikarbonilhidrazon bilesigi elde
edilmistir. Bunlarin da kaynar sulu ortamda hidrazin hidrat ile reaksiyonundan yine
literatiirde kayitlt 7 adet 3-alkil(aril)-4-amino-4,5-dihidro-1H-1,2,4-triazol-5-on bilesigi

sentezlenmistir.

Sentez boliimiinde 3-alkil(aril)-4-amino-4,5-dihidro-1H-1,2,4-triazol-5-on bilesiklerinin
4-hidroksibenzaldehidin trietilaminli ortamda fenilasetil kloriirle muamelesinden
sentezlenen 4-fenilasetoksibenzaldehid ile reaksiyonundan c¢alisma i¢in gerekli 7 adet 3-
alkil(aril)-4-(4-fenilanetoksibenzilidenamino)-4,5-dihidro-1H-1,2,4-triazol-5-on

bilesikleri elde edilmistir. Caligmanin orijinal bolimiinde bu bilesiklerin asetik anhidrid
ille  reaksiyonlari  incelenerek 7 adet  yeni 1-asetil-3-alkil(aril)-4-(4-
fenilanetoksibenzilidenamino)-4,5-dihidro-1H-1,2,4-triazol-5-on bilesigi elde edilmis ve

yapilar1 spektroskopik yontemler kullanilarak aydinlatilmistir.

Calismada ayrica, sentezlenen yeni bilesiklerin 3 farkli yontemle in-vitro antioksidan

ozellikleri de incelenmistir.

Calisma ile ilgili literatiirde kayitli bilesikler ile calismada sentezlenen yeni bilesikler

Tablo 1.1.’de “Formiiller Tablosu” bashigi altinda verilmistir.



Tablo 1.1. Formiiller Tablosu

?ZNNH—C¢

NH, OC(CHa);

R
| ® O
(|:: NH,CI

NR"RVH

11

(|3= NH
OR'

|
|C= NNH—C
NH,

7N

NH,

R 0]
| V4
(|3=NNHC\
NH, OC,H;4
3
R
I //O
(|3= NNH—C\
NI{2 OC2H5
6
| ® O | ® 0o
$: NH,ClI ,c: NH,Cl
9 10
R H




_CH,CH,0H R OH
TN TN
~ N Y
ITI 0 N Yo (lijNH—c<
H Il{ OR' OC(CHz3)3
17 18 19
R _NH, R _NH, R _NHCOCH;
N N N
| | |
N\ X N\ X N /L
\
CH; R }ll
20 21 22
_N(COCH;y), R N/N(COCHa)z R W R
P PN P
1'{ COCH, COCH;
23 24 25
OH OCH,







OCH;

OCH;




45

46

OC4H;
OC4Hs




N=CH
/
]—l N
N\N/LO
|
H
51
R /N:CH
]—l N
N\N/LO
|
COCH,

OH OCH;




N\ITI
H
58
OCH3 R /N:CH
0 N
Il N /L
HOC OC—CHZ@ Y0
|
H
59 60
OCH;
i
R _N=CH OCCHZ@
N
N\ITI o HOC
COCH;
61
i
OC—CHZCH@
N=CH
R _N=CH OCH; R ,
N
L Nk
N\N o \ITI 0
b COCHj;
63 64

62




R N=CH

O

Il Il
o——((O)—t-o
R /N:CH OC2H5 CzHSO
]—l N
N\N/L\O
I

COCH;

OC,H;

I
0—C
CHO

66

67

68

O

HsC,0

i
Cc—0O
O

HC




OC,H;s

Q p
Lo ® "
N O

CHO
71

& e

N
N\N R

J_ N
O/ 1|\1/
H
69
OC,H; H5C,0

CH HG
N N
R
/ AN
N———(
J_ N
07> N~
|
COCH;
70
"
R N=CH OC,Hs

72

10




11




77

12




83 84

85

e reoOpdar©)

86

CH3CH2CH2 @oe cm@

87

13




88

89

90

91

14




92

Il
CH;CH,CH, /N:CH@OC—CHZ@
]—l N

15




929

16




1.2.  3-Alkil(Aril)-4-amino-4,5-dihidro-1H-1,2,4-triazol-5-on’larin Sentez

Yontemleri ve Reaksiyonlar

Cesitli reaksiyonlar1 incelenen 2 tipi 3-alkil(aril)-4-amino-4,5-dihidro-1H-1,2,4-triazol-
5-on bilesiklerinin sentezi i¢in bazi yontemler gelistirilmistir. Bu yontemlerden birinde
nitrillerden sentezlenen iminoester hidrokloriirlerin (1) karbohidrazid ile muamelesi

ongorilmiistiir (Denklem 1) [1].

o) R NH;
| eo I N ’
C=NH,CI” + H;NNH—C—NHNH, ——> | /L + ROH + NH4 I (1)
O \ITI O
H
1 2

2 Tipi bilesiklerin sentezi amaciyla yapilan bir diger ¢alismada ise 3 tipi amid

etoksikarbonilhidrazonlar, hidrazin ile reaksiyona sokulmustur (Denklem 2) [2].

R _NHp
R O N
| % + HCI |
C=NNHC + H,NNH, Eam— N + CHsOH + NH4Cl (2)
| N SN 0]
H
3 2

3-alkil(aril)-4-amino-4,5-dihidro-1H-1,2,4-triazol-5-on (2) bilesiklerinin sentezi i¢in en
uygun olan ve calismada da kullanilan yontemde ise, 1 tipi iminoester hidrokloriirler
(alkil imidat hidrokloriirler) in soguk mutlak etanollii ortamda etil karbazat ile
muamelesinden elde edilen [2-5] ester etoksikarbonilhidrazonlar (4) hidrazin hidrat ile

kaynar sulu ortamda reaksiyona sokulmustur (Denklem 3 ve 4) [5-10].

R
| ® O V. 0-5°C \ P
lC:NHZCl +  H,NNH—C ——>  CoNNH-C + NH.Cl (3)
OR' OC,Hs OR' OC,H;
1 4 R" C2H5
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R s
\ //O | N
C—=NNH—C + H,NNH, ——>

‘ < N /L L+ 20,HsOH (4
OR' OC,Hs \Ilv 0
H
4 2
R
2a CH3
2b| CH,CHj
2¢ CHzCHzCH:J,
2d| CH,CgHs

2e CH2C6H4CH3([7')
2f| CH,CgH4Cl(p-)
2g C6H5

Hidrokloriirler1 (1) halinde kullanilan, 5 tipi iminoesterlerin sentezi igin c¢esitli
yontemler gelistirilmistir. Bu yOntemlere amidlerden, ortoesterlerden, karbonil
bilesiklerinden, iminokloriirlerden ve bazi doymamis sistemlerden baslayan yontemler
[11] ornek olarak verilebilirse de 1 tipi bilesiklerin sentezinde kullanilan en uygun
yontem olan Pinner Yontemi [12] calismada kullanilmistir. Bu yontemde bir nitril, bir
mutlak alkol (genellikle mutlak etanol) ile susuz bir ¢oziicli (genellikle susuz dietil eter)

icinde HCl gazi ile sogukta muamele edilir (Denklem 5).

R
| ® 0
R-C=N + ROH + HCg <= C=NHCl )
OR'

Pinner yontemine gore 1 tipi bilesiklerin sentezlendigi reaksiyonun muhtemel
mekanizmasi, asidik ortamda protonlanmis nitrile bir alkoliin niikleofilik katilmasi

iizerinden yiirimektedir (Denklem 6) [13].

N

. R R
u @ R'OH | | @
R—C=N R C=NH < > R C=NH —= C‘: H — C‘:NHz (6)
®
:C‘)IR’ :0—R'
H
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Pinner Yontemine gore Denklem 5 uyarinca hidrokloriirleri halinde sentezlenen 1 tipi
iminoester hidrokloriirler uygun kosullarda ve NaOH, NaOEt gibi bazlar ile muamele
edilirse serbest iminoesterler (5) elde edilir (Denklem 7) [3, 4, 11, 14]. Serbest
iminoesterler (alkil imidatlar) (5) genellikle erime noktasi diisiik olan sivi olan

bilesiklerdir.

R R
I e@o |
C=NHCT 4 P — C=NH + HB . PP ()
OR' OR’

1 5

1 Tipi hidrokloriirlerinden serbest hale ge¢irilen iminoesterlerin (5) bugiine kadar bir¢ok
reaksiyonu incelenmistir. Bu reaksiyonlarin ligiinde 5 tipi bilesiklerin etil karbazat, tert-
butil karbazat ve semikarbazit ile ayr1 ayri muamelesinden imino grubunun korunmasi
sonucu, sirastyla amid etoksikarbonilhidrazonlar (6), amid tert-
butoksikarbonilhidrazonlar (7) ve amid semikarbazonlar (8) sentezlenmistir (Denklem

8-10) [3, 4, 14].

R 0 R o R 0
| Y | ~ | 7
C=NH + H,NNH—C ——> C—HNNH—-C - C=NNH—C (t)]
| N -ROH | AN | AN
OR' OC,Hjs NH OC,Hs NH, OC,Hj
5 6
R R 0 R
! //O 7 | 40
?Z NH + H,NNH—C R'—OH> ﬁ* HNNH— C\ - C=NNH—C )
OR! OC(CHy); NH OC(CHj3); NH, OC(CHj3);
5 7
R R R
| 20 ‘ 0 | 0
C=NH + H,NNH—-C ——>» C—HNNH—-C =~ C=NNH—-C 10)
| N R'OH || h | N
OR’ NH, NH NH, NH, NH,
5 8

1 Tipi iminoester hidrokloriirlerin de bir¢ok reaksiyonu incelenmistir. Iminoester

hidrokloriirlerin Denklem 1 uyarinca 2 tipi bilesikleri, Denklem 3 uyarinca 4 tipi ester
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etoksikarbonilhidrazonlar1 ve Denklem 7 uyarinca 5 tipi serbest iminoesterleri verdigi
reaksiyonlarin disinda baska reaksiyonlar1 da incelenmis olup; amonyak ile amidin
hidrokloriirleri (9), primer aminler ile N-substitue amidin hidroklortirleri (10), sekunder
aminler ile N N-disubstitue amidin hidrokloriirleri (11) ve hidrazin ile amidrazon

hidrokloriirleri (12) verdigi goriilmiistiir (Denklem 11-14) [11].

R

| @ © | ® ©
(|3:NH2C1 + NH;j — (|3:NH2C1 R'OH 11)
OR' NH,

1 9
R R
| ® O | CES)
(|3:NH2C1 + R'NH, —> (|3:NH2C1 R'OH (12)
OR' NHR'

1 10
R " R
| ® O AN | @0
(|3= NH,ClI  + /NH D (|3: NH,CI + R'OH (13)
OR' R™ NR'"R"

1 11
R R
| @ © |
(|3:NH2C1 + HpNNH; —> ﬁ:NHz HCL + R'OH (14)
OR' NNH,

1 12

Iminoester hidrokloriirlerin (1) kuru kuruya isitildiklarinda amidleri, hidroliz sonucu
esterleri ve asir1 miktarda alkolle muamele edildiklerinde ortoesterleri verdikleri

bilinmektedir (Denklem 15-17) [11, 12].

R R
| @ 0O A |
C=NHCT —8> =0 + RO (15)
OR' NH,
1
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| SIS |
(|3= NH,Cl + HO —> (|3= O +  NH4(Cl (16)
OR' OR'
1
R R
| S |
(|3= NH,Cl + 2ROH ———> R'O—(li—OR' +  NH4C 17)
OR' OR'
1

Denklem 3 uyarinca 1 tip1 bilesiklerin etil karbazat ile reaksiyonundan elde edilen ve tez
kapsaminda bazi reaksiyonlar1 incelenen 4 tipi ester etoksikarbonilhidrazonlarin
Denklem 4 uyarmca 2 tipi bilesikleri olusturdugu reaksiyon disinda bazi reaksiyonlari
da incelenmis ve 4,5-dihidro-1H-1,2,4-triazol-5-on halka sistemini igeren bilesikler elde
edilmistir. Nitekim 4 tipi ester etoksikarbonilhidrazonlarin amonyak ile 3-alkil(aril)-4,5-
dihidro-1H-1,2,4-triazol-5-on (13), primer aminler ile 3,4-dialkil(diaril)-4,5-dihidro-1H-
1,2,4-triazol-5-on (14), alkil hidrazinler ile 3-alkil(aril)-4-alkilamino-4,5-dihidro-1H-
1,2,4-triazol-5-on (15) ve aril hidrazinler ile de 3-alkil(aril)-4-arilamino-4,5-dihidro-1H-
1,2,4-triazol-5-on (16) bilesiklerini verdigi bildirilmistir (Denklem 18-21) [1, 2, 15, 16].

R 0 R /H
— B
‘C:NNH—C +  NH; — N } + 2C,HsOH (18)
~N
OC,H; OC,Hs \lej 0
H
4 13
R R
) L0 N
C=NNH—C{ +  R'NH, — > N /L +  2C,HOH (19)
OC,H; OC,Hs \ITI (0]
H
4 14
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R 0 %
| Z | N
C=NNH—C( + RNHNH, —> N /L +  2C,HsOH (20
OC,Hs OC,H;4 \ITI 0]
H
4 15
R /NHAI‘
R o N
‘C:NNH—C\ + ANHNH, —> N /L + 2C,HsOH (1)
OC,Hs OC,Hs \ITI (0]
H
4 16

Son yillarda 4 Tipi bilesiklerin incelenen iki ayr1 reaksiyonundan birinde etanolamin ile
17 tipi 3-alkil(aril)-4-(2-hidroksietil)-4,5-dihidro-1H-1,2,4-triazol-5-on ve hidroksilamin
ile 18 tipi bilesikleri verdigi rapor edilmistir (Denklem 22 ve 23) [17, 18].

. . R N/CH2CH20H
CNNH—C/< +  H,NCH,CH,0OH —» N' /L L+ 2GHsOH (22)
OC,H; OC,H; \ITI o
H
4 17
. R _OH
L 0 jl—N
C—NNH-C + NH,OH —» N k + 2C,H;0H (23)
OC,H; OC,Hs N ©
H
4 18

3,4-Dialkil-4,5-dihidro-1H-1,2,4-triazol-5-on bilesiklerinin sentezlendigi (14) bir diger
calismada ise aldehidlerin semikarbazit ile muamelesinden elde edilen bazi aldehid
semikarbazonlarin oksidatif siklizasyonu sonucu da sentezlendigi bildirilmistir

(Denklem 24) [19].
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0 N—NH N
7 v \ I
RCHO  + HNHN—C( o~ RK C—NHR' —> /L 24)
NHR' 2 H o \TTI 0
H R": H i¢in 13
14

3-Alkil(aril)-4-amino-4,5-dihidro-1H-1,2,4-triazol-5-on (2) bilesiklerinin 19 tipi ester

tert-butoksikarbonilhidrazonlarin hidrazin hidrat ile muamelesinden de elde edildigi

rapor edilmistir (Denklem 25) [14].

R 0

| 4 N,oHy
C=NNH—C o
OR' OC(CH3);

19

I
(|:: NNH—C (25)

NHNH,

R _NH,

0 W—N

v - +tBuOH I /L

— > N_ o

OC(CH3)3 Tf
H

2

4,5-Dihidro-1,2,4-triazol-5-on halkasinin zayif asidik Ozellikte olmasindan dolay1
(Denklem 26) 2 tipi bilesiklerin N-1’de alkillendirilebildigi ve karsmn olan N-metil (20)

ya da N-alkil (21) tiirevlerinin elde edildigi bir¢cok ¢alisma yapilmistir (Denklem 27) [7,

20, 21].
R R
j—N
I /g +0H@veya OFY _
N0 “H,0 veya EtOH
|
H
14
N——NH
)I\ ) NaOH, H,O0 veya_
R~ N~ SO  NaOEt EtOH ~
I
NH,
2

R /NHz R N/
N H I
D Cupsoen, | |
\,I'\'I (o)
..@@
N

R' R /R'
Ve / N\ N
\]l_io ll_j\o — Nl\w%jo 26)
©

N7 0:

| II I

CHSI ~

a
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3-Alkil(aril)-4-amino-4,5-dihidro-1H-1,2,4-triazol-5-on (2) bilesiklerinin asetik anhidrid
ile reaksiyonlarinin incelendigi bir ¢aligmada reaksiyon kosullarma bagl olarak 22 tipi
monoasetil tlirevleri olan 3-alkil(aril)-4-asetilamino-4,5-dihidro-1H-1,2,4-triazol-5-on,
23 tipi diasetil tiirevleri olan 3-alkil(aril)-4-diasetilamino-4,5-dihidro-1H-1,2,4-triazol-
5-on ve 24tipi triasetil tiirevleri olan I-asetil-3-alkil(aril)-4-diasetilamino-4,5-dihidro-

1H-1,2,4-triazol-5-on bilesikleri sentezlenmistir (Denklem 28-30) [5, 7 ].

R N/NHz R N/NHCOCH3
N /L b (CHC0R0 — > /L N CH;COOH (28)
N7 O ~ o)
| )
H H
2 2
R _NH; R _N(COCH3),
]—N j—N
N' /L +  2(CH;CO)0 — > N' /L N 2CH;COOH (29)
N7 O ~ o)
| )
H H
2 23

R _NH, R _N(COCH),
NN NN
N' /L + 3(CH;CO)R0 — & N' /L N 3CH;COOH  (30)
H COCH;
2 24

4,5-Dihidro-1H-1,2,4-triazol-5-on halkas1 iceren 14 tipi baz1 3,4-disubstitue-1H-1,2,4-
triazol-5-on tilirevlerinin de asetik anhidrid ile asetillendirme reaksiyonlarmin

incelendigi bazi1 calismalar son yillarda yapilmis ve 25 tipi asetil tiirevlerinin elde

edildigi bildirilmistir (Denklem 31) [20, 22].
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R /R' R /R
T N
| /L + (CH;C0),0 —> Nl /L + CH3;COOH  (31)
N\N O \ITI O
}ll COCHj;
14 25

Son yillarda biyomolekiilleri, oksidasyon hasarindan koruyan ve organizmanin
kendisinin sentezledigi yada disaridan almman antioksidanlara olan ilgi giderek
artmaktadir. 2 tipi bilesiklerinin 3,4-dihidroksibenzaldehid ile muamelesinden Schiff
bazlar1 olan 26 tipi 3-alkil(aril)-4-(3,4-dihidroksibenzilidenamino)-4,5-dihidro-1H-
1,2,4-triazol-5-on bilesikleri sentezlenmis ve bu bilesiklerin susuz ortamda
potansiyometrik olarak titrasyonlar1 yapilarak yari notralizasyon ydntemi ile pKa
degerleri bulunmus ve antioksidan ozellikleri incelenmistir [20, 23]. Bu calismada
ayrica 26 tipi bilesiklerin N- ve O-metil ve asetil tiirevleri (27 ve 28) de elde edilmistir
(Denklem 32).

26 32)

Diger ¢alismada ise 2 tipi bilesiklerin 4-hidroksibenzaldehid ile muamelesinden olusan
ve Schiff bazlar1 olan 29 tipi 3-alkil(aril)-4-(4-hidroksibenzilidenamino)-4,5-dihidro-

1H-1,2,4-triazol-5-on bilesikleri sentezlenmis, N- ve O-metil ve asetil tiirevleri (30 ve
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31) elde edilmis ve antioksidan Ozellikleri incelenmistir [24]. Bu ¢alismada ayrica 29
tipt bilesiklerin susuz ortam titrasyonlar1 incelenerek pKa degerleri belirlenmistir

(Denklem 33).

¥ |
H H
2 29 (33)
K 8(
> <O> o
D (@ S
> C&m @Oo Oo)e .
AN O&

) )
CH, COCH;
30 31

Son yillarda yapilan bir ¢aligmada 2 tipi bilesiklerin 4-dimetilaminobenzaldehid ile
reaksiyonlar1 incelenerek sentezlenen 32 tipi 3-alkil(aril)-4-(4-
dimetilaminobenzilidenamino)-4,5-dihidro-1H-1,2,4-triazol-5-on bilesikleri elde
edilmis ve bu bilesiklerin asetonitril, izopropil alkol ve N, N-dimetilformamid susuz
coziiclilerinde potansiyometrik olarak TBAH ile titrasyonlar1 yapilarak yar1
notralizasyon metodu ile pKa degerleri hesaplanmistir. Calismada ayrica 32 tipi

bilesiklerin N-asetil tiirevleri (33) sentezlenmistir (Denklem 34) [22].
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_CHjs
H N=CH N
2 R N/ \CH3
I

R _N
]_| N
N\ITI/LO -H20 \N O
H

2 32 34)

+ (CH3C0),0
- CH;COOH

Benzer nitelikteki iki ayr1 calismadan birinde 2 tipi bilesiklerin heteroaromatik
aldehidler olan furfural (furan-2-karboksialdehid) ve tiyofen-2-karboksialdehid ile
reaksiyonlar1 incelenerek 3-alkil(aril)-4-(2-furilmetilenamino)-4,5-dihidro-1H-1,2,4-
triazol-5-on (34) ve 3-alkil(aril)-4-(2-tiyenilmetilenamino)-4,5-dihidro-1H-1,2,4-triazol-
5-on (36) bilesiklerinin sentezi gergeklestirilmis, digerinde ise bu bilesiklerin asetik
anhidrid ile reaksiyonlar1 incelenerek 35 ve 37 tipi N-asetil tiirevleri sentezlenmistir.
Ayrica 34 tipi bilesiklerin potansiyometrik olarak asitlik sabitleri tayin edilmistir
(Denklem 35 ve 36) [25].
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R N/NH2 .
7— j—N
Nl/LJr“]—,CHO—>|/L
|
H 1'{ (35)
2 34
+ (CH;C0),0
- CH;COOH
NCHJI ﬂ
R /
B 0
N\Il\I/LO
COCH;
35
R N/NHz R /NCHJ: S ]
7— N
(N S s L
|
H 1'{ (36)
2 36
+ (CH;C0),0
- CH;COOH

Schiff bazi tipinden 38 ve 40 bilesiklerinin sentezlendigi iki farkli calismadan birinde 2

tipi bilesikler; 3-metoksibenzaldehid [26], digerinde ise 4-metoksibenzaldehid [27] ile

reaksiyona sokulmustur. Sentezlenen 38 ve 40 tipi bilesiklerin susuz c¢oziiciilerde

potansiyometrik olarak titrasyonlar1 yapilarak asitlik sabitleri tayin edilmistir. Ayrica N-

asetil tlirevleri (39 ve 41) sentezlenmistir (Denklem 37 ve 38) [27].
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OCH,

CHO ~—f{o > N
37

+ (CH;CO),0

- CH;COOH OCH,

I
H H (38)
2 40

+ (CH3CO),0
- CH;COOH

Yine son birka¢ yilda yapilan bir c¢alismada 2 tipi bilesiklerin 3-etoksi-4-
hidroksibenzaldehid ile reaksiyonundan Schiff bazlar1 olan 3-alkil(aril)-4-(3-etoksi-4-
hidroksibenzilidenamino)-4,5-dihidro-1H-1,2,4-triazol-5-on  (42)  bilesikleri  elde
edilmis, susuz ¢oziiciilerde pKa degerleri tayin edilmis, N- ve O-metil (43) ile N- ve O-

asetil (44) tiirevleri sentezlenmistir (Denklem 39) [28].
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N k - N /L
N0 HO cHo H0 SN0
i i
2 43 (39)
*
N(
NN
BN
g%oxé %Ob( ngyooj
XN 0RO
X &
0C,Hs OC,H;

N\ITI |
CH; COCH;,
43 45

3-Alkil(aril)-4-amino-4,5-dihidro-1H-1,2,4-triazol-5-onlarin (2) bazi yeni tiirevleri ile
ilgili teorik c¢alismalar da yapilmistir. Bunlardan birinde 2 tipi bilesiklerinin 4-
formilbenzoat ile muamelesinden 45 tipi 3-alkil(aril)-4-(4-
metoksikarbonilbenzilidenamino)-4,5-dihidro-1H-1,2,4-triazol-5-on bilesikleri ve N-
asetil tiirevleri (46) elde edilmistir. Calismada sentezlenen bilesiklerin 'H ve *C-NMR
spektrumlar1 deneysel ve teorik olarak incelenmistir (Denklem 40) [29, 30].

0
I
+ CH;0—C CHO —» /L

45 (40)

[l
R /NH2 R /N: CH@COCH3
) )
N\Il\l/LO
H
2

+ (CH;C0),0
- CH;COOH
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Son birka¢ yil igerisinde yapilan iki ayr1 calismanin birinde 2 tipi bilesiklerin 4-
metiltiyobenzaldehid ile reaksiyonundan 3-alkil(aril)-4-(4-metiltiyobenzilidenamino)-
4,5-dihidro-1H-1,2,4-triazol-5-on (47) bilesikleri elde edilmis ve bunlarin asetik
anhidrid ile reaksiyonundan da 48 tipi N-asetil tiirevleri sentezlenmistir. Sentezlenen
bilesiklerin antioksidan 6zelliklerinin yaninda, 47 tipi bilesiklerin asitlik 6zellikleri de
incelenmistir (Denklem 41) [31]. Diger calismada ise 49 tipi bilesikler, 2 tipi
bilesiklerinin 3-fenoksibenzaldehid ile reaksiyonundan elde edilmis ve bunlarin da
asetik anhidrid ile muamelesinden 50 tipi N-asetil tiirevleri elde edilmistir. Calismada
ayrica sentezlenen bilesiklerin antioksidan 6zelliklerinin incelenmesi yaninda 49 tipi
bilesiklerin 4 farkli susuz ¢oziiclide (izopropil alkol, tert-butil alkol, asetonitril, N,N-
dimetil formamid) potansiyometrik yontemle pKa degerleri belirlenmistir (Denklem 42)

[32].

R _NH,
N

. CHsS CHO /L
N\N/L 0 @ -H:0 Mo

I
H H (41)
2 47

+ (CH3CO),0
- CH;COOH
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OCH;s

CHO “H,0 N_

42)

+ (CH5CO),0

- CH;COOH OCH

COCH;
50

Calismada sentezlenen 51 tipi bilesikleri 2N NaOH’li ortamda (CH3),SO4 ile muamele
edilerek 52 tipt N- ve O-metil tiirevleri olan 1-metil-3-alkil(aril)-4-(3-
metoksibenzilidenamino)-4,5-dihidro-1H-1,2,4-triazol-5-on bilesikleri sentezlenmistir
(Denklem 43). Ayrica, 51 tipi bilesiklerinin asetik anhidrid ile muamelesinden 53 tipi 1-
asetil-3-alkil(aril)-4-(3-asetoksibenzilidenamino)-4,5-dihidro-1H-1,2,4-triazol-5-on
bilesikleri sentezlenmistir (Denklem 44) [33].

OH OCH
R N- CH@ R _N=CH
m*i + 2N NaOH m*i @3
N\N 0 +(CH3)2S04 N\N 0
i s
51 52
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OH OCOCH;

R /NCH{(jE R _N=CH
WT—ijl + 2N NaOH WT‘ijl )
N 0 +(CH3)12S04 N\N o

toct,

51 53

2 Tipi bilesiklerin vanillin (3-metoksi-4-hidroksibenzaldehid) ile reaksiyonlar1 yakin bir
zamanda incelenmis ve 54 tipi 3-alkil(aril)-4-(3-metoksi-4-hidroksibenzilidenamino)-
4,5-dihidro-1H-1,2,4-triazol-5-on bilesikleri sentezlenmistir. Ayrica, 54 tipi bilesiklerin
metillendirme ve asetillendirme reaksiyonlar1 incelenerek 27 ve 55 tipi bilesikler
sentezlenmistir (Denklem 45). Calismada ayrica, 54 tipi bilesiklerin farkli susuz
coziiclilerde TBAH ile potansiyometrik olarak titrasyonlar1 yapilarak yari ndtralizasyon
metodu ile asitlik sabitleri tayin edilmistir. Buna ilaveten, sentezlenen yeni bilesiklerin 3

farkli yontemle in-vitro antioksidan 6zellikleri de incelenmistir [34-36].

OCH;
R _NH - CH30 R /NCH%(E;OH
) 0
HO CHO — > //L
+
N\ITI/LO H,0 N\ITI (@]
H H
2 55 45)
*
2
<O ‘%%?2
AL Yoo

Y ]
CH; COCH;
27 55

Benzensulfonil kloriiriin  trietilamin  varliginda 4-hidroksibenzaldehid ile buz
banyosunda muamelesinden elde edilen 56 tipi benzaldehid tiirevinin 2 tipi bilesiklerle

reaksiyonu da son yillarda incelenmis ve 57 tipi  3-alkil(aril)-4-(4-
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benzensulfoniloksibenzilidenamino)-4,5-dihidro-1H-1,2,4-triazol-5-on bilesikleri elde
edilmis ve bu bilesiklerin N-asetillendirme reaksiyonlar1 incelenerek 58 tipi bilesikler
sentezlenmistir. Calismada ayrica 57 tipi bilesiklerin farkli susuz ¢oziiciilerde
potansiyometrik yontemle pKa degerlerinin tayini yanmnda 57 ve 58 tipi bilesiklerin 3
farkli yontemle in-vitro antioksidan o6zellikleri ve DNA ile eslesme Ozellikleri

incelenmistir (Denklem 46) [37-40].

OHC@OH . @soza
lE@N 0
-HCI B I
) 1

e 0 1L 0

~ 0 ~ O

) + 0“@%@ ErC I

H O H

2 56 57 (46)
+Ac,0O
-CH;COOH

3-Metoksi-4-hidroksibenzaldehidin  trietilaminli ortamda fenilasetil klorlir ile
reaksiyonundan  sentezlenen 59  tipi  benzaldehid  tiirevi  (3-metoksi-4-
fenilasetoksibenzaldehid) ile 2 tipi bilesiklerin ayri ayr1 muamelesinden 60 tipi 3-
alkil(aril)-4-(3-metoksi-4-fenilasetoksibenzilidenamino)-4,5-dihidro-1H-1,2,4-triazol-5-
on bilesiklerinin ve bunlarm asetillendirilmesinden de 61 tipi N-asetil tiirevlerinin elde

edildigi bildirilmistir (Denklem 47-49) [41].

OCH; OCH;

0
1

HOC@—OH T @—CHZCOCI %%» HOC@OC—CHQ@ @7)
59
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60 61

4-Metoksi-3-hidroksibenzaldehidin  trietilaminli  ortamda sinnamoil kloriir ile
reaksiyonundan  sentezlenen 62  tipi  benzaldehid  tiirevi  (4-metoksi-3-
sinnamoiloksibenzaldehid) ile 2 tipi bilesiklerin ayr1 ayri muamelesinden 63 tipi 3-
alkil(aril)-4-(4-metoksi-3-sinnamoiloksibenzilidenamino)-4,5-dihidro-1H-1,2,4-triazol-
5-on bilesikleri sentezlenmis ve N-asetil tiirevleri elde edilmistir (64) (Denklem 50 ve

51) [42, 43].
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Tereftaloil kloriiriin trietilaminli ortamda etil asetat i¢cinde sogukta 3-etoksisalisilaldehid
(3-etoksi-2-hidroksibenzaldehid) ile muamelesinden yeni bir dialdehid olan 65 tipi di-
(2-etoksi-5-formilfenil) tereftalat bilesigi elde edilmistir. Bu bilesigin 2 tipi bilesiklerle
reaksiyonundan imin tipi heterosiklik yeni bilesikler olan 66 tipi di-[2-etoksi-5-(3-
alkil/aril-4,5-dihidro-1H-1,2,4-triazol-5-on-4-il)-azometinfenil]  tereftalat bilesikleri

sentezlenmis ve farkli susuz ¢oziiciilerde potansiyometrik yontemle pKa degerlerinin

tayini yapilmustir. (Denklem 52).[44]
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Denklem 52 uyarinca sentezlenen 66 tipi bilesiklerin asetik anhidrid ile asetillendirme
reaksiyonlar1 da incelenmis olup, karsin olan 67 tipi di-[2-etoksi-5-(1-asetil-3-alkil/aril-
4,5-dihidro-1H-1,2,4-triazol-5-on-4-il)-azometinfenil] tereftalat bilesikleri olan 6 adet
yeni N-asetil tiirevi elde edilmis ve 66 ve 67 tipi bilesiklerin 3 farkli ydntemle in-vitro

antioksidan 6zellikleri incelenmistir (Denklem 53).[44]
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Calismada tereftaloil kloriir yerine izoftaloil kloriir kullanilmis ve ayni sartlarda 3-
etoksisalisilaldehid (3-etoksi-2-hidroksibenzaldehid) ile muamele sonucu yeni bir
dialdehid olan 68 tipi di-(2-etoksi-5-formilfenil) izoftalat bilesigi elde edilmistir. Bu
bilesigin 2 tipi bilesiklerle reaksiyonundan imin tipi heterosiklik yeni bilesikler olan 69
tipi  di-[2-etoksi-5-(3-alkil/aril-4,5-dihidro-1H-1,2,4-triazol-5-on-4-1l)-azometinfenil]
izoftalat bilesikler sentezlenmistir. Sentezlenen 69 tipi bilesigin de asetik anhidrid ile N-
asetillendirme reaksiyonlar1 incelenmis ve karsin olan 70 tipi di-[2-etoksi-5-(1-asetil-3-
alkil/aril-4,5-dihidro-1H-1,2,4-triazol-5-on-4-il)-azometinfenil] izoftalat bilesikleri elde
edilmistir (Denklem 54).[44]
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Yapilan baska bir calismada ise, 3-etoksisalisilaldehid (3-etoksi-2-hidroksibenzaldehid)
trietilaminli ortamda fenilasetil kloriir ile muamele edilmis ve yeni bir benzaldehid
tiirevi olan 2-fenilasetoksi-3-etoksibenzaldehid (71) elde edilmis ve 2 tipi bilesikleri ile
reaksiyona sokularak yeni 3-alkil(aril)-4-(2-fenilasetoksi-3-etoksibenzilidenamino)-4,5-
dihidro-1H-1,2,4-triazol-5-on (72) bilesigi sentezlenmistir. Ayrica, sentezlenen 72 tipi
bilesiklerin assetik anhidrid ile N-asetillendirme reaksiyonlar1 da incelenmis ve karsin

olan 73 tipi yeni heterosiklik bilesikleri sentezlenmistir (Denklem 55) [44].
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Son yillarda yapilan bir calismada 3-hidroksi-4-metoksibenzaldehidin trietilaminli
ortamda p-toluensulfonil kloriir ile reaksiyonundan sentezlenen 4-metoksi-3-(p-
toluensulfoniloksi)-benzaldehidin (74) 2 tip1 bilesiklerle ayr1 ayr1 muamelesinden 75 tipi
3-alkil(aril)-4-[4-metoksi-3-(p-toluensulfoniloksi)-benzilidenamino]-4,5-dihidro-1H-
1,2,4-triazol-5-on bilesikleri sentezlenmistir ve bu bilesiklerin asetik anhidrid ile
muamelesinden yeni 76 tipi 1-asetil-3-alkil(aril)-4-[4-metoksi-3-(p-toluensulfoniloksi)-
benzilidenamino]-4,5-dihidro-1H-1,2,4-triazol-5-on bilesikleri elde edilmistir. Elde
edilen bu bilesiklerin biyolojik aktiviteleri incelenmistir (Denklem 56).[45]
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Yapilan bagka bir calismada, Kaynak 34’e gore Denklem 45 uyarinca sentezlenen 54
tipi bilesiklerin sodyum etoksitli ortamda benzil bromiir ile reaksiyonlarindan N- ve O-
benzil tiirevleri olan 77 tipi 1-benzil-3-alkil(aril)-4-(3-metoksi-4-
fenilmetoksibenzilidenamino-4,5-dihidro-1H-1,2,4-triazol-5-on sentezlenmistir

(Denklem 58, 59) [41].
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Ayn1 calismada 54 tipi bilesiklerin sodyum etoksitli ortamda fenasil bromiir ile de
reaksiyonlar1  incelenmis ve 78 tipi  1-fenasil-3-alkil(aril)-4-(3-metoksi-4-
benzoilmetoksibenzilidenamino)-4,5-dihidro-1H-1,2,4-triazol-5-on bilesikleri

sentezlenmistir (Denklem 48) [41].

OCH; ?
N=CH OH R N OCHzC@
R 7 N
s T

n 2NaOEt/2C¢Hs;COCH,Br > N_ /LO (60)
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N N
\T‘\I |
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Son yillarda yapilan ilging bir calismada ise, 79 tipi bilesiklerin sodyum etoksitli
ortamda fenasil bromiir ile reaksiyonlar1 incelenmis ve sentezlenen 80 tipi bilesiklerin
farkli iki reaksiyon sartlarinda NaBHj ile indirgenme reaksiyonlar1 incelenerek 81 ve 82

bilesikleri elde edilmistir (Denklem 61) [46].
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1.3.  Yeni Bilesiklerin Sentezi

Calismada c¢esitli reaksiyonlar1 incelenen 2 tipi 3-alkil(aril)-4-amino-4,5-dihidro-1H-
1,2,4-triazol-5-on bilesiklerinin sentezi amaciyla bugiline kadar bazi yontemler
gelistirilmistir. Bu bilesiklerin sentezi igin en uygun olan ve ¢alismada da kullanilan
yontemde, nitrillerden Pinner Yontemi [12]’ne gore sentezlenen 1 tipi iminoester
hidrokloriirler (alkil imidat hidrokloriirler) in soguk mutlak etanollii ortamda etil
karbazat ile muamelesinden [2-5] elde edilen ester etoksikarbonilhidrazonlar (2)

hidrazin hidrat ile kaynar sulu ortamda muamele edilmislerdir (Denklem 1- 3) [5-10].

Tez kapsaminda sentezi planlanan orjinal bilesiklerin elde edilmesinde kullanilan 2 tipi
3-alkil(aril)-4-amino-4,5-dihidro-1H-1,2,4-triazol-5-onlarin sentezi ¢alismada ilk olarak
gerceklestirilmistir. Bu amagla Oncellikle karsin olan nitrillerden baslanarak Pinner
Metoduna gore [12] Denklem 5 wuyarinca literatliirde kayith 1 tipi iminoester
hidrokloriirler (alkil imidat hidrokloriirler) olan etil imidoasetat hidrokloriir (1a), etil
imidopropiyonat hidrokloriir (1b), etil imido-n-butirat hidroklorir (lc), etil

imidofenilasetat hidrokloriir (1d), etil imido-p-tolilasetat hidrokloriir (1e), etil imido-p-

43



klorofenilasetat hidrokloriir (1f) ve etil imidobenzoat hidrokloriir (1g) bilesikleri elde

edilmistir.

Calismada bunu izleyerek 1 tipi bilesiklerinin Denklem 3 uyarinca etil karbazat ile ayr1
ayrt muamelesinden yine literatiirde kayitli 4 tipi ester etoksikarbonilhidrazonlar olan
etil asetat etoksikarbonilhidrazon (4a), etil propiyonat etoksikarbonilhidrazon (4b), etil
n-butirat etoksikarbonilhidrazon (4c), etil fenilasetat etoksikarbonilhidrazon (4d), etil p-
tolilasetat etoksikarbonilhidrazon (4e), etil p-klorofenilasetat etoksikarbonilhidrazon
(4f) ve etil benzoat etoksikarbonilhidrazon (4g) bilesikleri sentezlenmis ve bu
bilesiklerin de denklem 4 uyarinca hidrazin hidrat ile ayr1 ayri muamelesinden ¢alisma
icin gerekli olan ve literatiirde kayitli bulunan 2 tipi 3-metil-4-amino-4,5-dihidro-1H-
1,2,4-triazol-5-on (2a), 3-etil-4-amino-4,5-dihidro-1H-1,2,4-triazol-5-on (2b), 3-n-
propil-4-amino-4,5-dihidro-1H-1,2,4-triazol-5-on (2c), 3-benzil-4-amino-4,5-dihidro-
1H-1,2,4-triazol-5-on (2d), 3-p-metilbenzil-4-amino-4,5-dihidro-1H-1,2,4-triazol-5-on
(2e), 3-p-klorobenzil-4-amino-4,5-dihidro-1H-1,2,4-triazol-5-on (2f), 3-fenil-4-amino-
4,5-dihidro-1H-1,2,4-triazol-5-on (2g) bilesikleri elde edilmistir.

Calismanin ilk olarak, 4-hidroksibenzaldehidin trietilaminli ortamda fenilasetil kloriir
ile reaksiyonundan sentezlenen 83 tipi benzaldehid tiirevi 4-fenilasetoksibenzaldehid ile
2 tipi bilesiklerin ayr1 ayri muamelesinden 84 tipi 7 adet yeni 3-alkil(aril)-4-(4-
fenilasetoksibenzilidenamino)-4,5-dihidro-1H-1,2,4-triazol-5-on bilesikleri tiirevi 3-
metil-4-(4-fenilasetoksibenzilidenamino)-4,5-dihidro-1H-1,2,4-triazol-5-on (85), 3-etil-
4-(4-fenilasetoksibenzilidenamino)-4,5-dihidro-1H-1,2,4-triazol-5-on (86), 3-n-propil-
4-(4-fenilasetoksibenzilidenamino)-4,5-dihidro-1H-1,2,4-triazol-5-on (87), 3-benzil-4-
(4-fenilasetoksibenzilidenamino)-4,5-dihidro-1H-1,2,4-triazol-5-on (88), 3-p-
metilbenzil-4-(4-fenilasetoksibenzilidenamino)-4,5-dihidro-1H-1,2,4-triazol-5-on  (89),
3-p-klorobenzil-4-(4-fenilasetoksibenzilidenamino)-4,5-dihidro-1H-1,2,4-dihidro-1H-
1,2,4-triazol-5-on (90) ve 3-fenil-4-(4-fenilasetoksibenzilidenamino)-4,5-dihidro-1H-
1,2,4-triazol-5-on (91) sentezlenmistir (Denklem 62 ve 63). [47]

44



v - Qrode Ok o)

il x @ (O

H
2 83
63
1,0 (63)
0
| N
N\N o
|
H 84

Calismanin orijinal boliimiinde 84 tipi bilesiklerinin asetik anhidrid ile muamelesinden
N-asetil  tilirevleri olan 7 adet yeni 92 tipi 1-asetil-3-alkil(aril)-4-
(fenilasetoksibenzilidenamino)-4,5-dihidro-1H-1,2,4-triazol-5-on tiirevleri olan 1-asetil-
3-metil-4-(4-fenilasetoksibenzilidenamino)-4,5-dihidro-1H-1,2,4-triazol-5-on  (93), 1-
asetil-3-etil-4-(4-fenilasetoksibenzilidenamino)-4,5-dihidro-1H-1,2,4-triazol-5-on  (94),
1-asetil-3-n-propil-4-(4-fenilasetoksibenzilidenamino)-4,5-dihidro-1H-1,2,4-triazol-5-
on (95), [l-asetil-3-benzil-4-(4-fenilasetoksibenzilidenamino)-4,5-dihidro-1H-1,2,4-
triazol-5-on  (96), l-asetil-3-p-metilbenzil-4-(4-fenilasetoksibenzilidenamino)-4,5-
dihidro-1H-1,2,4-triazol-5-on (97), 1-asetil-3-p-klorobenzil-4-(4-
fenilasetoksibenzilidenamino)-4,5-dihidro-1H-1,2,4-dihidro-1H-1,2,4-triazol-5-on  (98)
ve l-asetil-3-fenil-4-(4-fenilasetoksibenzilidenamino)-4,5-dihidro-1H-1,2,4-triazol-5-on
(99) sentezlenmistir (Denklem 64).
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1.4. Serbest Radikaller ve Antioksidanlar

Atom veya molekiillerdeki elektronlar ¢ekirdegin etrafinda orbital olarak tanimlanan
bolgelerde hareket ederler. Her orbitalde birbirine zit yonde hareket eden en fazla iki
elektron bulunur. Bir atom veya molekiill dig orbitallerinde bir veya daha fazla
ortaklanmamis (eslesmemis) elektron bulunduruyorsa “serbest radikal (SR)” olarak
tanimlanir. Bu tip molekiiller, ortaklanmamis elektronlarindan dolayr oldukga
reaktiftirler [48, 49]. En basit serbest radikal bir elektron ve bir protonu olan hidrojen
atomudur. Serbest radikallerde eslesmemis elektron, atom veya molekiiliin iist kismina

konulan bir nokta ile belirtilir [48].

Cesitli fiziksel etkenler ve kimyasal olaylar nedeniyle ¢cevrede ve hiicresel kosullarda

devamli bir radikal olusumu vardir. Serbest radikaller ii¢ temel yolla olusur [48, 50, 51].
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a) Kovalent Baglarin Homolitik B6liinmesi ile: Kovalent bagmn kopmasi sirasinda bag

yapisindaki iki elektronun her biri ayr1 ayr1 atomlar iizerinde kalir.

XY — X- Y- (65)

b) Normal Bir Molekiiliin Elektron Kaybetmesi Ile: Radikal dzelligi bulunmayan bir

molekiilden elektron kaybi swrasinda dis orbitalinde eslesmemis elektron kaliyorsa
radikal formu olusur. Ornegin, tokoferol ve askorbik asit gibi hiicresel antioksidanlar,
radikal tiirlere tek elektron verip radikalleri indirgerken, kendilerinin radikal formu

olusur.

¢) Normal Bir Molekiile Tek Bir Elektron Transferi Ile: Radikal 6zelli§i gdstermeyen
bir molekiile tek elektron transferi ile dis orbitalinde eslesmemis elektron olusuyorsa bu
tiir indirgenme radikal olusumuna neden olabilir. Ornegin, molekiiler oksijenin tek

elektron ile indirgenmesi, radikal formu olan siiperoksidi meydana getirir.

0O, + &€ —» 0Oy (66)

Biyolojik sistemlerde serbest radikaller en fazla elektron transferi sonucu olusurlar.
Serbest radikaller pozitif yiiklii, negatif yiikli veya noétral olabilirler. Biyolojik
sistemlerde en 6nemli radikaller, serbest oksijen radikalleri (SOR) olmakla beraber; C,
N, S tiirevi olan radikaller ve inorganik molekiiller de vardir. Cu®", Fe', Mn®", Mo’"
gibi gecis metallerinin de ortaklanmamis elektronlar1 oldugu halde serbest radikal olarak
kabul edilmezler. Fakat bu iyonlar reaksiyonlar1 katalizledikleri i¢in serbest radikal

olusumunda 6nemli rol oynarlar [48, 50].

Reaktif oksijen tiirleri (ROT) olusumu ve bunlarin meydana getirdigi hasar1 dnlemek
icin viicutta bircok savunma mekanizmalar1 vardir. Bu mekanizmalar “antioksidan
savunma sistemleri” veya kisaca ‘“antioksidanlar” olarak bilinirler. Antioksidanlar
serbest radikalleri notralize etmek igin karsilikli etkilesim halinde olan endergonik ve
ekzergonik kaynakli, ¢ok cesitli bilesiklerdir. Bu bilesikler gida kdkenli antioksidanlar

(C vitamini, E vitamini, karotenoidler, lipoik asit gibi), antioksidan enzimler (SOD,
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glutatyon peroksidaz, glutatyon rediiktaz gibi), metal baglayici proteinler (ferritin,
albiimin, laktoferrin, seruloplasmin gibi) ve bitkilerde yaygin sekilde bulunan cesitli

antioksidan fitonutrientlerdir [48].

“Antioksidan”  terimi uluslararasi kabul edilmis herhangi bir tanim ile
sinirlandirilmamstir. Gidalardaki antioksidanlar “yaglar gibi kolaylikla okside olabilen
materyallerin oksidasyonunu Onleyebilen veya geciktirebilen kiiciik miktardaki
maddeler” olarak tanimlanmistir. Lipidlerin yani sira protein, DNA ve karbohidrat gibi
okside olabilen diger tiim bilesikleri de igeren diger bir tanim “okside olabilen
substratlara kiyasla diisiik konsantrasyonlarda bulunan ve substratlarin oksidasyonunu

onleyen veya geciktiren maddeler” seklindedir [48, 52].

1.4.1. Oksijen ve Reaktif Oksijen Tiirleri (ROT)

Molekiiler oksijen (O,), iki kovalent bag yapmasina ragmen, molekiiliin paramanyetik
ozellikte olmas1 eslesmemis elektron icerdigini gosterir. Dis orbitallerinde bulunan iki
elektron, spinleri ayn1 yonde ve farkli orbitallerde iken molekiill minimum enerji
seviyesindedir [48, 53]. Serbest radikal tanimina gore oksijen bir “diradikal” olarak
degerlendirilir. Diradikal oksijen, spin kisitlanmasindan dolay1 radikal olmayan
maddelerle yavas reaksiyona girmesine ragmen, diger serbest radikaller ile kolaylikla

reaksiyona girer [48, 50, 54].

Oksijen bulunan bir ortamda fiziksel ve kimyasal etkenlerle, zorunlu metabolik
reaksiyonlar sonucu oksijen radikalleri iiretilir. Oksijen radikalleri biyolojik sistemlerde
bulunan en onemli serbest radikallerdir. Bunlar arasinda siiperoksit radikali (O;"),
hidroksil radikali (OH) ve radikal olmayan hidrojen peroksitin (H,O,) 6zel yerleri
vardir ve “reaktif oksijen tiirleri (ROT)” olarak bilinirler [48].

Reaktif oksijen tiirleri, cesitli serbest radikallerin olustugu serbest radikal zincir

reaksiyonlarmi baglatabilirler ve hiicrede karbon merkezli organik radikaller (R),

peroksil (peroksi) radikalleri (ROO"), alkoksil (alkoksi) radikalleri (RO), tiyil radikalleri
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(RS’) gibi 6nemli serbest radikallerin olusumuna neden olurlar. Tiyil radikalleri
oksijenle tekrar reaksiyona girip siilfenil (RSO’) veya tiyil peroksil (RSO;) gibi
radikalleri de olusturabilirler [48, 50, 54].

Reaktivite radikale ve ortamda bulunan molekiile baghdir. Iki serbest radikal
karsilastiginda eslesmemis elektronlar1 kovalent bag yaparak birlesir. Ancak bunun
sonucunda olusan tiirler de reaktif olabilir. Buna 6rnek olarak NO" ve O, ’in ¢ok hizli

reaksiyonu ile bir nonradikal iiriin olan peroksinitritin olusumu verilebilir [48]:

0, + NO* ——»  ONOO (67)

Bununla birlikte bir serbest radikal, radikal olmayan bir madde ile reaksiyona girerek
yeni bir radikal olusturabilir. Biyolojik molekiillerin biiyiik bir kismi radikal olmadig:
icin, in vivo sartlarda reaktif bir radikalin olusumu, genellikle zincir reaksiyonunun

baslamasina yol acabilir [48, 55].

1.4.1.1. Siiperoksit Radikali (O;")

Hemen tiim aerobik hiicrelerde oksijenin bir elektron alarak indirgenmesi sonucu

siiperoksit radikali olusur. Baslica su yollarla tiretilmektedir [48, 49, 56]

1. Katekolaminler, hidrokinonlar, rediikte flavinler, tiyoller, tetrahidrofolatlar gibi
biyolojik molekiillerin aerobik ortamda otooksidasyonu sonucu siiperoksit

meydana gelir.
2. Aktive olmus fagositik hiicreler (notrofiller, monositler, makrofajlar,
eozinofiller), viriis veya bakteriyi inaktive etmek ic¢in bol miktarda siiperoksit

uretirler.

3. Mitokondriyal enerji metabolizmasi sirasinda olusan elektron sizintis1 sonucu

kullanilan oksijenin %1-3’ii siiperoksit radikali yapimui ile sonlanir.
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4. Indirgenmis gecis metallerinin otooksidasyonu siiperoksidi olusturabilir.

Cu'/ F* + 0 —— Cu*'/FT + 0Oy (68)

Stiperoksit radikalinin 6nemi H»,O, kaynagi ve geg¢is metal iyonlarmin indirgeyicisi
olmasidir. Ayrica hiicresel kosullarda iiretilen siiperoksit hem oksitleyici hem de
indirgeyici olarak davranabilir. Ornegin; ferrisitokrom c ile reaksiyonunda indirgeyici
olarak davranarak bir elektron kaybeder ve oksijene doniistir. Epinefrin oksidasyonunda
ise oksidan olarak davranarak bir elektron alir ve H,O;’ye indirgenir [48, 50].
Stiperoksit radikali diisiik pH degerlerinde daha reaktiftir ve oksidan olan perhidroksil
radikalini (HO;’) olusturmak iizere protonlanir. Siiperoksit radikali ve perhidroksi
radikali birbiriyle reaksiyona girince bir1 yiikseltgenir, digeri indirgenir. Bu

dismutasyon reaksiyonu sonucu H,O; olusur [48].

HOy + Oy + H —» 0, + H0, (69)

1.4.1.2. Hidrojen Peroksit (H,0,)

Molekiiler oksijenin ¢evresindeki molekiillerden iki elektron almasi veya siiperoksidin

bir elektron almasi sonucu H,O, meydana gelir [48].

0, + 2¢ + 2H ——» H,0, (70)

0" + e + 21‘1+ — H>0O, (71)

Yapisinda eslesmemis elektron igermedigi i¢in radikal degildir. Ancak biyolojik
membranlar1 gegerek hiicrelerin arasina veya i¢ine kolayca difiize olabilir ve uzun

Omiirli bir oksidandir [48, 49, 56].

50



H,0; bir radikal olmadig1 halde, ROT i¢ine girer ve serbest radikal biyokimyasinda
onemli rol oynar. Ciinkii ge¢is metal iyonlar1 varliginda Fenton reaksiyonu sonucu;
stiperoksit radikali varliginda Haber-Weiss reaksiyonu sonucu en reaktif ve daha ¢ok

hasar verici olan hidroksil radikaline doniisiir [48, 57].

Haber-Weiss reaksiyonu stiperoksidin direkt olarak H,O; ile reaksiyonudur, katalizorsiiz
reaksiyon oldukg¢a yavas ilerler. Demirle katalizlenen ikinci sekli ise ¢ok hizlidir. Bu
reaksiyonda énce ferri demir (Fe’") siiperoksit tarafindan ferro demire (Fe*") indirgenir.
Sonra Fenton reaksiyonu ile H>O,’den "‘OH ve "OH firetilir. Reaksiyon mekanizmasi

asagidaki sekildedir [48, 50]:

0" + F' —» 0, + Fe?*
H,0, + Fe¥© — OH + OH + Fe' (Fenton Reaksiyonu) (72)

Net O, + H,0b —> 0O, + OH + 'OH (Haber-Weiss Reaksiyonu)

1.4.1.3. Hidroksil Radikali COH)

Hidroksil radikalinin olusum yollarindan biri ge¢is metalleri varliginda H,O,’nin
indirgenmesidir (Fenton reaksiyonu). Suyun yiiksek enerjili iyonlastiric1 radyasyona

maruz kalmasi sonucu da olusur [48].

Biyolojik sistemlerdeki en reaktif ve hasar verici radikal tiiriidiir. Yarilanma omrii ¢ok
kisa olmasina ragmen ortamda rastladigi her biyomolekiille tepkimeye girer ve olustugu
yerde biiyiik hasara neden olur [48, 49, 50]. Tiyoller ve yag asitleri gibi molekiilerden
bir proton kopararak tiyil radikalleri (RS’), C merkezli organik radikaller (R’), organik
peroksitler (RCOO’) gibi yeni radikallerin olusmasina sebep olur [48].

RSH + OH ——> R-S- + H,O (73)
i i
|

_|C_ + OH —C— + H)0 74)
H
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Her tiir biyolojik molekiille reaksiyona girse de 6zellikle elektronca zengin bilesikler
tercihli hedefleridir. Niikleik asitler (piirin ve pirimidin bazlar1) ve proteinler (aromatik

amino asitler) ile ¢esitli radikalik tepkimeler verir [48].

1.4.1.4. Singlet Oksijen ('0,)

Molekiiler oksijenin elektronlarindan birinin enerji alarak kendi spininin ters yoniinde
olan bagka bir orbitale yer degistirmesiyle singlet oksijen olusur. Singlet oksijen
ortaklanmamis elektronu olmadigi icin radikal degildir. Oksijenin ortaklanmamais
elektronlar1 paralel spinli oldugundan oksijendeki spin kisitlamasi singlet oksijende
yoktur ve oldukga reaktif bir oksijen bilesigidir [50, 52, 56]. Delta ve sigma olmak
iizere iki sekli vardir. Delta sekli daha diisiik enerjili (92 kj) oldugundan sigma sekline
(155 kj) gore daha uzun yariomiirliidiir [48, 58].

Viicutta, pigmentlerin (flavin igeren niikleotidler, retinal, bilirubin) oksijenli ortamda
15181 absorblamasiyla, O, ’nin dismutasyon tepkimesi swrasinda, porfirya gibi porfirin

metabolizmasi hastaliklarinda olusabilir [48, 49].

1.4.1.5. Hipoklorik Asit (HOCI)

Doku makrofajlar1 gibi fagositik hiicreler, nétrofil, eozinofil gibi graniilositler
mikroorganizmalar1 6ldiirmek i¢in klorlanmis oksidanlar iiretebilir [48, 59, 60]. HOCI
miyeloperoksidaz enzimi tarafindan H,O, ve CI iyonunun birlesmesi sonucu olusur.

Dokularda hasar olusturan giiclii bir oksidandir.
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1.4.1.6. Nitrik Oksit (NO")

NO' hem fizyolojik hem patofizyolojik siireclerde Onemli bir role sahip serbest
radikaldir. Nitrik oksit ¢esitli reseptorlerin aktivasyonu sonucu L-arginin ve oksijenden
nitrik oksit sentaz (NOS) etkisiyle sentezlenir. Vaskiiler endoteliyal hiicrelerde
olusturulan 6nemli bir vazodilatordiir, 6nemli bir norotransmitterdir, inflamasyon ve
enfeksiyon durumlarinda sitokinler ve endotoksinler tarafindan indiiklenerek bol

miktarda iiretilir ve parazitlerin 61diiriilmesinde rol oynar [48, 56, 59].

1.4.2. Serbest Radikallerin Etkileri

Gicli reaktif ozellige sahip olan serbest radikaller tiim hiicre bilesenleriyle kolayca
etkilesebilirler. Hiicrenin savunma mekanizmalari ile ortadan kaldirilmazlarsa, biyolojik
molekiillerle reaksiyona girerek yeni serbest radikallerin olustugu zincirleme bir

reaksiyon baglatir [48].

1.4.2.1. Serbest Radikallerin Lipidlere Etkileri

Lipidler serbest radikallerin etkilerine kars1 en hassas olan biyomolekiillerdir. Hiicre
membranlarindaki ve gidalardaki kolesterol ve yag asitleri serbest radikallerle kolayca
reaksiyona girerek peroksidasyon iiriinleri olustururlar. Coklu doymamis yag asitlerinin
serbest radikaller etkisi ile oksidatif yikimi “nonenzimatik lipid peroksidasyonu™ olarak

bilinir ve zincir reaksiyonu seklinde ilerler [48, 49].
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1.4.2.2. Serbest Radikallerin Proteinlere Etkileri

Proteinler serbest radikallere karsi ¢coklu doymamis yag asitlerinden daha az hassastir.
Ancak proteinin aminoasit i¢erigine gore radikalik hasardan etkilenme derecesi degisir.
Triptofan, tirozin, fenilalanin, histidin gibi doymamis bag iceren ve metiyonin, sistein
gibi kiikiirt bulunduran aminoasitlere sahip proteinler serbest radikallerden kolaylikla
etkilenir [48, 61]. Bunun sonucunda karbon merkezli organik radikaller ve siilfiir
radikalleri olusur. Bu reaksiyonlar sonucu albiimin ve immunoglobin G (IgG) gibi fazla
sayida disiilfit bag1 bulunduran proteinlerin tersiyer yapist bozulur. Hemoglobinin ferro
demiri (Fe™) siiperoksit ve diger oksitleyici ajanlarla oksitlenmeye duyarli olup, bunun

sonucunda oksijen tagimayan methemoglobin olusur [48, 59].

1.4.2.3. Serbest Radikallerin Niikleik Asitlere ve DNA’ya Etkileri

DNA serbest radikallerden kolay etkilenen bir hedeftir. Iyonize edici radyasyonla
olusan radikaller, DNA’y1 etkileyerek hiicre mutasyonuna ve dliimiine yol agabilirler.
Aktive olmus notrofillerden saliman H>O, membranlardan kolayca gecebildigi i¢in hiicre
cekirdegine kadar ulasir. Burada olusan hidroksil radikali dort DNA baziyla kolayca
reaksiyona girerek baz modifikasyonlarma neden olur [48, 56]. DNA hasar1 onarilmazsa

hiicre disfonksiyonuna ve hatta hiicre 6liimiine yol agabilir [48, 50].

1.4.2.4. Serbest Radikallerin Karbohidratlara Etkisi

Serbest radikallerin karbohidratlar iizerinde polisakkarit depolimerizasyonu ve 6zellikle
monosakkarit otooksidasyonu gibi etkileri vardir. Monosakkaritlerin otooksidasyonu ile
meydana gelen siiperoksitler ve okzalaldehitler diyabet ve sigara i¢cimi ile ilgili patolojik
olaylarda rol oynar. Okzaldehitler ayrica DNA, RNA ve proteinlere baglanabilme
ozelliklerinden dolay1r antimitotik etki gosterirler. Bu nedenle kanser ve yaslanma

olaylarinda da rol oynarlar [48].
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Bag dokunun 6nemli bir mukopolisakkaridi olan hiyaliironik asit sinoviyal sivida bol
miktarda bulunmaktadir. Romatoit artrit gibi enflamatuar eklem hastaliklarinda

hiyaliironik asidin olusan serbest radikal tarafindan parcalandig1 gosterilmistir [48, 62,
63].

1.4.3. Antioksidanlarin Siniflandirilmasi

Antioksidanlarin siniflandirilmasi gesitlilik gostermektedir. Dogal (endojen kaynakli) ve
eksojen kaynakli antioksidanlar olarak siniflandirilabildigi [50] gibi enzim ve enzim
olmayan antioksidanlar [48, 64] seklinde siniflandirmalar da mevcuttur.
Viicudumuzdaki antioksidan savunma sisteminde yer alan baslica elemanlar ise;
enzimler, metal iyonlarmi baglayan proteinler ve suda ve yagda ¢Oziinen radikal

tutucularidir [48, 56, 65].

1.4.4. Antioksidan Aktivite Tayin Metodlar:

Son zamanlarda toplam antioksidan kapasite veya toplam antioksidan aktiviteyi 6lgmek
icin birka¢ metod gelistirilmistir. Trolox ekivalenti antioksidan kapasite (TEAC),
toplam radikal tutma parametresi (TRAP), demir (III) iyonu indirgeme giicii (FRAP) ve
oksijen radikalini absorblama kapasitesi (ORAC) bunlardan bazilaridir [48].

Bu metodlar substrat, prob, reaksiyon sartlar1 ve antioksidan etkinin hesaplanma sekline
gore birbirinden farkhidir. Bu yiizden farkli metodlardan alinan sonuglar1 karsilagtirmak

son derece zordur [48, 66].

Bu metodlar kimyasal reaksiyonlarina gore baslica iki gruba ayrilirlar [48]: Hidrojen
atomu transferine (HAT) dayanan metodlar ve bir tek elektron transferine (ET) dayanan
metodlar. HAT- ve ET-temelli metodlar 6rnegin koruyucu antioksidan kapasitesi yerine

radikal veya oksidan giderici kapasitesini 6l¢meyi hedefler. Basit “lipidsiz” sistemlerde;
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antioksidandan serbest radikal molekiiliine elektron transferi veya H' verilmesinin direk

Olgtimii yapilir. Bu metodlar ticari kit halinde de olup, yaygin sekilde kullanilirlar [48].

1.4.4.1. HAT-Temelli Metodlar

ORAC, TRAP gibi HAT-temelli metodlarda peroksil radikali (ROO’) olusturmak tizere
bir radikal baslatic1 kullanilir. Eklenen antioksidan radikaller i¢in ortamdaki substrat ile
yarigir. ROO' tercihen antioksidandan bir hidrojen atomu alir. Sonugta ROO' ve hedef
molekiil arasindaki reaksiyon inhibe edilir veya geciktirilir [48, 67, 68].

1. ORAC (Oksijen Radikalini Absorblama Kapasitesi) Metodu: Cesitli ekstraktlar ve
fitokimyasallarin antioksidan aktivitesini 6l¢mek i¢in kullanilir. Metodun ilk halinde
prob olarak fluoresan bir protein olan [B-fikoeritrin (B-PE) ile ve peroksil radikal
baglaticis1 olarak AAPH (2,2'-azobis(2-amidinopropan)dihidroklorit) bilesigi ile
calisilmistir. Ancak B-PE’nin fotostabil olmamasi, polifenolik maddelerle etkilesimi ve
radikal baglatici eklenmediginde bile fluoresansinin azalmasi dezavantajlariyla
kargilagilmis ve sonralari ORAC metodu, prob olarak B-PE yerine floressein
kullanilarak gelistirilmistir. Floressein (FL, 3',6'-dihidroksispiro [izobenzofuran-1[3H],
9'[9H]-ksanten]-3-on) protein olmayan sentetik bir probdur [48, 52].

Bu metotta radikal baslatici olan AAPH, floressein veya B-PE’nin fluoresansinda
azalmaya neden olur. Reaksiyon ilerledikce fluoressein veya B-PE tiiketilir. Antioksidan

varliginda AAPH radikalleri giderilir ve fluoresans azalmasi inhibe edilir [48, 69].

2. TRAP (Toplam Radikal Tuzaklayic1 Antioksidan Parametre) Metodu: Plazma ve
serumun “total antioksidan kapasitesi”’ni 6lgmek icin gelistirilmistir. Bu metod plazma
antioksidanlarimi okside etmek icin ABAP (2,2'-azobis(2-amidinopropan) hidroklorit)
radikal baglaticis1 tarafindan peroksil radikallerinin iiretilmesi ve meydana gelen
oksidasyon smrasinda tiiketilen oksijenin Olciilerek izlenmesine dayanir. Daha sonra
metod, oksitlenebilir bir lipid substrati olan linoleik asidin eklenmesiyle modifiye

edilmistir [48, 66]. Modifiye metotta Cu*” ya da bir azo baslaticisi ile linoleik asit
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oksidasyonu yapay olarak indiiklenir, otooksidasyonun ilerleyisi linoleik asit
oksidasyonundan olusan konjuge dienperoksitlerin absorbansmin takibi ile izlenir [48,

68].

3. Crocin Agartma Metodu: Crocin dogal bir karotenoid tiirevidir. Metod serbest radikal
baslatict AAPH (2,2'-azobis(2-amidinopropan)dihidroklorit) tarafindan, crocinin
agarmasimi Onlemede antioksidanlarin inhibisyon kapasitesini 6lger. Crosin safrandan
elde edilen dogal pigmentler karisimi oldugu i¢in ¢ok fazla cesitlilige sahiptir ve
karotenoidler gibi diger gida pigmentleri ayni dalga boyunda (A=450 nm) 151k absorblar.

Bu da crocinin endiistriyel uygulamasini sinirlar [48, 68].

1.4.4.2. ET-Temelli Metodlar

Antioksidanin, Fe’*, ABTS™ gibi bir oksidan tarafindan yiikseltgenmesi sonucunda bir
elektron antioksidandan oksidana transfer edilir, bu da oksidanin renk degisimine sebep
olur. UV/VIS ile absorbans degisimi Olgililiir. Bu absorbans degisiminin derecesi
antioksidan konsantrasyonuyla orantili oldugundan, antioksidanin indirgeyici kapasitesi
tayininde kullamilir. FCR ile toplam fenolik bilesik tayini, Cu*" indirgeme kapasitesi,

TEAC ve FRAP metodlar1 bu sinifa girer [48].

1. FCR ile Toplam Fenolik Bilesik Tayini: Metod baslangigta proteinlerde fenol grubu
iceren tirozin kalintis1 ile Folin-Ciocalteu ayiracinin (FCR) etkilesiminden dolay1
protein analizi i¢in diisiiniilmiistiir. Daha sonralar1 daha genisletilerek toplam fenol
metodu olarak kullanimi artmistir. FCR Cu’, C vitamini gibi fenolik olmayan bilesikler
tarafindan da indirgenebildigi i¢in fenolik bilesiklere spesifik degildir. Ancak fenolik
bilesikler sadece bazik sartlar altinda (metotta pH~10 i¢in karbonat ¢ozeltisi kullanilir)
FCR ile reaksiyon verir. Fenolik antioksidanlarmn varhiginda ayiractaki Mo(VI) nin

indirgenmesiyle renk saridan maviye doner ve 760 nm’de absorbans Olciiliir [48].

FCR o6rnegin indirgeyici kapasitesini 6l¢en bir metod oldugu icin “antioksidan kapasite”

ve FCR ile toplam fenol metodu arasinda korelasyon bulunur. Basit ve tekrarlanabilir
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bir metod oldugundan, fenolik antioksidan ¢aligmalarinda rutin olarak kullanilmaktadir

[48, 68].

2. TEAC (Trolox Ekivalenti Antioksidan Kapasite) Metodu: Ik kez 1993 yilinda
bildirilen metod daha sonralar1 gelistirilmistir. Bu metotta metmiyoglobin/H,O;
sisteminin ~ olusturdugu  ferrilmiyoglobin  radikali ~ABTS  (2,2'-azinobis(3-
etilbenzotiazolin-6-siilfonat)) ile etkileserek ABTS™ katyonik radikalini iiretir. Olusan
ABTS" radikalinin antioksidan tarafindan giderilmesi 734 nm’de absorbansin
azalmasiyla takip edilir [48, 66]. Modifiye metotta ise ABTS" radikali, ABTS nin
potasyum persiilfat oksidasyonuyla direk tretilir. Antioksidan kapasite suda ¢oziinen E
vitamini analogu olan trolox konsantrasyonu (mM) olarak tayin edilir. TEAC, 1 mM
troloxunkiyle ayn1 aktiviteyi gostermek i¢in gerekli olan antioksidan konsantrasyonunu
ifade eder. Kullanimi artmasina ragmen bazi sinirlamalar1 vardir. En biiyiik dezavantaji

sentetik ABTS™ radikalinin biyolojik sistemlerde bulunmamasidir [48, 52, 68].

3. FRAP (Fe(Ill) iyonu Indirgeme Giicii) Metodu: Bu metotta diisiik pH’da ferrik
tripiridiltriazin kompleksi (Fe’*-TPTZ) antioksidanlarin etkisiyle ferréz kompleksine
(Fe*-TPTZ) indirgenir. Olusan kompleksin 593 nm’de absorbansi 6lgiiliir. Boylece
elektron vermenin antioksidanlarin toplam indirgeme kapasitesiyle lineer oldugu
varsayilir. Bu yaklasimin ana dezavantaji, metod okside olabilen bir substrat

icermediginden antioksidanlarin koruyucu ozellikleri hakkinda bilgi saglamamasidir

[48, 68, 70].

4. DPPH Radikali Giderme Metodu: 1,1-difenil-2-pikrilhidrazil (DPPH) radikali ticari
olarak mevcut, stabil radikallerden biridir. Fenolik antioksidanlarm aktiviteleri Gizerinde
yap1 etkisini ¢aligmak i¢in kullanilan ilk sentetik antioksidanlardan biridir. Etanoldeki
¢Ozeltisi mor renklidir ve 515 nm’de maksimum absorbans verir. Antioksidan tarafindan
indirgenince rengi soldugu icin reaksiyonun ilerleyisi spektrofotometre ile izlenir.
DPPH’in renginin solmasi antioksidan konsantrasyonu ile orantilidir. Baslangigtaki ilk
DPPH konsantrasyonunu % 50 azaltmak i¢in gerekli antioksidan miktar1 “antiradikal
etkinlik”i ifade eder ve ECso (mg/ml) olarak isimlendirilir [48, 66]. ECso degeri

antioksidan aktiviteyi 6l¢gmek i¢in daha yaygin olarak kullanilan bir parametredir [48].
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5. Oksidan Olarak Cu®" Kullanan Toplam Antioksidan Potansiyel Metodu: Bu metoda
dair az sayida yaymlanmis bilgi vardir. Ornekte bulunan indirgenler (antioksidanlar)
tarafindan Cu®" Cu”e indirgenir. Cu” kromojenik bir reaktif olan batokupronin (2,9-
dimetil-4,7-difenil-1,10-fenantrolin) ile kompleks olusturur. 490 nm’de maksimum

absorbans Olciiliir [48, 68].
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2. MATERYAL VE YONTEM

2.1. Sentez

Bu calisma Kafkas Universitesi Fen Edebiyat Fakiiltesi Kimya Boliimii Organik Kimya
Arastirma Laboratuarmda gergeklestirilmistir. Calismada kullanilan kimyasal maddeler
Merck, Fluka ve Aldrich firmalarindan saglanmistir. Gerekli ¢oziiciiler ise yerli ya da

yurtdis1 kaynaklardan temin edilmistir.

Calisma kapsaminda sentezlenen bilesiklerin erime noktalart WRS-2A Microprocessor

Melting-point Apparatus marka erime noktasi tayin cihazinda tayin edilmistir.

Yap1 aydinlatilmasinda kullanilan IR  spektrumlar1 calismanin  yiritildigi

laboratuarda, ALPHA-P BRUKER FT-IR spektrometresinde alinmistir.

'"H-.NMR ve "“C-NMR spektrumlar1 Hacettepe Universitesi Fen Fakiiltesi Merkez
Laboratuarinda, Bruker marka 400 MHz’lik NMR cihazinda alinmaistir.

UV absorbsiyon spektrumlar1 da Kafkas Universitesi Fen Edebiyat Fakiiltesi Organik
Kimya arastirma Laboratuarinda PG Instruments Ltd T80 UV/VIS Spectrometerde
%95’lik etanolde 10™-10° M c¢ozeltileri halinde 10 mm kuartz hiicreleri kullanilarak

alinmustir.

Calismada sentezlenen bilesiklerin indirgeme giicii, serbest radikal giderme aktivitesi ve
metal selat aktivitesi metotlar1 ile antioksidan ozellikleri Kafkas Universitesi Fen-
Edebiyat Fakiiltesi Kimya Bolimii Organik Kimya Arastrma Laboratuarinda
incelenmistir. Calismada  Schimadzu-1201 UV-Visible  spektrofotometresi

kullanilmstir.
Calismada Oncelikle nitrillerden baslanarak Denklem 5 uyarica Pinner metoduna gore

1 tipi 7 adet iminoester hidrokloriir sentezlenmis olup, bu bilesiklerin belirlenen erime

noktalar1 literatiirdeki verilerle [7-10, 71-73] karsilastirmali olarak asagida verilmistir:
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Etil imidoasetat hidrokloriir (1a): e.n. 99°C (boz) literatiirde e.n. 98-100°C (boz)

Etil imidopropionat hidrokloriir (1b): e.n. 92°C (boz) literatiirde e.n. 92°C (boz)

Etil imidobutirat hidrokloriir (1¢): e.n. 49°C (boz) literatiirde e.n. 49°C (boz

Etil imidofenilasetat hidrokloriir (1d): e.n. 84°C (boz) literatiirde e.n. 85°C (boz)

Etil imido-p-tolilasetat hidrokloriir (1e): e.n. 180°C (boz) literatiirde e.n. 181°C (boz)

Etil imido-p-metoksifenilasetat hidrokloriir (1f): e.n. 180°C (boz) literatiirde e.n. 181°C (boz)
Etil imido-p-klorofenilasetat hidrokloriir (1g): e.n. 178°C (boz) literatiirde e.n. 179°C (boz)
Etil imido-m-klorofenilasetat hidrokloriir (1h): e.n. 179°C (boz) literatiirde e.n. 179°C (boz)
Etil imidobenzoat hidrokloriir (1i): e.n. 125°C (boz) literatiirde e.n. 126°C (boz)

Calismada bundan sonra, literatiirde kayitli yontemlerin uygulanmasi sonucu 1 tipi
bilesiklerin soguk mutlak etanollii ortamda etil karbazat ile Denklem 3 uyarinca
muamelesinden 4 tipi ester etoksikarbonilhidrazonlar elde edilmis ve bu bilesiklerin
erime noktalar1 literatlirdeki degerlerle [2-5, 7-10] karsilastrmali olarak asagida

verilmistir.

Etil asetat etoksikarbonilhidrazon (4a): e.n. 67°C literatiirde e.n. 68°C

Etil propionat etoksikarbonilhidrazon (4b): e.n. 57°C literatiirde e.n. 57-58°C

Etil butirat etoksikarbonilhidrazon (4¢): e.n. 44°C literatiirde e.n. 44°C

Etil fenilasetat etoksikarbonilhidrazon (4d): e.n. 45°C literatiirde e.n. 46-47°C

Etil p-tolilasetat etoksikarbonilhidrazon (4¢): e.n. 77°C literatiirde e.n. 77°C

Etil p-metoksifenilasetat etoksikarbonilhidrazon (4f): e.n. 77°C literatiirde e.n. 77°C
Etil p-klorofenilasetat etoksikarbonilhidrazon (4g): e.n. 78°C literatiirde e.n. 78°C
Etil m-klorofenilasetat etoksikarbonilhidrazon (4h): e.n. 78°C literatiirde e.n. 78°C
Etil benzoat etoksikarbonilhidrazon (41): e.n. 79 °C literatiirde e.n. 80°C

4 Tipt bilesiklerin hidrazin hidrat ile kaynar sulu ortamda Denklem 4 uyarinca
muamelesinden calisma icin gerekli olan 2 tipi bilesikler elde edilmis olup, bu
bilesiklerin erime noktalar1 da literatiirdeki verilerle [3-5, 7-10, 74] karsilastirmali

olarak asagida verilmistir:
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3-Metil-4-amino-4,5-dihidro-1H-1,2,4-triazol-5-on (2a): e.n. 227°C literatiirde e.n. 227°C
3-Etil-4-amino-4,5-dihidro-1H-1,2,4-triazol-5-on (2b): e.n. 167°C literatiirde e.n. 167°C
3-n-Propil-4-amino-4,5-dihidro-1H-1,2,4-triazol-5-on (2c¢): e.n. 145°C literatiirde e.n. 145°C
3-Benzil-4-amino-4,5-dihidro-1H-1,2,4-triazol-5-on (2d): e.n. 166°C literatiirde e.n. 167°C
3-p-Metilbenzil-4-amino-4,5-dihidro-1H-1,2,4-triazol-5-on (2¢): e.n. 185°C literatiirde e.n. 185°C
3-p-Metoksibenzil-4-amino-4,5-dihidro-1H-1,2,4-triazol-5-on (2f): e.n. 185°C literatiirde e.n. 185°C
3-p-Klorobenzil-4-amino-4,5-dihidro-1H-1,2,4-triazol-5-on (2g): e.n. 181°C literatiirde e.n. 181°C
3-m-Klorobenzil-4-amino-4,5-dihidro-1H-1,2,4-triazol-5-on (2h): e.n. 181°C literatiirde e.n. 181°C
3-Fenil-4-amino-4,5-dihidro-1H-1,2,4-triazol-5-on (2i): e.n. 260°C literatiirde e.n. 260,5°C

2.1.1. 1-Asetil-3-metil-4-(4-fenilasetoksibenzilidenamino)-4,5-dihidro-1H-1,2,4-
triazol-5-on (93):

Yuvarlak dipli bir balonda 85 bilesigi (3,78 g, 0,01 mol) 20 mL asetik anhidrit ile CaCl,
tiipti takili bir geri sogutucu altinda 30 dakika kaynatildiktan sonra 100 mL mutlak
etanol ilave edilmis ve 30 dakika daha kaynatilmistir. Nihai ¢ozelti 40-45 °C de ve
disik basmng altinda buharlastirilmis ve geriye kalan kati madde etanolden
kristallendirilmistir. Ele gecen kristaller (3,18 g, % 84,13 verim) ayn1 ¢oziiciiden birkag
kez daha kristallendirilip vakumda kurutularak saflastirildiktan sonra 94 bilesigi olarak

tanimlanmistir. E.n. 172 °C.
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IR
(Ek Sekil 1)

"H-NMR (DMSO-dg)
(Ek Sekil 2)

BC-NMR (DMSO-ds)
(Ek Sekil 3)

UV [Etanol, Ama.x, nm
(e, L.mol".cm™)]
(Ek Sekil 4)

1772, 1697 (C=0) cm’

1606, 1596 (C=N) cm™

1219 (COO) cm™

833 (1,4-disubstitue benzenoid halka) cm™

760 ve 708 (Monosubstitue benzenoid halka) cm™

© §2.36 (s, 3H, CHs)

§2.51 (s, 3H, COCH;)
8 4.02 (s, 2H, COCH,Ph)

8 7.30-7.33 (m, 3H, ArH)

8 7.36-7.40 (m, 4H, ArH)

5 7.94 (d, 2H, ArH; J=8.60 Hz)
59.60 (s, 1H, N=CH)

: §11.71 (CH3)

5 23.93 (COCH,)

5 39.78 (COCH,Ph)

6 123.02, 123.13, 127.57, 128.96 (2C), 129.86 (20),
130.03 (2C), 131.21, 134.18, 155.37 (ArC)

0 147.18 (Triazol Cs)

5 148.34 (N=CH)

8153.58 (Triazol Cs)

5 166.50 (COCH3)

5 170.34 (COO)

: A1:292(20.060) nm

A2 : 254 (20.387) nm
A3 : 216 (21.143) nm
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2.1.2. 1-Asetil-3-etil-4-(4-fenilasetoksibenzilidenamino)-4,5-dihidro-1H-1,2,4-
triazol-5-on (94):

O

Il
]—l N
N Ao
|
C=0

|
CH;

~

Yuvarlak dipli bir balonda 86 bilesigi (3,92 g, 0,01 mol) 20 mL asetik anhidrit ile CaCl,
tiipti takili bir geri sogutucu altinda 30 dakika kaynatildiktan sonra 100 mL mutlak
etanol ilave edilmis ve 30 dakika daha kaynatilmistir. Nihai ¢ozelti 40-45 °C de ve
disik basmng altinda buharlastirilmis ve geriye kalan kati madde etanolden
kristallendirilmistir. Ele gecen kristaller (3,14 g, % 80,10 verim) ayn1 ¢oziiciiden birkag
kez daha kristallendirilip vakumda kurutularak saflastirildiktan sonra 95 bilesigi olarak

tanimlanmistir. E.n. 161 °C.
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IR
(Ek Sekil 5)

"H-NMR (DMSO-dg)
(Ek Sekil 6)

BC-NMR (DMSO-ds)
(Ek Sekil 7)

UV [Etanol, Ama.x, nm
(e, L.mol".cm™)]
(Ek Sekil 8)

1770, 1698 (C=0) cm™

1607, 1598 (C=N) cm’

1219 (COO) cm™

832 (1,4-Disubstitue benzenoid halka) cm™

760 ve 707 (Monosubstitue benzenoid halka) cm™

8 1.25 (t, 3H, CH,CH;; J=7.44)
§2.51 (s, 3H, COCH;)

82.77 (q, 2H, CH,CHj; J=7.48 Hz)
8 4.02 (s, 2H, COCH,Ph)
§7.27-7.32 (m, 3H, ArH)

8 7.37-7.40 (m, 4H, ArH)

5 7.94 (d, 2H, ArH; J=7.76 Hz)

5 9.60 (s, 1H, N=CH)

5 9.98 (CH,CH;)
5 19.08 (CH,CH)

§23.95 (COCH3)

8 39.77 (COCH,Ph)

8 123.05 (2C), 127.57, 128.96 (2C), 129.83 (2C),
130.03 (2C), 131.24, 134.18, 155.43 (ArC)

5 148.58 (Triazol C3)

5 150.67 (N=CH)

8 153.58 (Triazol Cs)

5 166.47 (COCH3)

5 170.35 (COO)

A ¢ 290 (19.385) nm
A2 : 254 (19.934) nm
As : 216 (18.992) nm
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2.1.3. 1-Asetil-3-n-propil-4-(4-fenilasetoksibenzilidenamino)-4,5-dihidro-1H-
1,2,4-triazol-5-on (95):

I
CH3;CH,CH;, /N=CH@OC—CH2@
j—l N

)
CH;

Yuvarlak dipli bir balonda 87 bilesigi (4,06 g, 0,01 mol) 20 mL asetik anhidrit ile CaCl,
tiipti takili bir geri sogutucu altinda 30 dakika kaynatildiktan sonra 100 mL mutlak
etanol ilave edilmis ve 30 dakika daha kaynatilmistir. Nihai ¢ozelti 40-45 °C de ve
digik basmng altinda buharlastirilmis ve geriye kalan kati madde etanolden
kristallendirilmistir. Ele gecen kristaller (3,60 g, % 88,67 verim) ayn1 ¢oziiciiden birkag
kez daha kristallendirilip vakumda kurutularak saflastirildiktan sonra 96 bilesigi olarak

tanimlanmistir. E.n. 108 °C.
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IR : 1779, 1755, 1698 (C=0) cm’*

Ek Sekil 9
(Ek Sekdl3) 1604 (C=N) cm

1266 (COO) cm™

830 (1,4-Disubstitue benzenoid halka) cm™

750 ve 695 (Monosubstitue benzenoid halka) cm™
'H-NMR (DMSO-dy) :80.99 (t, 3H, CH,CH,CHs; J=7.36 H,)

(Ek Sekil 10)
5 1.73 (sext, 2H, CH,CH,CHs;J=7.36 H,)

82.50 (s, 3H, COCH;)

§2.72 (t, 2H, CH,CH,CHs; J=7.36 H,)
8 4.02 (s, 2H, COCH,Ph)

8 7.30-7.40 (m, 7H, ArH)

§7.93 (d, 2H, ArH; J=8.56 H,)

5 9.60 (s, 1H, N=CH)

C-NMR (DMSO-d) : §13.93 (CH,CH,CHs )
(Ek Sekil 11)
8 18.94 (CH,CH,CHs)
§23.96 (COCH3)
§27.15 (CH,CH,CHs)
§39.78 (COCH,Ph)
8 123.06, 123.17, 127.57, 128.96 (2C),
129.75, 129.82, 130.02, 131.12, 131.23,
134.18, 155.45 (ArC)
0 148.52 (Triazol Cs)
8 149.53 (N=CH)
8 153.59 (Triazol Cs)
8 166.47 (COCH3)
§170.34 (COO)

UV [Etanol, Ay, nm o M 1292 (13.877) nm
(e, L.mol".cm™)] A2 1256 (14.507) nm
(Ek Sekil 12) A : 214 (16.294) nm
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2.1.4. 1-Asetil-3-benzil-4-(4-fenilasetoksibenzilidenamino)-4,5-dihidro-1H-1,2,4-
triazol-5-on (96):

O
Il

NN

Yuvarlak dipli bir balonda 88 bilesigi (4,54 g, 0,01 mol) 20 mL asetik anhidrit ile CaCl,
tiipti takili bir geri sogutucu altinda 30 dakika kaynatildiktan sonra 100 mL mutlak
etanol ilave edilmis ve 30 dakika daha kaynatilmistir. Nihai ¢ozelti 40-45 °C de ve
disik basmng altinda buharlastirilmis ve geriye kalan kati madde etanolden
kristallendirilmistir. Ele gecen kristaller (3,82 g, % 84,14 verim) ayn1 ¢6ziiciiden birkag
kez daha kristallendirilip vakumda kurutularak saflastirildiktan sonra 97 bilesigi olarak

tanimlanmistir. E.n. 127 °C.
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IR
(Ek Sekil 13)

'H-NMR (DMSO-de)
(Ek Sekil 14)

BC-NMR (DMSO-dy)
(Ek Sekil 15)

UV [Etanol, Apax, nm
(e, L.mol".cm™)]
(Ek Sekil 16)

1777, 1740, 1700 (C=0) cm”

1601 (C=N) cm”

1212 (C=0) cm’

852 (1,4-Disubstitue benzenoid halka) cm™

762 ve 706 (Monosubstitue benzenoid halka) cm™

82.51 (s, 3H, COCH;)

8 4.01 (s, 2H, COCH,Ph)
8 4.17 (s, 2H, CH,Ph)
§7.23-7.41 (m, 12H, ArH)
5 7.84-7.90 (m, 2H, ArH)
89.57 (s, 1H, N=CH)

§24.00 (COCH3)
§31.54 (CH,Ph)

§39.77 (COCH,Ph)

§ 122.90, 123.12, 127.19, 127.45, 127.56, 128.92,
128.96, 128.99, 129.27, 129.47, 129.78, 129.84,
130.01, 134.18, 134.21, 136.26, 146.71, 155.01
(ArC)

8 148.76 (Triazol C3 )

5 151.68 (N=CH)

8 153.57 (Triazol Cs)

8 166.44 (COCH3)

8 169. 42 (COO)

A : 294 (19.965) nm
s : 258 (19.625) nm
s 214 (25.499) nm
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2.1.5. 1-Asetil-3-p-metilbenzil-4-(4-fenilasetoksibenzilidenamino)-4,5-dihidro-1H-
1,2,4-triazol-5-on (97):

O
I

| N
N\ /L\O

)
CH;

Yuvarlak dipli bir balonda 89 bilesigi (4,68 g, 0,01 mol) 20 mL asetik anhidrit ile CaCl,
tiipti takili bir geri sogutucu altinda 30 dakika kaynatildiktan sonra 100 mL mutlak
etanol ilave edilmis ve 30 dakika daha kaynatilmistir. Nihai ¢ozelti 40-45 °C de ve
disik basmng altinda buharlastirilmis ve geriye kalan kati madde etanolden
kristallendirilmistir. Ele gecen kristaller (3,76 g, % 80,34 verim) ayn1 ¢oziiciiden birkag
kez daha kristallendirilip vakumda kurutularak saflastirildiktan sonra 98 bilesigi olarak

tanimlanmistir. E.n. 160 °C.
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IR
(Ek Sekil 17)

'H-NMR (DMSO-de)
(Ek Sekil 18)

BC-NMR (DMSO-dy)
(Ek Sekil 19)

UV [Etanol, Apax, nm
(e, L.mol".cm™)]
(Ek Sekil 20)

1777, 1745, 1699 (C=0) cm”

1603 (C=N) cm

1212 (COO) cm™

851, 803 (1,4-Disubstitue benzenoid halka) cm™
764 ve 705 (Monosubstitue benzenoid halka) cm™

8 2.25 (s, 3H, PhCH;)
82.50 (s, 3H, COCH;)

8 4.02 (s, 2H, COCH,Ph)

8 4.09 (s, 2H, CH,Ph)

§7.12 (d, 2H, ArH; J=7.72 Hz)
§7.24-7.41 (m, 9H, ArH)

5 7.90 (d, 2H, ArH; J=8.60 Hz)
5 9.56 (s, 1H, N=CH)

521.09 (PhCHs)
5 24.03 (COCH3)

§31.10 (CH,Ph)

8 39.76 (COCH,Ph)

5 123.03, 123.15, 127.57, 128.70, 128.97 (2C),
129.35 (2C), 129.56, 129.80, 129.85, 130.03, 131.
10, 131.21, 131.98, 134.19, 136.57, 154.99 (ArC)
5 148.49 (Triazol C3)

5 148.92 (N=CH)

5153.59 (Triazol Cs)

5 166.46 (COCH3)

8 170.37 (COO)

A ¢ 290 (16.686) nm
A2 : 256 (17.225) nm
A3 : 218 (20.284) nm
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2.1.6. 1-Asetil-3-p-klorobenzil-4-(4-fenilasetoksibenzilidenamino)-4,5-dihidro-1H-
1,2,4-triazol-5-on (98):

O
Il

NN

Yuvarlak dipli bir balonda 91 bilesigi (4,885 g, 0,01 mol) 20 mL asetik anhidrit ile
CaCl, tiipti takili bir geri sogutucu altinda 30 dakika kaynatildiktan sonra 100 mL
mutlak etanol ilave edilmis ve 30 dakika daha kaynatilmistir. Nihai ¢cozelti 40-45 °C de
ve diisiik basing altinda buharlastirilmis ve geriye kalan kati1 madde etanolden
kristallendirilmistir. Ele gecen kristaller (3,85 g, % 78,81 verim) ayn1 ¢oziiciiden birkag
kez daha kristallendirilip vakumda kurutularak saflastirildiktan sonra 99 bilesigi olarak

tanimlanmistir. E.n. 159 °C.
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IR
(Ek Sekil 21)

"H-NMR (DMSO-dg)
(Ek Sekil 22)

BC-NMR (DMSO-ds)
(Ek Sekil 23)

UV [Etanol, Ama.x, nm
(e, L.mol".cm™)]
(Ek Sekil 24)

1778, 1740, 1699 (C=0) cm”

1603 (C=N) cm

1211 (COO) cm™

851, 801 (1,4-Disubstitue benzenoid halka) cm’!
747 ve 695 (Monosubstitue benzenoid halka) cm™

§2.51 (s, 3H, COCHs)
8 4.02 (s, 2H, COCH,Ph)

8 4.16 (s, 2H, CH,Ph)
57.28-7.41 (m, 11H, ArH)
§7.89 (d, 2H, ArH; J=8.64 Hz)
§9.58 (s,1H, N=CH)

523.98 (COCH3)

5 30.81 (CH,Ph)

5 39.78 (COCH,Ph)

§123.01, 123.12, 127.57, 128.91, 128.96, 129.50,
129.80, 129.86, 130.01, 131.05, 131.16, 131.42,
132.19, 134.12, 134.14, 134.18, 148.47, 155.01
(AIC)

8 148.47 (Triazol C3)

5 153.59 (N=CH)

8 154.96 (Triazol C3)

8 166.41 (COCH3)

5 170.33 (COO)

A1 2292 (15.474) nm
A2 1256 (15.316) nm
A3 1220 (20.693 nm
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2.1.7. 1-Asetil-3-fenil-4-(4-fenilasetoksibenzilidenamino)-4,5-dihidro-1H-1,2,4-
triazol-5-on (99):

)
CH;

Yuvarlak dipli bir balonda 92 bilesigi (4,40 g, 0,01 mol) 20 mL asetik anhidrit ile CaCl,
tiipti takili bir geri sogutucu altinda 30 dakika kaynatildiktan sonra 100 mL mutlak
etanol ilave edilmis ve 30 dakika daha kaynatilmistir. Nihai ¢ozelti 40-45 °C de ve
disik basmng altinda buharlastirilmis ve geriye kalan kati madde etanolden
kristallendirilmistir. Ele gecen kristaller (3,52 g, % 80,00 verim) ayn1 ¢oziiciiden birkag
kez daha kristallendirilip vakumda kurutularak saflastirildiktan sonra 100 bilesigi olarak

tanimlanmistir. E.n. 154 °C.
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IR
(Ek Sekil 25)

"H-NMR (DMSO-dg)
(Ek Sekil 26)

BC-NMR (DMSO-ds)
(Ek Sekil 27)

UV [Etanol, Ama.x, nm
(e, L.mol".cm™)]
(Ek Sekil 28)

1746, 1713 (C=0) cm™

1601 (C=N) cm

1216 (COO) cm™

843 (1,4-Disubstitue benzenoid halka) cm™

774 ve 695 (Monosubstitue benzenoid halka) cm™

§2.51 (s, 3H, COCH;)

8 4.02 (s, 2H, CH,Ph)

8 7.30-7.32 (m, 3H, ArH)
8 7.36-7.42 (m, 4H, ArH)
8 7.57-7.64 (m, 3H, ArH)
5 7.89-7.96 (m, 4H, ArH)
5 9.54 (s,1H, N=CH)

5 24.07 (COCH3)
§39.76 (COCH,Ph)

& 123.16, 123.29, 125.75, 127.57, 128.97 (2C),
129.13 (2C), 129.19 (2C), 130.02 (2C), 130.06(2C),
131.02, 131.80, 134.28, 158.34 (ArC)

8 146.53 (Triazol Cs)

5 148.66 (N=CH)

8 153.76 (Triazol Cs)

8 166.73 (COCHs)

5 170.37 (COO)

M ¢ 260 (25.920) nm
A2 : 218 (23.370) nm
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2.2. Yeni Maddelerin Antioksidan Ozelliklerinin Incelenmesi

2.2.1. indirgeme Giicii

Indirgeme giicii Oyaizu metoduna gére yapilmustir [75]. Bu metodun prensibi
antioksidan bilesiklerin Ks;Fe(CN)g, TCA ve FeCls ile olusturdugu renkli komplekslerin
UV spektrofotometresinde 700 nm’de dlglimiine dayanmaktadir. Reaksiyon karigiminin
absorbansindaki artiy numunenin indirgeme giicii ile dogru orantilidir. Kullanilan
reaktifler sunlardir: Fosfat tamponu (0,2 M, pH = 6,6); KsFe(CN)s (%1); TCA ¢ozeltisi
(%10); FeCl; (9%0,1); a-tokoferol (1mg/mL); BHT (1mg/mL); BHA (Img/mL).

Calismada sentezi yapilan, her bir bilesikten 10 mg tartilarak bir miktar etil alkolde

cOzililmiistir. Son hacim yine aym ¢Oziciilerden ilave edilerek 10 mL’ye

tamamlanmistir. Standartlar da 1 mg/mL olacak sekilde etanolde ¢oziilmiis ve 10

mL’lik deney tiiplerine asagidaki tabloya gore pipetlemeler yapilmistir.

Tablo 2.1. Indirgeme Giicii Tayininde ilave Edilen Reaktif Miktarlar

Reaktifler S, S, S; N, N, N; Kor
Bilesik 100pL 250pL 500uL

Standart 100uL 250uL 500uL

Fosfat tamponu 2,4 mL 2,25 mL 2,0 mL 2,4 mL 2,25 mL 2,0 mL
K;Fe(CN)g 2,5mL 2,5mL 2,5mL 2,5mL 2,5mL 2,5mL

Deney tiipleri iyice karistirilmig ve 50°C’de 20 dakika inkiibasyona birakilmistir.
Inkiibasyonun ardindan oda sicakligina getirilen her bir deney tiipiine %10’ luk TCA
cozeltisinden 2,5 mL ilave edilmis ve 3000 rpm’de 10 dakika santrifiijlenmistir.
Supernatant kismindan 2,5 mL alinarak deney tiiplerine aktarilmis ve ¢ozeltiye 2,5 mL
su, ardindan 0,5 mL FeCls ¢ozeltisinden ilave edilmistir. Kor ¢ozelti ise 2,5 mL TCA,
2,5 mL deiyonize su ve 0,5 mL FeCls ¢ozeltisinden olusmustur. Son olarak olusan koyu

lacivert rengin absorbansi 700 nm’de UV spektrofotometresinde 6lgiilmiistiir.
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2.2.2. Serbest Radikal Giderme AKktivitesi

Bilesiklerin serbest radikal giderme aktivitesi tayini 1,1-difenil-2-pikril-hidrazilin
(DPPH’) kullanildig1 Blois metoduna gore yapilmistir [76]. Metodun prensibi serbest
radikal toplayicilarinin renkli serbest radikal olan DPPH' ’1 indirgemesine dayanur.
DPPH' kirmizi renkli kararli bir serbest radikaldir. Serbest radikaller antioksidan
bilesikler tarafindan giderildiginde renk kirmizidan sariya doner. Reaksiyon karisiminin
517 nm’deki absorbansindaki diisiis serbest radikal giderme aktivitesi ile dogru
orantilidir. Kullanilan reaktifler sunlardir: 0,1 mM DPPH' (etanolde hazirlanmistir); a-

tokoferol (1mg/mL); BHA (Img/mL).

Calismada sentezi yapilan bilesikler 1 mg/mL olacak sekilde etil alkolde ¢oziilmiistiir.
Standartlar ise yine 1 mg/mL olacak sekilde etanolde ¢6ziilmiis ve 10 mL’lik deney

tiiplerine asagidaki tabloya gore pipetlemeler yapilmistir.

Tablo 2.2. Serbest Radikal Giderme Tayininde Ilave Edilen Reaktif Miktarlari

Reaktifler S, S, S; N, N, N, Kor Kontrol
Bilesik - - - 50uL 100pL 150puL

Standart 50uL 100uL 150uL

Etil alkol | 2,95mL 290mL 2,85mL 295mL 290mL 2,85mL - 3mL
DPPH 1 mL 1 mL 1 mL 1 mL 1 mL 1 mL 4 mL 1 mL

Deney tiipleri 1yice karistirilmis ve oda sicakliginda 30 dakika bekletildikten sonra 517
nm’de absorbanslar1 UV spektrofotometresinde Olgiilmiistiir. Reaksiyon ortamindaki
DPPH radikalini giderme aktivitesi i¢in hesaplamalar asagidaki formiile gore

hesaplanmaistir.

% Serbest Radikal Giderme Aktivitesi = (Ag — Ai/Ap) x 100

Ao: Kontrol reaksiyonunun absorbansi, A;: Numune veya standardin absorbansi
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2.2.3. Metal Selat Aktivitesi

Metal selat aktivitesi tayini Dinis metoduna gore yapilmistir [77]. Metal selat aktivitesi
tayininin prensibi, ferrozin-Fe™ kompleks olusumunun inhibisyonuna dayanmaktadur.
Kullanilan reaktifler sunlardir: 2 mM FeCly; 5 mM ferrozin; a-tokoferol (1mg/mL);
BHT (Img/mL).

Calismada sentezi yapilan bilesiklerin ve standartlarin etanolde 1mg/mL olacak sekilde
cozeltileri hazirlanarak 10 mL’lik deney tiiplerine asagidaki tabloya gore pipetlemeleri
yapilmistir.

Tablo 2.3. Metal Selat Aktivitesi Tayininde Ilave Edilen Reaktif Miktarlar1

Reaktifler S, S, S; N, N, N, Kor Kontrol
Bilesik - - - 50uL 100pL 150puL - -
Standart 50uL 100uL 150ulL - - - - -
Etanol 3,70mL  3,65mL 3,60mL 3,70mL 3,65mL 3,60mL 3,75mL 3,75mL
FeCl, 0,05mL 0,05mL 0,05mL 0,05mL 0,05mL 0,05mL 0,05mL 0,05mL
Ferrrozin 0,2 mL 0,2 mL 0,2 mL 0,2 mL 0,2 mL 0,2 mL - 0,2 mL

Deney tiiplerine konulan numunelerin ve standartlarin ¢ézeltileri tizerine etil alkol ilave
edilerek, iyice karistirilmistir. Sonra FeCl, eklenmis, karistirilmis ve oda sicakliginda 10
dakika bekletilmistir ardindan ferrozin ilavesiyle 20-25 dakika daha bekletilmistir.
Olusan renk 562 nm’de UV spektrofotometresinde kore (ferrozin disindakiler) karsi

okunmustur.

Ferrozin — Fe™ kompleks olusumunun inhibisyon yiizdesi asagidaki formiile gore

hesaplanmistir:

Selat yiizdesi = (Ao — Ai/Ap) x 100

Ao: Kontrol reaksiyonunun absorbansi, A;: Numune veya standardin absorbansi
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3. BULGULAR

Bu tez kapsaminda; 7 adet yeni bilesik sentezlenmistir.

Calismada sentezlenen 7 yeni bilesigin yapilar1 IR, 'H-NMR, “C-NMR ve UV
spektroskopik verileri kullanilarak aydmlatilmistir. Calismada ayrica sentezlenen
bilesiklerin antioksidan aktiviteleri; indirgeme giicli, serbest radikal giderme aktivitesi
ve metal selat aktivitesi metotlar1 kullanilarak incelenmis ve elde edilen bulgular Tablo

3.1-3 de verilmistir.

3.1. Sentezlenen Bilesiklerin IR, lH-NMR, BC-NMR ve UV Spektrum Verileri

Calisma kapsaminda sentezlenen bilesiklerin 'H-NMR spektrumlar1 DMSO-dg’da
almmis ve bu spektrumlarda gézlenen piklerin kimyasal kayma degerleri belirlenerek

yeni bilesiklerin yap1 aydinlatilmasinda kullanilmaistir.

Bilesiklerin "H-NMR spektrumlarinda & 2,50-2,60 ppm civarinda DMSO-ds’dan ileri
gelen metil protonlarina ait karakteristik pikler gdzlenmistir, ki bu durum literatiirdeki
verilerle uyumludur. Ayrica bu spektrumlarin bazilarinda kullanilan DMSO-ds’nin
icerdigi az miktardaki sudan ileri gelen karakteristik H,O pikleri 6 3,50 ppm civarinda
ortaya ¢ikmistir. Tetrametilsilan (TMS) sifir1 belirlemek amaciyla spektrumlarin

almmasinda standart olarak kullanilmistir.

BC-NMR spektrumlarmin alinmasinda da ¢oziicii olarak kullanilan DMSO-ds’dan ileri
gelen karakteristik karbon pikleri 6 40 ppm civarinda gozlenmis olup, bu
spektrumlardan elde edilen veriler yap1 aydmlatilmasinda kullanilmis ve materyal ve

yontem boliimiinde verilmistir.
Calismada, ayrica organik bilesiklerin yapr aydimnlatilmasina smirli katkist olmasma

karsin sentezlenen bilesiklerin %95°lik etanolde 10*-10° M’lik ¢ozeltileri halinde UV

spektrumlart alinmis, gozlenen piklerin Ay, degerleri belirlenenerek karsin olan gpax
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degerleri hesaplanmis ve bulunan degerler tablolar halinde sunulmustur. Elde edilen
verilerin literatiirde 4,5-dihidro-1H-1,2,4-triazol-5-on tiirevlerine ait UV absorpsiyon

spektrumlarinda ortaya ¢ikan verilerle uyumlu oldugu belirlenmistir

3.2 Antioksidan incelemeleri
3.2.1. indirgeme Giicii

Sentezlenen bilesiklerin i¢ farkli konsantrasyonda indirgeme giicii testleri yapilmis, UV
spektrofotometresinde 700 nm’de oOlgiilen absorbans degerleri tablo halinde asagida

verilmistir.

Tablo 3.1. 92 Tipi Bilesiklerin indirgeme Giicii

Indirgeme Giicii (ug/mL, 700 nm)
Bilesikler 50 100 150

93 0,445 0,426 0,397

94 0,415 0,466 0,409

95 0,487 0,416 0,416

96 0,626 0,503 0,427

97 0,489 0,425 0,405

98 0,494 0,499 0,521

99 0,420 0,416 0,401
BHT 0,981 1,876 2,509
BHA 1,375 2,317 3,409
o-Tokoferol 0,842 1,096 2,051
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3.2.2. Serbest Radikal Giderme Aktivitesi

Sentezlenen bilesiklerin ii¢ farkli konsantrasyonda serbest radikal giderme aktivite

testler1 yapilmig, UV spektrofotometresinde 517 nm’de Olgiilen absorbans degerleri ve

buna karsilik gelen % Serbest Radikal Giderme Aktiviteleri tablo halinde asagida

verilmistir. Kontrol reaksiyonunun absorbansi 0,172°dir.

Tablo 3.2. 92 Tipi Bilesiklerin Absorbans Degerleri ve Karsin Olan % Serbest Radikal

Giderme Aktiviteleri

Absorbans ve %Serbest Radikal Giderme Aktivitesi (ug/mL, %inh, 517 nm)

Bilesikler 12,5 25 37,5

A % Aktivite A % Aktivite A % Aktivite

93 0,176 NEGATIF 0,180 NEGATIF 0,175 NEGATIF

94 0,167 | NEGATIF | 0,168 2.3 0,177 | NEGATIF

95 0,175 | NEGATIF | 0,169 1,7 0,174 | NEGATIF
96 0,171 0,6 0,171 0,6 0,170 1,2

97 0,176 | NEGATIF | 0,165 4,1 0,180 | NEGATIF

98 0,175 | NEGATIF | 0,172 0,0 0,174 | NEGATIF

99 0,174 | NEGATIF 0,178 | NEGATIF | 0,173 | NEGATIF
BHT 0,137 20,3 0,118 31,4 0,109 36,6
a-Tokoferol 0,126 26,7 0,119 30,8 0,103 40,1
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3.2.3. Metal Selat Aktivitesi

Sentezlenen bilesiklerin tli¢ farkli konsantrasyonda metal selat aktivite testleri yapilmas,

UV spektrofotometresinde 562 nm’de Olciilen absorbans degerleri ve buna karsilik

gelen % Metal Selat Aktiviteleri tablo halinde asagida verilmistir. Kontrol

reaksiyonunun absorbansi 1,050’dir.

Tablo 3.3. 92 Tipi Bilesiklerin Absorbans Degerleri ve Karsin Olan % Metal Selat

Aktiviteleri
Absorbans ve % Metal Selat Aktivitesi (ug/mL, %inh, 562 nm)
Bilegikler 12,5 25 37,5

A % Aktivite A % Aktivite A % Aktivite

93 0,145 86,2 0,410 61,0 0,171 83,7

94 0,155 85,2 0,180 82,9 0,436 58,5

95 0,132 87,4 0,190 81,9 0,446 57,5

96 0,429 59,1 0,455 56,7 0,183 82,6

97 0,196 81,3 0,447 57,4 0,516 50,9

98 0,173 83,5 0,447 57,4 0,416 60,4

99 0,187 82,2 0,170 83,8 0,150 85,7

BHT 0,485 53,8 0,293 72,1 0,261 75,1

BHA 0,216 79,4 0,209 80,1 0,103 90,2

a-Tokoferol 0,548 47,8 0,273 74,0 0,250 76,2
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4. SONUCLAR VE TARTISMA

4.1. Sentezlenen Bilesiklere Ait Spektrum Verilerinin Yorumlanmasi

Calisma kapsaminda sentezlenen bilesiklerin yap1 aydinlatilmasinda kullanilan IR, 'H-
NMR, "*C-NMR ve UV spektrum verileri verilmis olup elde edilen bulgular sentezlenen

bilesiklerin yapilar1 ve literatiir verileri ile uygunluk gostermistir.

93 Tipi bilesiklerin infrared spektrumlarinda 1698-1778 cm™ araliginda ii¢ adet C=0O
piki goriilmiistir. Ayrica 1596-1607 cm™ araliginda C=N gerilme titresimleri 1211-

1219 cm’ araliginda COO gerilme titresimleri ortaya ¢ikmaistir.

Ayni bilesiklerin "H-NMR spektrumlari incelendiginde ise N-H protonlarina ait piklerin
kayboldugu, buna karsm o6 2.50-2.52 ppm araliginda COCHj; protonlarina ait singlet
pikin ortaya ¢iktig1 goriilmiis olup, bu da asetillendirmenin gergeklestigini kanitlar
niteliktedir. Ayrica & 9,56-9,60 ppm araliginda N=CH protonlar ortaya ¢ikmustir.
CH,Ph protonlarina 6 4,02 ppm civarinda rastlanmistir. 94 bilesiginde 6 2,36 ppm’de
singlet CHj3 protonlarina; 95 bilesiginde 6 1,25 triplet ppm’de CHs; 6 2,77 ppm’de
quartet CH, protonlarina; 96 bilesiginde o 0,99 ppm’de triplet CHj3; & 1,73 ppm’de
sektet CH; protonlarina ve 6 2,72 ppm’de triplet CH, protonlarina, 97 bilesiginde ¢ 4,17
ppm’de singlet benzilik CH, protonlarina; 98 bilesiginde 6 2,25 ppm’de singlet PhCHj3
protonlarma; 6 4,09 ppm’de benzilik singlet CH, protonlarina ve 99 bilesiginde 6 4,16

ppm’de singlet benzilik CH; protonlarina rastlanmistur.

93 bilesiklerin "*C-NMR spektrumu verileri 8 166,41-166,50 ppm araliginda ester C=0
karbonu; & 39,77 ppm civarinda CH,Ph karbonlar1 goriiliirken, triazol C-3, N=CH,
triazol C-5, aromatik karbonlar ve alifatik karbonlar i¢cin elde edilen degerler benzer

bilesikler i¢in literatiirde verilen degerlerle uyumlu bulunmustur.
Ayni1 bilesiklere ait UV spektrum degerleri verilmis olup 93, 94, 95, 96, 97 ve 98

bilesiklerine ait {ic ve 99 bilesigine ait iki bant gézlenmistir. € degerleri ise 13.877—

25.920 L.mol™.cm™ araliginda hesaplanmustir.
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4.2. Antioksidan Incelemesi Sonu¢larinin Degerlendirilmesi

4.2.1. indirgeme Giicii

Sentezlenen bilesiklerin yapilan indirgeme giicii testleri sonucunda ele gecen
bulgular Tablo 3.1°de verilmistir. 700 nm’de yapilan Olclimlerde sentezlenen
bilesiklerin absorbanslarinin, standartlara gore diisiik ¢ikmasi bilesiklerin indirgeyici

ozelliklerinin olmadigin1 gostermektedir.

4.2.2. Serbest Radikal Giderme AKktivitesi

Sentezlenen bilesiklerin yapilan serbest radikal giderme aktivite testleri
sonucunda ele gecen veriler Tablo 3.2°de goriilmektedir. Biitiin bilesiklerin aktiviteleri

cok diistiktiir.

4.2.3. Metal Selat Aktivitesi

Sekil 4.1°de bilesiklerin ve standartlarm metal selatlama aktiviteleri %
inhibisyon olarak gosterilmektedir. Tablo 3.3’te goriildiigii iizere, antioksidan
standartlarla karsilastirildiginda 100 bilesigi anlamli olarak standart antioksidanlardan
BHT ve o-tokoferolden daha 1yi, BHA’ya ise yakin degerde selatorliik

gostermektedirler.
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% Metal Selat Aktivitesi

Konsantrasyon (pug/mL)

—e—BHT
—&—BHA

—a— a-Tokoferol
—>—93

—*—94

——95

——96

—97

—98

—-99

Sekil 4.1. 92 Tipi Bilesiklerin Konsantrasyona Kars1 % Metal Selat Aktiviteleri
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