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OZET

BAZI BiYOAKTIF KiNON MOLEKULLERININ KROMATOGRAFIK
TAYINi

YUKSEK LiSANS TEZi

YAGMUR CAKAN

istanbul Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii

Kimya Anabilim Dah

Damisman: Do¢. Dr. MUSTAFA BENER

Kinonlar, organik molekiillerin bir smifi olup, alt1 karbonlu bir siklik dion yapisina sahiptirler.
Ozellikle o ve p doymamis ketonlar seklindeki alt siniflartyla bilinirler. Kinonlar, farkl
kimyasal yapilarina gore gruplara ayrilabilirler, bu gruplar arasinda benzokinon, naftokinon,
fenantrenkinon ve antrakinonlar bulunur. Dogal halde mikroorganizmalar, bitki ve hayvanlarda
yaygm bulunan kinonlarin tiirevleri antikanser, antiviral, antitrombotik, anti-inflamatuar,
antifungal, antibakteriyel, antialerjik, gibi ¢esitli biyolojik ve farmakolojik etkilere sahiptir. Bu
nedenle, bircok arastirma alaninda ilgi odagi olmuslardir. Bugiiniin tibbi alaninda, kinonlar
iceren bilesikler siklikla kullanilan ilaglarm yapisinda bulunur. Ayrica, boya endiistrisinde de
kinonlar ve onlarin tiirevleri, yogun renklendirici maddeler olarak kullanilirlar. Kurutma
endistrisi de kinon bilesiklerini yaygin olarak kullanir. Bunlarin yani sira, kinonlar optik
kuantum jeneratorlerinin iiretiminde, fotokromik malzemelerin iiretiminde, fotografcilikta,
bitki biiyiime diizenleyici soliisyonlarin yapiminda, biyokimyasal reaksiyonlar1 katalizér olarak
hizlandirmak i¢in kullanilirlar.

Bu calismada pek c¢ok kullanim sahasi olan biyoaktif kinon molekiil grubundan 2-(3,5-
dimethoxyphenylamino)-3-chloronaphthalene-1,4-dione’un kromatografik tayini i¢in yiiksek
performansh ince tabaka kromatografisi (YPITK) esasli yeni bir yontem gelistirilmesi ve
bdylece kimya literatiiriine ve bilime katki saglanmasi hedeflenmektedir. Biyoaktif kinon
molekiillerini tespit etmek igin gelistirilen yontemin 6zglinliik ve yiiksek se¢icilik sagladig:
tespit edilmistir.

Temmuz 2024, 78 sayfa.

Anahtar Kelimeler: Kinon, kromatografi, ince tabaka kromatografisi.



SUMMARY

CHROMATOGRAPHIC DETERMINATION OF SOME BIOACTIVE QUINONE
MOLECULES

M.Sc. THESIS

YAGMUR CAKAN

Istanbul University
Institute of Graduate Studies in Sciences

Department of Chemistry

Supervisor: Assoc. Prof. MUSTAFA BENER

Quinones are a class of organic molecules with a six-carbon cyclic dione structure. They are
particularly known for their subclasses of o and 3 unsaturated ketones. Quinones can be divided
into groups according to their different chemical structures, including benzoquinone,
naphthoquinone, phenanthrenequinone and anthraquinones. They are naturally widespread
among animals, plants, and microorganisms. Quinone derivatives can have various biological
and pharmacological effects such as antiallergic, antibacterial, antifungal, anti-inflammatory,
antithrombotic, antiviral, and anticancer. Therefore, they have been the center of interest in
many research fields. In today’s medical field, compounds containing quinones are often found
in the structure of commonly used drugs. Also in the dye industry, quinones and their derivatives
are used as intensive coloring agents. The drying industry also makes extensive use of quinone
compounds. In addition, quinones are used in the production of optical quantum generators, in
the production of photochromic materials, in photography, in the production of plant growth
regulator solutions, to accelerate biochemical reactions as catalysts.

In this study, a new method based on high performance thin layer chromatography (YPITK)
was developed for the chromatographic determination of 2-(3,5-dimethoxyphenylamino)-3-
chloronaphthalene-1,4-dione, a bioactive quinone molecule group that has many uses, and thus
It is aimed to contribute to chemistry literature and science. It has been determined that the
method developed to detect bioactive quinone molecules provides specificity and high
selectivity.

July 2024, 78 pages.

Keywords: Quinone, chromatography, thin layer chromatography.

xi



1. GIRIS

Halokinon bilesiklerinin N-, S-, O-niikleofil reaksiyonlar neticesinde sentezlenen yeni kinon
tiirevleri yiiksek aktiviteye sahiptir. Bunun nedeni O, N, S gibi heteroatom ihtivasinin yani sira
kinoid yapidan kaynaklanmaktadir. Bu 6zel yapilar, biyolojik aktivite gostermelerinin yani sira
bir¢ok farkli uygulama alaninda kullanilmalarini saglamaktadir. Belirli kosullar altinda alkoller,
tiyoller ve aminlerle siibstitiisyon reaksiyonlar1 verdiginde olusan bilesikler ise O-, S-, N-siibstitiie
kinon bilesikleri adin1 alir (Kutyrev ve Moskva, 1991).

Diger bir yonden kinon bilesiklerinin 6zellikleri, aromatik ozellikler tasimadigindan dolay1
reaksiyonlarmin genellikle alifatik bilesiklere benzedigini, ancak bazi durumlarda tamamen
aromatik bilesikler gibi davranabildiklerini gosterir. Kinonlar, aromatik bilesiklerden farkli olarak
halkada iki ¢ift bag igerirler ve konjuge siklik ketonlar olduklar1 i¢in diger bilesiklerle
reaksiyonlar1 olduk¢a hizlidir (Kutyrev ve Moskva, 1991).

Kinonlar biyoaktif 6zellikleri nedeniyle biiyiik bir ilgi ¢ekmektedir. Kinonlar, alti1 karbonlu bir
siklik dion yapisima sahip olup, 6zellikle a ve f doymamis ketonlar seklinde alt gruplara ayrilirlar.
Bu kinon tiirevleri, dogal olarak bir¢ok canli organizmada, yaygin bulunup cesitli biyolojik etkilere
sahip olabilirler. Bu 6zellikleri nedeniyle, kinonlar tibbi ve endiistriyel uygulamalarda biiytlik bir
oneme sahiptir (Bulut, 2019). Biyolojik aktivitelerini ve farmakolojik etkilerini belirlemek,
ozellikle tip ve biyoteknoloji alanlarinda 6nemli bir arastirma alanidir (Abdassalam, 2020).
Kinon molekiillerinin biyolojik ve farmakolojik etkileri bir dizi alanda incelenmektedir. Bu
nedenle, kinonlarin molekiiler yapisini ve miktarini tespit etmek, biyomedikal aragtirmalarda temel
bir adimdir. Bu nedenle bu arastirmada cesitli bilimsel ve endiistriyel alanlarda vazgeg¢ilmez bir
analiz yontemi olan Yiiksek Performansli ince Tabaka Kromatografisi (YPITK) araciliiyla kinon
molekiillerinin kromatografik tayinini yapmak hedeflenmistir. YPITK, yiiksek duyarlilik,
secicilik, ¢oziiniirliik ve maliyet etkinligi sunan gii¢lii bir analitik tekniktir. Coklu numune analizi,
esneklik ve kolay uygulama gibi avantajlari ile laboratuvarlarda yaygin olarak tercih edilmektedir.
Heterosiklik kinon tiirevleri, biyolojik aktiviteleri ve endiistriyel kullanim potansiyelleri agisindan
onem teskil etmektedir. Bu tiir bilesiklerin sentez yontemlerinin gelistirilmesi hem farmasotik hem
de kimya endiistrilerinde daha etkili ve verimli {iriinlerin iiretilmesini saglayabilir. Tiirevleri de

biyomedikal ve ila¢ endiistrilerindeki aragtirmalarda onemlidir. Bu nedenle, bu 6zgiin kinon



bilesiklerinin sentez yontemleri iizerine yapilan ¢aligmalar, bilimin ilerlemesine ve yeni {iriinlerin

gelistirilmesine katki saglamaktadir.



2. GENEL KISIMLAR

Bu boliimde biyoaktif bilesikler, kinonlar ve kromatografik yontemler hakkinda literatiirde yer

alan bilgiler paylasilmaktadir.

2.1. BIYOAKTIF BILESIKLER

Bitkiler, biiylimelerini siirdiirebilmek ve yasamlarini devam ettirebilmek icin temel besin
maddeleri olan karbonhidratlar, proteinler ve yaglarin yani sira, 6zellikle bitkilere 6zgii olan
veya sinirli miktarlarda bulunan ikincil metabolitlerin sentezini gerceklestirirler. Bu ikincil
metabolitler, bitkilerin savunma mekanizmalarinda, renklerinin ve tatlarinin olusmasinda,
cevresel streslere karsi adaptasyonlarinda ve cesitli biyolojik etkilerde onemli rol oynarlar
(Pandey ve Rizvi, 2009). Polifenol bilesiklerin siniflandirmasi Tablo 2.1°de verilmistir. Fenolik
bilesikler yaygin bulunduklar1 bitkilerde besinlerin lezzetine etki ederek, 6zellikle agizda buruk
bir tat olusturan ve renklerine katki saglayan 6nemli bir besin bilesen grubunu olustururlar
(Shahidi ve Naczk, 2006). Bu fenolik maddeler, genellikle flavonoidler, hidroksisinamik asitler,
hidroksibenzoik asitler olarak kategorize edilirken flavonoidler ise proantosiyanidinler
(Ioykoantosiyanidinler), flavanonlar, flavonoller, antosiyanidinler, katesinler seklinde

smiflandirdilar (Cemeroglu, 2001).

Tablo 2.1: Polifenol bilesenlerin siniflandirmasi (Turgay, 2023).

Sinif Bilesik

Gallik asit, Ellajik asit, Vanilik asit, p-hidroksi-benozik asit, Ferulik asit, Kaffeik asit,
Sinapik asit, Sirinjik asit

Fenolik Asitler

Flavonlar (luteolin, apigenin, tangeritin)

Flavonoller (kuersetin, kampferol, mirisetin, izorhamnetin, pachypodol)

Flavanonlar (hesperetin, naringenin, eriodictyol)

Flavan-3-ol bilesikleri (katesinler, epikatesinler, tannik asit, epigallokatesin gallat (EGCG)
ve epikatesin gallat (ECG)) ‘izoflavonlar (genistein, daidzein, glycitein)

Antosiyanin bilesikler (petunidin, peonidin, pelargonidin, malvidin, delfinidin, siyanidin)

Flavonoidler

Lignan Bilesikler [Sekoizolarisirezinol, Matairezinol, Sesamin, Pinorezinol
Kumarinler Kumarin, Varfarin

Stilbenler Resveratrol, Pterostilben




Polifenoller, yaklasik olarak 8000’den fazla ¢esidi bulunan bir bilesik smnifini temsil eder ve
bitkileri c¢esitli dig etkenlere karsi, Ozellikle ultraviyole (UV) 1sinlara ve zararh
mikroorganizmalara kars1 korurlar (Pandey ve Rizvi, 2009; Oksana ve dig., 2012). Bitkilerin
govde, dal, tohum, yaprak, cicek, meyve gibi farkli kisimlarinda bulunabilirler. Genel olarak,
bitkilerin yapraklarinda, ¢iceklerinde ve meyvelerinde glikozitler halinde bulunurken, odunsu
dokularda aglikon (glikozit olmayan) yapisinda, bitkinin ¢ekirdeklerinde ise her iki formda
bulunurlar (Turgay, 2023). Bu bilesenler, gidanin tat, koku, renk, acilik, burukluk gibi
ozelliklerini etkilerken, ayn1 zamanda iirlinlerin oksidatif stabilitesini artirarak gida tiriinlerinin
raf Omriinii uzatmada 6nemli bir rol oynarlar (Bakkalbasi, 2012). Gidalarda polifenoller
¢oziinmez (pektin, seliiloz, proteine vb. kovalent olarak bagl) ya da ¢oziiniir (yag asitlerine
esterlenmis veya serbest) yapida bulunabilirler (De Oliveira ve dig., 2020).

Fenolik bilesikler veya yaygin olarak kullanilan adiyla polifenoller, icerisinde fenol fonksiyonu
bulunduran bir grup bilesiktir. Fenolik bilesigin en basit hali; fenol, bir hidroksil grubu igeren
benzen molekiiliidiir (Cemeroglu, 2001). Bu bilesikler, 6zellikle zeytinlerin meyve eti iginde
yogun olarak bulunur ve zeytinyagi iiretimi sirasinda bir kismi zeytinyagina gecer (Del Rio ve
dig., 2003). Fenolik bilesikler lignanlar, sekoiridoidler, flavonoidler, fenolik alkoller, fenolik
asitler gibi farkli alt gruplara ayrilabilirler (Artajo ve dig., 2006). Fenolik bilesiklerin
antioksidan Ozellikleri hakkinda daha fazla bilgi edinildikten sonra, bu bilesiklerin saglik
iizerindeki olumlu etkilerini inceleyen bir¢ok calisma yapilmistir (Ryan ve dig., 2002;
Tsarbopoulos ve dig., 2003). Bu bilesiklerin, 6zellikle diisiik yogunluklu lipoprotein (LDL)
olarak bilinen ve kalp ve damar hastaliklaria yol agabilen lipoproteinlerin oksidasyonunu
engelleme potansiyeline sahip oldugu belirtilmektedir (Bozdogan Konugkan, 2008).
Arastirmalar, diizenli olarak zeytinyagi tiikketen bireylerin fenolik bilesiklerin antioksidan etkisi
sayesinde kalp-damar hastaliklar1 ve kanser riskinin azaldigmi gostermektedir (Owen ve dig.,
2003). Hidroksitirozol ve oleuropein’in, BHT (biitillendirilmis hidroksitoluen) ve E vitamini
gibi yaygm antioksidanlardan ¢ok daha etkili oldugu belirtilmistir (Aruoma ve dig., 1998).
Antioksidan etki, benzen halkasindaki hidroksil gruplarinin sayisina ve bu gruplarin
bulunduklar1 konumlara baglidir. Ozellikle hidroksil grubunun orto pozisyonunda bulundugu
kimyasal bilesiklerde daha yiiksektir ve orto pozisyonundaki hidroksil gruplari, metoksi
gruplarma gore daha etkilidir (Baldioli ve dig., 1996). Bununla birlikte, para pozisyonundaki
hidroksil veya metoksi gruplarmma ek olarak, para pozisyonundaki hidroksil veya metoksi

gruplarinin varhig1 antioksidan etkiyi artirabilir (Bozdogan Konuskan ve Altan, 2008)



Fenolik bilesikler, yaglarda cesitli 6nemli roller iistlenirler. Ozellikle serbest radikal
baglayicilar1 olarak gorev yaparlar, lipid zincirlerinin oksidasyonunu engelleyebilirler ve
singlet oksijen gibi reaktif tiirlerin etkilerini azaltabilirler (Babich ve Visioli, 2003). Fenolik
bilesiklerin alt grubu olan flavonoidlerden flavonoller, 3-hidroksi-4 keto ve/veya 5-hidroksi-4
keto gruplarmda bulunan metal inaktivatdrleri olarak islev goriirler. Ozellikle hidroksitirozol
ve oleuropein gibi zeytinlerde bulunan fenolik bilesikler, bakir siilfat gibi maddelerin neden
oldugu LDL nin oksidasyonunu inhibe edebilirler. Bu bilesikler, metalleri baglama ve serbest
radikalleri yakalama yeteneklerine sahiptirler. Ayrica, insan polimorfoniikleer hiicreleri veya
xantin/xantin oksidaz sistemi tarafindan iiretilen siiperoksit anyonlarmni yakalayabilirler.
Hidroksitirozol ayrica bagirsak epitel hiicrelerinde gelisen oksidatif stres iizerine etki edebilir.
Tirozol ise ortodifenolik yapiya sahip olmadig1 i¢cin benzer etkileri gostermez. Bir ¢caligmada,
hidroksitirozoliin insan eritrositlerine zarar veren hidrojen peroksiti engellemede koruyucu bir
etki gosterdigi belirtilmistir (Visioli ve Galli, 2002).

Bitkilerin fenolik bilesenlerinin miktari, bir dizi faktoriin etkisi altinda degisebilir. Bu faktorler,
hem bitkinin biiylime ve hasat siirecini hem de sonraki depolama, nakliye, isleme ve analiz
yontemlerini icerir (De Oliveira ve dig., 2020). Bitkilerin yetistirme kosullari, hasat yontemleri
ve hava kosullar1 gibi hasat Oncesi faktorler, bitkilerin fenolik bilesenlerinin miktarini
etkileyebilir. Fenolik bilesenler, besinlerin hem besin degeri hem de duyusal kalite 6zellikleri
ile iliskilendirilir. Bu bilesikler, diisiik konsantrasyonlarda gidalar1 oksidatif bozunmaya kars1
korurken, yiiksek konsantrasyonlarda besinlerin renginin bozulmasma neden olabilirler
(Karabulut ve Yemis, 2019). Ayrica, fenolik bilesenlerin ortamin pH degeri 4’iin iizerinde ise
metal tuzlariyla reaksiyona girerek renk degisikliklerine ve metalik tat olusumuna yol
acabilecegi bilinmektedir (Schobinger, 1988).

Bu arastirmanin konusu olan kinonlar, biyoaktif bilesikler arasinda fenolik bilesikler olarak
smiflandirilirlar. Fenolik bilesikler, aromatik bir halkada (genelde benzen) en az bir hidroksil (-
OH) grubu ihtiva eden organik bilesiklerdir. Kinonlar, benzen halkasinda iki karbonil (-C=0)
grubu igeren bir alt grubu temsil ederler ve bu nedenle fenolik bilesiklerin bir alt sinifini
olustururlar. Kinonlar, dogal kaynaklarda bulunabilen ve bir¢ok biyolojik aktiviteye sahip olan
bilesiklerdir. Fenollerin oksidasyonu sonucu olusan bilesiklerdir ve fenollerin kimyasal
degisiklikleri sonucu elde edilirler. Ozellikle antioksidan aktiviteleri ve biyolojik etkileri

nedeniyle aragtirma ilgi odagidir.



2.2. KINONLAR

Kinonlar, kimyasal yapilar1 ve 6zellikleri agisindan 6nemli olan bilesiklerdir. Bu molekiiller,
aromatik halkalarda bulunan iki adet konjuge ¢ift bag icerirler. Bu 6zellikleri, kinonlar1 diger
bilesiklerden aywran temel Ozelliklerden biridir. Kinonlar, 6 iiyeli kiigiik dienon halkalarmi
olusturan ve fonksiyonel aktiviteye sahip aromatik ve renkli bilesiklerdir. Iki adet hidroksi
grubuna sahip olmalar1 da kinonlarin 6zelliklerinden biridir (Nemetova, 2023). En basit kinon
bilesigi, p-Benzokinon olarak bilinir (Babayeva, 2017). Ilk kez 1838 yilinda Liebig tarafindan
elde edilen kinonlarm olusumu, kinik asidin H>SO4 ve MnO; gibi reaktiflerle tepkimesi
sonucunda gergeklesir. Bu tepkime sonucunda, p-Benzokinon yapist meydana gelir
(Nemetova, 2023).

Kinonlar, aromatik halka yapisina sahip olan ve igerdikleri iki keton (karbonil) grubu nedeniyle
belirgin bir kimyasal smifi temsil eden bilesiklerdir. Bu tiir bilesiklerde karbonil gruplari,
aromatik halkanin bir pargasi haline gelir. Ozellikle benzenden tiireyen kinonlar igin, o-kinon
ve p-kinon olmak tizere iki ana izomer tiirli bulunur. Ayrica, kinonlar sinifinin en basit iiyesi
olan p-benzokinon (Ce¢H40O) da siklikla “kinon” olarak adlandirilir (Toprak, 2013).
Benzokinonlar, dihidroaromatik sistemlerin renkli diketone tiirevleri olarak bilinirler.
Siklohekzadiendionlar olarak da adlandirilabilen bu smnifin bilesiklerinde bulunan oksijen
atomlar1, karbon halkasmin orta veya karsi pozisyonlarinda yer alabilir. Bunun nedeni
kinonlarin aromatik bilesiklerden farkli olmasi, karbonil gruplarinin aromatik halka icine
entegre oldugu bu bilesiklerin, benzen halkasindan tiiretilmesidir. Bu yap1, o-kinon ve p-kinon
olmak ftizere iki izomeri miimkiin kilar. Karbonil gruplari halkanin ortasinda veya karsi
uclarinda bulunabilir, ancak m-kinonlar gibi karbonil gruplarinin meta konumda oldugu
izomerler mevcut degildir (Bayrak, 2009). Bunun nedeni karbon atomlarinin dort bag olusturma

kapasitesidir (Nemetova, 2023).
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Sekil 2.1: Bazi kinonlar (Babayeva, 2017).



Onemli organik bilesiklerden biri haline gelen kinonlar, dogal kaynaklarm yani sira sentez
yoluyla tiretilebilirler. Temelde 1,3,4,5-tetraoksabenzoik asit yapisina sahip bilesiklerdir (Cerit,
2020). Bu yapi, kinik asidin doniisiimii sonucunda elde edilir (Sekil 2.2). Kinik asit, kina
agacmin (Cinchona) kabugundan ekstrakt edilen temel malzemedir (Kroll ve dig., 2000). Kinik
asidin (C7H120¢) kinona doniisiimii, birka¢ kimyasal basamagi icerir. Bu basamaklar arasinda
dehidrasyon, dekarboksilasyon ve oksidasyon yer alir (Cerit, 2020). Bu iglemler sonucunda

1,3,4,5-tetraoksabenzoik asit; kinon, olusur (Considine, 2005).

MnO, H,S0, JI:ICZCI:I\ o
CH=CH
i > Kinon
Kk Asit
H OH
MnO,
HOOC H 5 )
RO OH H,S0, 2
H OH
kinik asit T

Sekil 2.2: Kinik asitten kinon sentezi reaksiyonu (Kroll ve dig., 2000).

2.2.1. Adlandirma

Kinonlar, genis bir dogal bilesik sinifi olan kinonoidlerin en biiyiik alt grubunu olusturan
organik bilesiklerdir. Kinonlar, bu kinonoid smifinin en biiyilkk ve Onemli temsilcisidir.
Kinonlar, aromatik bilesiklerden tiiretilirler. Genel olarak, benzen veya naftalen gibi aromatik
bilesiklerdeki ¢ift sayidaki CH= gruplari, ¢ift baglarin yeniden diizenlenmesi yoluyla -C(=0)-
gruplarma doniisiir ve boylece kinon yapisi olusur. Temel 6rneklerden biri, sikloheksadienedion
yapisina sahip olan ve genellikle “kinon” olarak adlandirilan 1,4-benzokinondur. Diger 6nemli
ornekler ise 9,10-antrakinon, 1,4-naftakinon, 1,2-benzokinon (orto-kinon)’dur. Kinonlar,
aromatik bilesiklerin oksitlenmis tiirevleri olarak kabul edilirler ve fenol veya katekol gibi
elektron veren siibstituentlerle reaktif aromatik bilesiklerden kolayca elde edilebilirler. Bu

reaksiyonlar, kinonlarin yapisina niikleofilligi artiran ve aromatiklikleri bozan yiiksek redoks



potansiyeli kazandiran bir katki saglar. Kinonlar, konjuge yapilarina ragmen aromatik
degildirler. Konjugasyonla stabilize edilmis elektrofilik Michael alicilar1 olduklar1 sdylenebilir.
Kinonlarin yapist ve indirgeme yerine bagli olarak, indirgeyici bir bilesik ya aromatikligi
yeniden kazandirabilir ya da konjugasyonu bozabilir (Vigalok ve Milstein, 2001).

Kinonlar, belirli yapisal 6zelliklere sahip oldugundan adlandirmalar1 genellikle bu yapiya dayali
olarak yapilir. Aromatik halka yapilar1 nedeniyle igerdikleri iki keton (karbonil) grubu ile
karakterize edilirler. Adlandirmalar, kinonun temel olarak hangi aromatik bilesikten tiiredigine
bagli olarak degisir. Ornegin, benzenden tiireyen kinonlar o-ve p-benzokinon olarak
adlandirilir. Benzen halkasi, bu kinonlarin temel ¢ergevesini olusturur. Benzer sekilde, toluen
ve ksilenden tiireyen kinonlara tolu- ve ksilo-kinon denir. Naftalin ve antrasenden tiireyen
kinonlar ise nafto- ve antrakinon adini alirlar. Siibstitiie iiriinlerinin adlandirilmasinda ise 6nce
stibstitlientin adinin ardindan kinon ismi eklenir (oksi-antrakinon gibi). Kinonlar i¢indeki
oksijen atomlari, halkanin orta veya karsi u¢ pozisyonlarinda bulunabilir. Benzen, o-ve p-
kinonlar i¢in temel halka yapisini saglar. Naftalin, alt1 kinon ¢esidi olusturma yetenegine sahip
iken antrasen, sekiz kinon cesidi sentezleyebilir. Fenantren, bir diizine kinon olusturabilen bir
yapiya sahiptir. Asenaften ve krisen ise yalnizca tek bir 1yi bilinen kinonla temsil edilirler.
Kinonlarin karakteristik 6zelligi, konjuge cifte bagli bag sistemi olan kinoid veya kinonoid
yapisia sahip olmalaridir. Bu yapilar, O haricinde N, S, C gibi elementleri ihtiva edebilen ¢ok

sayida halkal1 bilesikte bulunabilir (Yavuz, 2017).
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Sekil 2.3: Bazi kinonlarda adlandirma (Hu ve dig., 2001).

Sekil 2.3°te orneklendirildigi lizere kinonlar, genellikle temel aromatik hidrokarbonu belirten
bir 6nek ile adlandirilirlar. Ornegin, benzen kokenli kinonlar icin “benzo-”, naftalen kokenli
kinonlar i¢in “nafto-", antrasen veya ksilenden tiireyenler i¢in ise “tolu-" ve “ksilo-kinon” gibi
onekler kullanilir. Naftalinin bilinen kinon tiirevleri arasinda 1,2-, 1,4- ve 2,6-naftakinonlar yer
alr (Hu ve dig., 2001). Kinonlarm adlandirilmasi, temel yapilarina, kokenlerine ve
lizerlerindeki substituentlere baglidir. Bu nedenle spesifik bir kinonun adin1 belirlerken kurallar1

izlemek onemlidir.



2.2.2. Tamma ve Tespit Yontemleri

Kinonlarin tanimlanmasi ve analizi, 6zel kimyasal ve spektroskopik 6zelliklerine dayali olarak
gercgeklestirilir (Rittich ve Krska, 1977).

Indirgeme ve Iyodiir Iyoda Yiikseltgenme: Kinonlarmn 6zelliklerinden biri, kolayca indirgenme
yetenekleridir. Potasyum iyodiir ile seyreltik siilfiirik asit reaksiyonu sonucunda hidrojen iyodiir
(HI) iiretilir. HI, kinonlarla reaksiyona girerek iyot (I2) agiga ¢ikarir. Iyodin kagit ile yapilan
tespit son derece yaygindir.

IR-Spektrumu: Kinonlarin IR (Kizilotesi) spektrumlari, konjuge olmayan ketonlara gore
farklidir. Kinonlardaki C=0 grubunun frekansi, konjugasyon nedeniyle ~30 cm™ daha diisiik
bir frekansta kayar. Tipik olarak 1660-1675 cm™ arasinda absorpsiyon gdzlenir. Bu nedenle,
C=C grubu band1 1660 cm™! civarinda kayar ve absorpsiyon siddeti artar.

UV Spektrumu: a-B doymamis ketonlarin spektrumunu andirir. Genellikle giiclii bir pik 245
nm’de ve zayif bir pik 435 nm’de gozlenir. Bu spektral ozellikler, kinonlarin varligmi ve
konsantrasyonunu belirlemek i¢in kullanilabilir.

NMR Spektrumu: Kinonlarin NMR (Niikleer Manyetik Rezonans) spektrumunda, o-p
doymamis karbon atomlarma bagli protonlar i¢in tipik olarak 6=7.0 ppm civarinda bir sinyal
goriiliir. Ornegin, p-Benzokinon protonlar1 §=6.8 ppm civarmda bir sinyal verir.

Izolasyon: Kinonlar genellikle TLC (ince Tabaka Kromatografisi) yontemi kullanilarak izole
edilirler. Kinonlar renkli bilesikler oldugundan, UV lambasi altinda kolayca tespit edilebilirler
(Danehy ve Hunter, 1967).

2.2.3. Onemli Kinonlar

Hidroksikinonlar

Kirmizi-kahverengi, mor, turuncu, sar1 renklerdedir. Ornegin, kok boyas1 bitkisi koklerinden
ekstrakt edilen 1-2-dihidroksi antrakinon (Alizarin), krmizi bir pigmenttir. Tirk kirmizisi
olarak bilinen Ca-Al kompleksi renk ve parlakligi ile iinliidiir. Tarihsel olarak Eski Misirlilar,
[ranlilar ve Hintlilerin bildigi bu kinon boyasmin kumasa tutturulmast igin aliiminyum gibi baz1
metal iyonlarmin kullanilmasi gerekmistir (Bayrak, 2009). 1868’de kdmiir katrani tiirevi olan
antrasenden elde edilmis ve sentetik boyar madde endiistrisinin gelismesine katki saglamistir
(Caro ve dig., 2012). 2-antrakinonsiilfonik asit sodyum tuzu sentetik olarak {iretilmeye
baslanmigtir. Kimyasal yapist nedeniyle portakal kirmizisi bir renge sahip olan alizarin,
110°C’de siiblimlesmektedir. Erime noktas1 290°C ve kaynama noktas1 430°C’dir. Alkolde orta

derecede ¢oziinse de sicak metanolde, eterde (25 °C) kolayca ¢oziinme egilimindedir. Ksilen,
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toliien, benzen, karbon disiilfit, glasiyel asetik asit, piridin gibi ¢esitli organik ¢dzgenlerde de
¢coziinme yetenegi mevcuttur (Bayrak, 2009).

Hidroksinaftakinonlar

Kinonlarin 6zel bir alt smifin1 olusturan bilesiklerdir. Bazi polihidroksinaftokinonlar
(ekinokronlar), deniz canlilarinin igne ve kabuklara kirmizi renk vermektedir (Kirk-Othmer,
2007).Bu sinifa ait olan dnemli drneklerden biri Juglon’dur ve ilk kez findik kabuklarindan
(Juglans regia) izole edilmis olup, dogal haliyle renksiz bir hidrokinondur. Juglon 6zellikle
giclii bir fungusit olarak taninir ve bitkiler iizerinde mantar hastaliklarma kars1 etkili bir
koruyucu olarak kullanilir. Kimyasal o6zellikleri agisindan, havada kinona oksitlenme
egilimindedir, bu nedenle temas ettigi yiizeyleri kahverengiye boyama yetenegi vardir. Rengi
saridir ve erime noktas1 155°C’°dir (Bayrak, 2009). Bir diger 6nemli hidroksinaftakinon ise
Lawson’dur ve bu bilesik, kina bitkisinin (Lawsonia inermis) yapraklar1 ve tomurcuklarindan
elde edilir (Ozen, 2011). Pigment, dzellikle yiin ve ipek gibi tekstil malzemelerini turuncu veya
sac1 kizil renkte boyamak i¢cin kullamilir. Kimyasal yapis1 geregi, Lawson pigmenti 1siya
dayaniklidir ve erime noktasi 192°C’de bulunur (Bayrak, 2009).

Karminik Asit

Dogal kaynakli bir pigment olan kirmiz bécegin (Coccus cacti L.) 6giitiilmesi yoluyla elde
edilen bir bilesiktir. Suda coziindiiglinde yogun bir kirmizi renge sahiptir ancak asidik
cozeltilerde menekse rengini alir. Gida ve kozmetik endiistrisinde kullanilan bir boyadir
(Bayrak, 2009).

Kinoniminler

Kinon yapisindaki bir veya iki oksijen (O) atomunun yerine azot-hidrojen (=NH) veya azot-
alkil (=NR) gruplarmin yer aldig1 bilesiklerdir. Bu tiir kimyasal doniisiimler, kinon tiirevlerinin
degisikligini ve yeni bilesiklerin sentezini miimkiin kilar. Ornegin, p-benzokinon imin, p-
aminofenoliin oksidasyonu ile sentezlenirken p-benzokinon diimin ise p-fenilendiaminin
oksidasyonu sonucu meydana gelir (Ozen, 2011).

Plastokinonlar

Fotosentezin 1513a bagli reaksiyonlarinda elektron transferini saglayan ©Onemli yapilar
arasindadir. Bu molekiiller, fotosentez sirasinda 11k enerjisinin yakalanmasi ve elektron
transferi islemlerine katki saglarlar. Plastokinonlardaki izoprenoit karbon zinciri, bu
molekiillerin yagda ¢oziinebilirligini artirarak hiicresel zarlarin lipid ¢ekirdegi i¢inde serbestge
hareket etmelerine olanak tanir. Plastokinonlar, 2 proton alarak plastokinollere déniisiir (Ozen,

2011). Bu kimyasal doniisiim, fotosentez sirasinda elektron tasima zinciri i¢inde enerji
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transferini saglar. Bitki dokularmnda bulunan plastokinonlar, fotosentezin temel siireclerinde
onemli olup 1518a bagimli reaksiyonlarda elektron tagima zincirini destekler (Bayrak, 2009).
Timokinon

Akdeniz kiyisina komsu ilkelerde yetisen Nigella sativa’nin (¢orek otu) genel olarak aktif
bilesenlerinden biridir. Nigella sativa bitkisinin icerdigi temel bilesenler arasinda timol,
timohidrokimon, ditimokinon, timokinon yer alir. Timokinon, kimyasal olarak C10H1202
formiiliine sahip, 164.2 g/mol molekiiler agirlikli, ugucu, sar1 renkli, kristalize monoterpen
bilesigidir (Kagar, 2020). Halk tarafindan gastrointestinal rahatsizliklar, egzama, bas agrisi,
diyabet, bronsit, astim, hipertansiyon, inflamasyon gibi bir dizi saglik sorununa karsi ¢oziim
olarak kullanilmistir (Woo ve dig., 2012). Timokinonun ¢esitli toksisite tiirlerine karsi koruyucu
etkileri oldugu gosterilmistir. Hepatotoksisite (Ongii¢ Aycan ve dig., 2014), pulmoner hasar
(Yetkin ve dig., 2020), bobrek toksisitesi (Ulu ve dig., 2012), sinir sistemi toksisitesi (Mehri ve
dig., 2014), endoplazmik retikulum stresi ve mitokondri kaynakli apoptoz (Bouhlel ve dig.,
2017) bunlardan bazilaridur.

Ubikinonlar

Yagda ¢oziinen ve vitamin benzeri kinon bilesikleridir ve en yaygin olarak dkaryotik hiicrelerin
mitokondrilerinde bulunurlar. Bu bilesikler, elektron transfer zincirinin 6énemli bir bilesenidir
ve Ozellikle aerobik solunumda gorev alirlar. Ubikinonlar ayrica koenzim Q, koenzim Q10 veya
ubidekarenon olarak da adlandirilirlar ve kisaltilmis halleri CoQ, CoQ10 veya Q10 olarak ifade
edilir. “Q” kinon grubunu, “10” ise yan zincirde yer alan izopren birimlerini temsil eder. Bu
izopren birimleri, ubikinonlarm ozellikle apolar (hidrofobik) iki tabakada ¢Ozlinmesini
saglayan uzun yan zincirlerdir. Bu ¢6ziinme, ubikinonlarin mitokondri i¢ zarindaki elektron
transfer zincirinde yanal gecislerini kolaylastirir. Ubikinonlar, elektron transfer zinciri
icerisinde iki elektron ve iki hidrojen atomunu alarak ubikinollere doniisiirler. Bu ubikinoller,
ardisik bilesenlere elektron tasiyan dnemli aracilardir. Bu nedenle ubikinonlarin islevi, hiicresel
solunum ve enerji lretimi siireclerinin diizgiin calismasinda kritik bir role sahiptir.
Ubikinonlarin dogadaki 6nemi biiyiiktiir ve tiim canli hiicrelerin i¢ mitokondriyal zarlarinda
bulunurlar. Insan ubikinonlarinin yan zincirleri, on izopren biriminden olusur. Bu yaps,
ubikinonlarin elektron transfer zincirinde etkili bir sekilde hareket etmelerini ve enerji
iiretiminde temel bir islevi yerine getirmelerini saglar (Bayrak, 2009; Ozen, 2011).

2,3-Dikloro-3,6-disivoano-1,4-benzokinon (DDQO)

Kimyasal formiilii CsCi2N202 olan bir kimyasal reaktiftir. Bu bilesik, 6zellikle alkollerin,

fenollerin ve steroid ketonlarmm dehidrojenasyon (hidrojen atomlarmm ¢ikarilmasi)
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reaksiyonlarinda kullanilir. DDQ, suda ¢6ziinmesi nedeniyle sulu ortamlarda ayrisir, ancak sulu
mineral asitlerin etkisine karsi kararliligint korur. DDQ, benzokinonun siyonlanmasi ve
klorlanmas1 gibi kimyasal reaksiyonlar sonucunda sentezlenebilir. Organik kimyada radikal

reseptdrii ve 1liml1 oksitleme ajani olarak yararlanilan bir reaktiftir (Ozen, 2011).

2.2.4. Genel Ozellikleri

Biyolojik Ozellikleri

Kinonlar, dogada bitkisel ve hayvansal yapilar ile iliskilendirilen 6nemli organik bilesiklerdir.
Bu metinde ele alman bazi kinon tiirevleri, ¢esitli biyolojik aktiviteleriyle dikkat cekerler.
Ornegin, naftakinonun belirli tiirevleri K1 ve K2 vitaminleri olarak bilinir (Nemetova, 2023).
1,4-naftakinon iskeletine sahip olan K1 vitamini, kanin pihtilasmasini saglama 6zelligi ile
taninir. Bu, kani normal pihtilagma islevini yerine getirmesine katkida bulunur (Kirk-Othmer,
2007).

Ozellikle plastakinon ve ubikinon gibi kinonlar sitma gibi hastaliklara kars1 koruyucu etkileri
de olan 6nemli bilesiklerdir (Kirk-Othmer, 2007). Plasmodium adi1 verilen sitma mikrobunun
biyokimyasal yapisinin arastirilmasi, yeni sitma onleyici ilaglarin gelistirilmesine biiyiik katki
saglamislardir. Plasmodium’da bulunan g¢esitli CoQS8 analoglari sentezlenmis ve bu bilesiklerin
sitma tedavisinde etkili oldugu gosterilmistir. Bu etkinin temel mekanizmasi, Plasmodiumun
elektron transferinin engellenmesiyle iliskilendirilmistir (Hart ve dig., 2013). Ayrica canli
organizmalardaki cesitli biyolojik reaksiyonlar1 da katalizleyebilmektedir (ibis ve dig., 2016).
Bazi kinonlarin biyolojik aktiviteleri (fungusit, herbisit, nematosit, insektisit 6zelligi) oldugu
onceden rapor edilmistir (Ibis ve dig., 2011; Ibis ve dig., 2014). Son zamanlarda kinon tiirevleri
ile ilgili yogun biyolojik aktivite caligmalar1 yapilmistir. Genellikle S-, N-, N,S-, S,S-, S,0 ve
alkoksi siibstitiie kinonlarin aktivite 6zellikleri incelenmistir (Ibis ve dig., 2011; Ibis ve dig.,
2014). 2,3-distibstitiie- 1,4-naftakinon tiirevleri gibi kinonlarin biyolojik 6zellikleri de 6nemli
bir arastirma konusudur.

Bu bilesiklerin antibakteriyel ve antifungal etkileri bir dizi patojene karsi test edilmistir.
Ornegin, Bacillus subtilis, Candida albicans, Aspergillus niger, Escherichia coli, Pseudomonas
aeruginosa, Staphylococcus aureus ve Trichophyton mentagrophytes gibi patojenlere karsi
potansiyel antibakteriyel etkiler gosterilmistir (Hart ve dig., 2013).

Kinon cekirdegindeki kimyasal degisiklikler, antitiimdr aktivitesini etkileyebilir. Ozellikle 5-
kloro veya 5-hidroksi siibstitlientlerinin bulunmasi veya doymamig bir yan zincirin ve

dallanmanmn mevcut olmasi, antitliimor etkisi gosteren kinon bilesiklerinin 6zelliklerini
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artirabilir.  Ornegin, 5-o-fenilpropilmerkapto-2,3-dimetoksi-1,4-benzokinon, niikleik asit
sentezini gliclii bir sekilde yavaslatan bir bilesiktir. Bu tiir bilesikler, hiicresel ¢ogalma ve DNA
sentezini inhibe ederek tiimor hiicrelerinin biiyimesini engellemeye yardimci olabilir (Yavuz,
2017).

Plumbagin (5-hidroksi-2-metil-1,4-naftokinon), tedavi edici ve antibakteriyel Ozelliklere
sahiptir. Ozellikle mikroorganizmalarm neden oldugu enfeksiyonlarin kontrol edilmesi ve
tedavi edilmesinde potansiyel bir rol oynayabilir (Bahrmann ve dig., 2003; Johnstone ve dig.,
2007).

Daunomisin, ¢esitli tiimorlerin gelisimini engelleyen bir antibiyotik olarak kullanilir. Ozellikle
hayvansal tiimorlerin tedavisinde etkili bir sekilde kullanilir. Streptomyces peucetius
bakterilerinin metaboliti olarak bilinir ve antikanser tedavisinde onemlidir. Bu antibiyotik,
cesitli kanser tiirlerinin tedavisinde kullanilarak tiimorlerin biliyiimesini etkili bir sekilde
engelleyebilir (Bahrmann ve dig., 2003; Johnstone ve dig., 2007).

Streptonigrin ise antikanser 6zelliklere sahip bir bilesiktir. Streptomyces caespitosus’dan elde
edilen mitosin de etki gosteren bir antitliimor antibiyotiktir. Bu tiir bilesikler, kanser hiicrelerinin
mitoz silirecini bozarak tiimor biiylimesini Onleyebilir, kanser hiicrelerinin kontrolsiiz
cogalmasini engellemeye yardimeci olurlar. Bu nedenle kinon bilesikleri, antitiimor etkileri
nedeniyle kanser tedavisinde potansiyel Onleyicidir. Bu tiir bilesiklerin antitiimér aktiviteleri
lizerine yapilan arastirmalar, kanserle miicadelede yeni tedavi yontemlerinin gelistirilmesine
katkida bulunabilir (Yavuz, 2017). 1950’lerden bu yana kanser arastirmalarinda galisilan
bilesiklerin 1500°den fazlasi kinonlar olarak kayitlara gecmistir. Bu bilesikler arasinda reaktif
veya heterohalkali gruplar igeren substitiie antrakinonlar ve p-benzokinonlar avantajlidir
(Mailman, 2011). Bu durumda kinonlar, biyolojik ve tibbi arastrmalarda ilgi ¢eken dnemli
molekiiler bilesiklerdir (Bahrmann ve dig., 2003; Johnstone ve dig., 2007).

Kinonlar genel olarak boyalarin renkli bilesenleri olarak bilinirken, ayn1 zamanda bir¢ok ilacin
yapisinda temel bir rol oynarlar. Bu bilesiklerin bir tiirii olan 1,4-benzokinon tiirevlerinden biri,
koenzim Q veya ubikinonun bileseni olup biitiin canlilarda bulunmaktadir (ubiquitous quinone).
Bu koenzim, elektron tagima zincirinin isleyisine katilir ve hiicresel enerji liretiminin temel bir
pargasidrr. Islem, mitokondri i¢ zarinda gergeklesir ve ATP iiretiminin yapildig1 oksidatif
fosforilasyonla iligkilidir. Hidrokinon-kinon aras1 yiikseltgenme-indirgenme siireci, 1 elektron
aktarimimu igeren 2 kez gerceklesir ve bu iki yap1 hizli bir sekilde birbirine doniisebilir. Bu

tepkimenin kolayca geri donebilme 6zelligi, karbonhidratlari, suyu ve enerjiyi iiretmek i¢in
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molekiiler oksijeni kullanan bir organizmanin hiicresel solunum siirecinde kinonlarin oynadig1
kritik bir rolii vurgular (Lee ve dig., 2017).

Kinon tiirevlerinin farmakolojik etkileri ve boya iiriinleri olarak kullanilmalari, oksijenleri ile
gecis metallerinin koordinasyon yapabilme yeteneklerine dayanmaktadir (Mailman, 2011).

Fiziksel ve Kimyasal Ozellikleri

Kinonlar dogada olduk¢a yaygin olarak bulunan kimyasal bilesiklerdir ve bitkilerden
hayvanlara kadar bir¢ok organizma tarafindan {iretilir veya izole edilirler. Bitkiler aleminde,
160°tan fazla kinon tiirii bulunmaktadir. Bu kinonlar bitkilerin metabolik islevlerinde cesitli
roller oynayabilirler ve bitkilerin rengini etkileyebilirler. Ozellikle baz1 bitkiler, tokoferoller
gibi halkali kinon tiirevlerini igerirler. Hayvanlar aleminde, yaklasik 30 kinon tiirii izole
edilmistir. Bu kinonlar, ¢cogunlukla boceklerde ve deniz kestanelerinde bulunur. Bocekler,
yirtict hayvanlardan korunmak i¢in savunma mekanizmalari olarak kullanabilirler. Bu kinonlar,
yiiksek buhar basincina sahiptir ve kotii tatlar ve kokular tiretebilirler. Ayrica, bazi bitkiler, tiitiin
ve kaba yonca gibi, cesitli kinonlar1 igerirler. Bu kinonlar bitkilerin kimyasal savunma
mekanizmalarmin bir parcasi olarak islev gorebilirler. Bakteri kiiltiirleri de kinon {iretebilirler.
Ozellikle koenzim Q gibi biyolojik agidan 6nemli olan kinonlar, hiicresel solunum ve enerji
iiretimi gibi temel biyolojik stire¢lerde rol oynarlar (Kirk-Othmer, 2007).

Kinonlarin kimyasal 6zellikleri, biiyiik 6l¢tide kinonlarin molekiiler yapilarindaki ve bitigik
halkalarda yer alan siibstitiient tiirlerine bagldir. Ozellikle heterosiklik kinonlar, bu
stibstitiientlerin tiirlerine gore kimyasal reaktiviteyi biiyiik 6l¢iide etkileyebilirler. Bu 6zellikleri
nedeniyle kinonlar, bircok kimyasal ve biyokimyasal siirecte onemli roller oynayabilirler
(Horiuchi ve dig., 2006; Kobayashi ve dig., 2012).

Kimyasal yapilar1 ve 0Ozellikleri bakimindan ilging bilesiklerdir. Molekiiler yapilarina
bakildiginda, kinonlar halkada 4 & elektron igerir ve bu nedenle sadece iki ¢ift baga sahiptirler.
Bu yap1, kinonlarin konjugasyon ile zenginlesmesine ve kimyasal reaktifliklerine katkida
bulunur. Bir diger dikkat cekici 6zellikleri renklilikleridir. Kinonlar, elektron yapilarmdaki
konjugasyonun bir sonucu olarak renkli bilesiklerdir. Bu konjugasyon, kinonlarm belirgin
renklerinin kaynagidir. Koku agisindan, kinonlar keskin kokulara sahip olabilirler. Ozellikle
1,4-naftokinon, p-benzokinona benzer bir koku tasir. Kinonlarin kristal yapida bulunmalari,
yapisal olarak stabil olduklar1 anlamina gelir. Bu, yliksek derecede konjugasyonlarina baglhdir.
Aromatiklik konusunda, kinonlar aromatik degildirler, ancak halkalarindaki konjugasyon,
aromatiklik ile iliskilendirilmemesine ragmen, hala konjugasyonun varligna isaret eder (Chae

ve dig., 1999). Kinonlar, kat1 halde genellikle parlak, seffaf, uzun ignemsi kristal yapiya sahip
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olan, bir¢ogu dogada bulunan renkli bitki pigmentleridir (Babayeva, 2017). Bu bilesikler,
aromatik bilesiklere kiyasla daha kolay pargalanabilirler ve belirgin bir keskin kokuya
sahiptirler. Renklerini biiyiik 6l¢iide ¢oklu konjugasyon yapilarindan alirlar (Yavuz, 2017).
Kinonlar, konjuge yapilar1 nedeniyle renkli olan bilesiklerdir. Birgok kinon tiirevi dogada
bulunan bitki pigmentlerinin bir pargasidir. Bu kinon bilesikleri, tipik olarak keskin kokulu
maddelerdir ve aromatik bilesiklerle karsilastirildiginda daha kolay parcalanabilirler. Ayrica,
giizel kristal yapilar olusturabilirler. Kinonlar, belirli kosullarda elektroaktif 6zellikler
sergileyebilirler, 6zellikle asetonitril ve sulu ¢ozeltilerde (pH 11°e kadar) kinon yapilari
elektrokimyasal reaksiyonlara yol agabilirler. Bununla birlikte, kinonlar yaygin olarak elektron
itici gruplar iceren benzen halkalar: ile yiik-transfer kompleksleri olusturabilen donorlerdir.
Bunlar -OH, —CH3, -N(CH3)2, -OCH3 gibi gruplar olup kinonlar, yaygin olarak elektron kabul
eden bilesikler olan akseptorlere katilabilirler. Ornek olarak, pikrik asit veya nitro gruplar
iceren bilesikler, kinonlarla etkilesime girebilirler (Bektas, 2022).
2,3-dikloro-1,4-naftakinonun erime noktasi yaklasik olarak 192-195°C’°dir ve bu organik
bilesik sar1 renkte kristal yapilara sahiptir. Bu bilesik, soguk suda ¢ok az ¢6ziinebilir, ancak
petrol eteri i¢indeki ¢Oziinlirliigli suya oranla biraz daha yiiksektir. 1,4-naftokinon ve benzer
tiirevleri, aromatik yapilarindan kaynaklanan stabiliteye sahiptirler ve bu nedenle antibakteriyel
ve antitimor 6zelliklere sahip olabilirler (Nemetova, 2023).

Antrakinon, sar1 renkte bir kristaldir ve erime noktasi 284-285°C civarindadir. Kokusuzdur, su
buharma kars1 stabil olup solventlerde zor ¢oziiniir (Clayden ve dig., 2001). Antrakinonlar
dogal kinonlarin en biiylik grubunu olusturup dogal ve sentetik pigmentlerin en genis
gruplarindan birini temsil ederler. Dogal kaynaklardan elde edilen yaklasik 700'den fazla dogal
antrakinon tlirevi bulunur ve bunlar bitkiler, bocekler, mantarlar ve mikroplar gibi cesitli
organizmalardan tiiretilmistir (Dave ve Ledwani, 2012; Obels ve dig., 2016). Kagit hamuru
iiretiminde kullanilan 9,10-antrakinon, bu siiregte 9,10-dihidroksiantrasen olarak indirgenir.
Lignin ile reaksiyon verebilen bu yap1 neticesinde fenolik bilesenlerin ¢apraz baglanmasiyla
karmasik organik polimerlerin olusabilecegi anlasiimaktadir (Gan ve dig., 2008; Imimg, 2023).
Naftokinonlar genellikle sar1 renkte ve ugucu karaktere sahiptirler. Ozellikle 1,4-naftokinon ad1
verilen kinon bilesigi, p-benzokinona benzeyen bir koku tasir ve kolayca siiblimlesir, yani
katidan dogrudan gaz fazmna gegebilir (Clayden ve dig., 2001). Yalnizca 1,4-naftakinon
bilesikleri su buharindan etkilenerek p-benzokinona benzer 6zellikler gdsterir (Yavuz, 2017).
125-128°C erime noktasina sahip olan organik yapi, genelde sar1 renklidir. Polar organik

coziicliler araciligiyla daha kolay ¢oziinme gerceklesir (Hart ve dig., 2013). Alt1 farkli yapis1
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olabilen naftokinonlarin en bilinenleril,2-, 1,4-, 2,6- naftakinonlardir. Sekil 2.4’te bazi tiirleri
paylasilmaktadir. Giindelik yasamda en yaygin olan tiirli, pihtilasma ajani olarak bilinen

Vitamin K1 ve Vitamin K2’dir (Algay, 2015).

5 > 20 (ol

|, 2-naftakinon | 4-naftakinon 2 6-naftakinon Juglon Lavson Fitiyokol

Sekil 2.4: Bazi naftakinon tiirevleri (Morello ve dig., 1995).

p-benzokinon, parlak sar1 renkte bir kristaldir ve erime noktasi 115-116°C civarindadir. Bu
bilesik kolayca siiblimlesebilir. Su, eter, etanol vb. organik ¢oziiciilerde kolayca ¢6ziiniir. O-
benzokinon, daha diisiik bir erime noktasina sahiptir, yaklagik olarak 70°C’dir ve 76,4°C
civarinda yanicidir. Ancak eterde ¢Oziinmez (Clayden ve dig., 2001). P-benzokinon,
hidrokinonun (1,4-benzendiol) oksidasyonu sonucu olusan bir bilesiktir. Bu oksidasyon iglemi,
hafif oksidasyon ajanlar1 kullanilarak gergeklestirilir. Bu ajanlar, hidrokinondan bir elektron
ciftini (2¢) ve iki protonu uzaklastirarak p-benzokinonu olusturur (Nemetova, 2023).
Aksirmaya neden olan garip kokusu mevcuttur. Coziinmemis, buhar ve kat1 formu gérme kaybi1
yaratabilir. Tahris edicidir (Kirk-Othmer, 2007).

P-kloranil, 290°C civarinda eriyen altin saris1 kristal bir bilesiktir. Bu bilesik aseton, asetik asit,
benzen, toluen gibi ¢oziiciiler kullanilarak kristalizasyon yoluyla elde edilebilir (Clayden ve
dig., 2001).

Fenantrenkinon, biiylik portakal renkli kristaller seklinde bulunur. Kokusuzur. Ugucu degildir
ve erime noktasi yaklasik olarak 209°C’dir (Clayden ve dig., 2001). Dogada hayvansal ve
bitkisel olarak bulunan bazi tiirlerinde permanganat rengi teleforik asit, ksilin gibi pigmentler
vardiwr. Teleforik asit liken ve mantarlarda, ksilen mese gibi sert agaglarda bulunur (Kirk-
Othmer, 2007).

Ultraviyole Bolge Absorbsiyon Spektrumu

Kinonlarin analitik olarak tayinlerinde yaygm olarak kullanilan bir yontem, HPLC-UV
dedektoriidiir. Kinonlar, UV bdlgesinde absorbans gosterdigi i¢in bu yontem tercih edilir.
Ancak, UV tespitin duyarlilig1 kinonlarin izini belirlemek i¢in yetersiz olabilir ve UV tespidin
seciciligi diisiik olabilir, ¢linkii diger UV absorbe eden bilesikler, kinonlarin tespitini

zorlagtirabilir. Buna ragmen HPLC-UYV, kinonlarin ve diger bilesiklerin ayn1 anda belirlenmesi
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gereken durumlarda kullanish bir aragtir. Ornegin, K vitamini ve Ubikinon gibi yagda ¢dziinen
vitaminlerin belirlenmesinde bu yontem siklikla kullanilir (Kishikawa ve Kuroda, 2014).
p-benzokinonun UV spektrumu, alifatik bir karakter tasir ve konjuge diketonlarin tipik UV
spektrumlarina benzerlik gdsterir. Coziicliniin polaritesine bagl olarak, ana absorpsiyon pikinin
genellikle 240-250 nm araliginda oldugu gdzlemlenir. ikinci bir pik, 276-296 nm civarinda
goriilebilir ve sar1 renkli bir ¢ozeltide genellikle 400 nm’nin iizerinde ikincil bir absorpsiyon
gdzlenir. Bu ikinci absorpsiyon, konjugasyonun konjuge benzen halkalari ile iliskili oldugu bir
sonug olarak ortaya ¢ikar. Ayrica, p-benzokinonun UV-VIS spektrumu ¢ozeltisine yesil bir renk
katabilir. 400-500 ila 600 nm civarinda da pikler gosterebilir (Clayden ve dig., 2001; Kirk-
Othmer, 2007).

o-Kinonlar, p-kinonlardan daha fazla renk gdsterirler. Ornegin, o-benzokinonun absorpsiyon
pikleri 260 ve 375 nm arasinda yer alirken, daha yiliksek dalga boylarinda 6nemli bir
absorpsiyon pikine, yaklasik 590 nm civarinda, bolgede rastlanir (Clayden ve dig., 2001; Kirk-
Othmer, 2007).

1,4-Naftakinonun UV spektrumu ise pikleri 245, 257 ve 335 nm civarinda gosterir. Hidroksil
grubunun naftakinon tlizerindeki etkisi nedeniyle, bazi naftakinon tiirevleri 550 nm civarinda
kirmizi renkli bir maksimum absorpsiyona sahip olabilir (Clayden ve dig., 2001).

Antrakinon bilesiklerinin UV spektrumu, genellikle 243, 263 ve 405 nm civarinda pikler
gosterir (Yavuz, 2012). Bu bilesiklerin ¢ogu giin 1s181nda renkli olup, UV254 ve UV366 1s1klar1
altinda genis bir renk yelpazesi sunarlar (Obels ve dig., 2016).

Yiik-Transfer Kompleksleri

Kinonlar, yiik-transfer kompleksleri olusturabilen 6nemli kimyasal bilesiklerdir. Bu
kompleksler, 6zellikle p-benzokinon (1,4-benzokinon) ile hidrokinon (1,4-dihidroksibenzen)
arasinda meydana gelir (Mochida ve dig., 2011).

Bu reaksiyon sirasinda yesil bir renk goriiliir ve olusan {iriin kinhidron olarak adlandirilir.
Kinhidron, kinon ve hidrokinonun bir molekiiler kompleksi olarak kabul edilir. Bu yiik-transfer
kompleksi, iki molekiil arasinda hidrojen baglar1 ve benzen halkasinin niikleofilik yapisi
nedeniyle olusur (Ozsoy Giines, 2005). Hidrokinon halkasindan kinon halkasma elektron
aktarimi gerceklesir. Bu, molekiillerin bir araya gelmesine ve asosiasyonun olugsmasina neden
olur (Morello ve dig., 1995; Gong ve dig., 2008; Bektas, 2022).

Redoks Ozellikleri

Kinonlarin indirgenmesi, organik kimyanin 6nemli bir konusu olup inorganik kimyanin geri

doniisiimlii siireclerine benzer bir sekilde isler (Nemetova, 2023). Bu reaksiyonlar, 6zellikle
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bitkilerde yaygin olarak bulunan kinonlarin izolasyonuyla ilgilidir. Organizmalarda gerceklesen
redoks tepkimelerinde de onemli rolleri vardir (Bulut, 2019). Ozellikle kondense halka
sistemleri iizerinde yogunlasan arastirmalarda onem arz etmektedir. Bu ¢aligmalar, aromatik
ozelliklerin tespiti i¢in kinonlarin yiikseltgenme ve indirgenme potansiyelini incelemeyi

amaclar (Nemetova, 2023). Kinonlarin redoks ozelliklerinin bazi degerleri Tablo 2.2.’de

gosterilmistir.

Tablo 2.2: Kinonlarin redoks 6zellikleri (Nemetova, 2023).

Normal Potansiyel E®, Volt

Kinon Sulu Cozelti Alkolli Cozelti
1,4-naftokinon 0,470 0,484
0-benzokinon 0,794 -
1,2-naftokinon 0,555 0,576
p- benzokinon 0,699 0,715
1,4-antrakinon - 0,401
1,2-antrakinon - 0,490
1,2-fenantrenkinon - 0,660
1,4-fenantrenkinon - 0,523

Kinonlar, iistiin redoks ozellikleri nedeniyle laboratuvar g¢aligmalarinda biyolojik sentez
faaliyetleri icin dnemli yiikseltgeyiciler olarak kullanilirlar. Ozellikle doymamis a, B ketonlarn
varligi, kinonlarin birgok reaksiyona katilmasina olanak tanir. Niikleofilik yer degistirme,
elektrofilik, radikalik ve halka ekleme reaksiyonlar1 gibi bir dizi reaksiyon kinonlar i¢in
karakteristiktir. Ayrica fotokimya ve normal/olagandis1 karbonil reaksiyonlar1 da kinonlarla
iligkilendirilmistir. Bu nedenle kinonlar, kimya alaninda c¢esitli reaksiyonlar1 incelemek ve
biyolojik sentezlerde 6dnemli roller iistlenmek icin dnemli bir bilesen olarak kabul edilirler
(Monks ve dig., 1992; Mailman, 2011; Algay, 2015).

Kinonlar, dissal kosullar olarak ¢6ziicii, pH seviyesi ve iyon sec¢imi gibi faktdrlere olduk¢a
hassas bir sekilde tepki verirler. Bu 0Ozellikler, kinonlarin kimyasal davranislarini ve
reaktivitelerini biiyiik Olciide etkiler. Kinonlar, merkezi metal iyonunun kimyasal yapis1 ve
kompleksin koordinasyon geometrisi ile birleserek, metal kompleksleri i¢cinde redoks-aktif
ligandlar olarak smiflandirilirlar. Bu tiir komplekslerde, metal iyonunun d veya f orbitalleri ile
kinon tabanl ligandin p-orbitalleri arasindaki etkilesimler, cesitli elektrokimyasal ve elektron
transfer Ozelliklerinin ortaya ¢ikmasina neden olur (d-p veya f-p etkilesimleri). Yapilan
aragtirmalar, kinon bazli ligandlara sahip bazi ge¢is metal komplekslerinin, metal iyonu ile
ligandlar arasinda igsel molekiiler elektron transferini sergiledigini ve bu siirecin valans
tautomerizmine yol agtigin1 gdstermistir. Bu tautomerizm, kinonlarin redoks 6zelliklerini ve

kimyasal davraniglarini 6nemli 6lciide etkileyebilir (Pierpont, 2001).
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Kinon yapisi, tiimor hiicrelerini etkisiz hale getirmek amaciyla reaktif oksijen tiirleri lireterek
geri doniigiimlii oksidasyon-rediiksiyon reaksiyonlarina tabi tutulur. Bu sayede kinonlar, gii¢lii
oksitleyici maddeler olarak islev goriirler. Bu 6nemli 6zellikleri nedeniyle, kinonoid yapinin
elektrokimyasi, basit iki agsamali katodik indirgeme Ornegi olarak genis capta arastirilmistir.
Kinonlarin redoks 6zellikleri, 6zellikle biyokimya ve ila¢ kimyasi alanlarinda, bir¢ok énemli
uygulama i¢in temel olusturur (Kim ve dig., 2001; Guin ve dig., 2011).

Kinon bilesiklerinin 6nemli bir 06zelligi, aromatik dihidroksi tiirevlerinden iki hidroksi
grubunun hidrojen atomlarinin eliminasyonu yoluyla olusturulmalaridir. Bu reaksiyonlar
sonucunda hidrokinon ad1 verilen bilesikler elde edilir. Hidrokinon, kinonlarin sentezinde ve
doniisiimiinde 6nemli bir ara {irtin olarak kullanilir. Bu reaksiyonlar genellikle tersinirdir, yani
kinonlarin hidrokinona veya tersine doniistimiinii i¢erebilirler (Nemetova, 2023).

Aktarildig1 tizere redoks aktif bilesikler olarak bilinirler ve biyolojik sistemlerde, malzeme
biliminde ve kimya alaninda elektron transfer reaksiyonlarinda etkilidir. Ozellikle naftakinon
tiirevleri, fotosentez gibi biyolojik siireglerde hizli elektron transfer siireclerinin merkezinde yer
alarak elektron tasiyicilar1 olarak gorev yaparlar. Bu elektron tasiyicilari, enerjinin
dontistimiinde ve biyolojik reaksiyonlarda kritik role sahiptir. Son olarak malzeme biliminde de
elektronik cihazlarda ve enerji depolama sistemlerinde kullanilan bilesenlerin gelistirilmesinde

onemli bir rol oynarlar (Horiuchi ve dig., 2006; Kobayashi ve dig., 2012).

2.2.5. Sentez Yontemleri

Kinonlar 0zellikle yiikseltgeme reaksiyonlari, elektrofilik reaksiyonlar, halka katilma
reaksiyonu ile sentezlenebilmektedir. Yiikseltgenme reaksiyonlarindan biri fenollerin
yiikseltgemesiyle yapilan sentezdir (Solomons ve Fryhle, 2002). Bu bilesikler diamin, difenol,
aminofenol gibi ¢esitli fonksiyonel gruplar1 yapisinda bulunduran bilesiklerdir. Oksidasyon
zorlugunun biiyiikten kiigiige siras1 dihidrokinon>fenol ve anilin>hidrokarbon seklindedir (Al
Ghorbani ve dig., 2015). Kinonlar, dietil eter i¢cinde giimiis oksidi o-dihidroksibenzen (katekol)
ile muamele edilerek; FeCls, HBrO yiikseltgenler ile hidrokinondan sentezlenebilir. p-
Aminofenol ve diaminin oksidasyonunun baslangicinda kinondiiminler ve kinoniminler olusur.
Bu bilesenler sulu ¢ozeltide hizla hidroliz edilerek kinona doniisiirler. Kinonlar, anilinin
yiikseltgenmesi yoluyla elde edilebilirler. Anilin, siilfat asitli dikromat ¢ozeltisi i¢inde serbest
radikalik bir mekanizma ile reaksiyona girer. Bu reaksiyonun ilk asamasinda, koyu renkli bir
ara lirlin olan anilin siyaht meydana gelir. Daha sonra bu iiriiniin daha fazla yilikseltgenmesi ve

hidrolizi ile kinon elde edilir. Arenler, CrO;-CH;:COOH, H>0,-CH:COOH gibi
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yiikseltgeyicilerle kinonlara doniistiiriilebilirler. Gliglii asitlerin varliginda, difenokinonlar p-
benzokinonlara doniiserek meydana gelirler (Yavuz, 2017).

Elektrofilik reaksiyon fenollerin, nitrdz asit ile etkilesimiyle p-nitrozofenol olusturmasiyla
baslar. Bu bilesik, tautomerik bir denge i¢inde kinonmonoksim ile bulunur. Nitrozofenoller,
indofenollerin sentezinde kullanilan kinonmonoksime doniisen siibstitiic kinonmonoksimlerdir
(Yavuz, 2017).

Halka Katilma (Diels-Alder) reaksiyonunda, kinonlar dienofil olarak hareket ederler ve bu
reaksiyon sonucunda yeni kinon bilesikleri kolayca olusturulabilirler (Yavuz, 2017).
Uygulanan elde yontemleri aragtrmanin devaminda kisaca listelenmektedir (Ozen, 2011).

Anilinin Yiikseltgenmesi: Kinonlarin elde edilmesi i¢in bir yol olarak kullanilir. Bu reaksiyon,

anilin adh bilesigin siilfiirik asitli bikromat ¢ozeltisi i¢inde ilerleyen serbest radikalik bir
mekanizmayla gergeklesir. Ilk olarak, anilin siyahi1 olarak bilinen yogun renkli bir ara iiriin
olusur. Daha sonra bu iiriin, daha fazla yiikseltgenme ve hidroliz ile C¢H4O- kapali formiiliine
sahip p-benzokinon bilesigine doniisiir. Siilfiirik asitli bikromat ¢ozeltisinin normal
sicakliklarda anilin iizerinde etkisiyle, bir anilin molekiiliiniin amino grubu, diger bir anilin
molekiiliiniin para konumundaki bir yerine kondensasyon reaksiyonu ile baglanir. Bu siireg, bir
dizi reaksiyonun tekrarlanmasiyla sekiz anilin molekiiliinii igeren bir bilesik olusturur. izole
edilemeyen bu bilesigin dehidrojenasyonu sonucunda Sekil 2.5°te goriildiigl iizere emarildin
elde edilir. Daha sonra nigranilin ve en sonunda pernigranilin meydana gelir. Pernigranilin
molekiiliinde dort kinoid grup bulunur. Asit ortamda gerceklesen bu reaksiyon sonucunda, p-

Benzokinon ve p-fenilendiamin sabunlasarak anilini kinona doniistiirmek miimkiin hale gelir.

. . H H
NH, NH N N
ch, NI ~
[o] aHNEH, o]
lo] ?
N
H
0 NH, NH,
HN N
8H,O
z
N N
H
o] NH,

p-Benzokinon Anilin p-Fenilendiamin
H H H
Emarildin
Sekil 2.5: Kinon sentezi 1.
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Arenlerin Oksitlenmesi

Kinonlar CrO;-CHsCOOH, H>0,-CH3;COOH gibi oksitleyici maddelerle reaksiyonu

sonucunda da elde edilir. Sekil 2.6’da kullanilan bu yontemde genellikle kolay temin edilebilen

maddeler tercih edilir, ancak verimlilik genellikle %50min altinda kalir.

NH, o)
OH (0]
—
1-Amino-2-naftol 1,2-Naftokinon
OH (0]
[0]
—-
NH, o}
4-Amino-1-naftol 1,4-Naftakinon
(o]
CrO;
T )
CH;COOH
o

Antrasen Antrakinon

Sekil 2.6: Kinon sentezi 2.

Fenollerin Nitroz Asit ile Reaksiyonu

Reaksiyon sonucu p-Nitrozofenol elde edilir. Bu olusan yapi, tautomerik bir denge iginde
bulunan kinonmonooksim ile dengededir. Sekil 2.7°de nitrozofenoller, indofenollerin

sentezinde kullanilan siibstitiie monooksim bilesiklerini elde etmek i¢in kullanilirlar.

Fenol Kinonmonooksim

“1804
OH + ON OH —— > HO N (0]

Fenol p-Nitrozofenol

p-Nitrozofenol

indofenol

Sekil 2.7: Kinon sentezi 3.
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Hidrokinonun Yiikselteenmesi

FeClz ve HBrOs gibi oksidasyon ajanlar1 ile gergeklestirilerek Sekil 2.8’de p-Benzokinonun

olusmasini saglar.

HOOOH + HBrO; —— o:<:>zo+ 2Ag + HO

Hidrokinon p-Benzokinon
Sekil 2.8: Kinon sentezi 4.

o-Dihidroksibenzenlerin Yiikselteenmesi

o-Dihidroksibenzenlerin oksidasyonu sonucunda katekoliin yiikseltgenmesi gergeklesir ve bu
stirecte Sekil 2.9°daki gibi o-Benzokinon elde edilir. o-Benzokinon, kararli ve kararsiz olmak
iizere iki farkli formda bulunabilir. Kararli formu parlak kirmizi igne seklinde kristaller
olusturur ve genellikle polimerlesme egilimindedir. Kararsiz formu ise yesil igneler seklinde
kristallenir. Bir¢ok dogal {riiniin rengi, igerdikleri pigmentlerin benzokinon benzeri

bilesiklerinden kaynaklanir.

OH O

OH + AgO—> O +2Ag+ H0

Katekol o-Benzokinon
Sekil 2.9: Kinon sentezi 5.

p-Aminofenoliin ve Diaminlerin Oksitlenmesi

p-Aminofenol ve diaminlerin oksidasyonu sirasinda Sekil 2.10°da ilk olarak kinoniminler ve
kinondiiminler olusur. Bu olusan bilesikler sulu ¢dzeltide kolayca hidrolize ugrarlar. Sulu bazik
ortamda yan reaksiyonlarin meydana gelme egilimi vardir. Bu nedenle oksidasyon
reaksiyonlarinda genellikle yiikseltgenme islemini gergeklestirmek i¢in kuru giimiis oksit ve

bikromat-siilfiirik asit gibi asit reaktifler tercih edilir.
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p-Aminofenol Kinonimin Kinon
ONW —" HN:C>: %OH + NH3
p-Fenilendiamin Kinondiimin Kinon

Sekil 2.10: Kinon sentezi 6.
2.2.6. Reaksiyonlan

Kinonlar, aromatik bilesikler olmay1p, daha ¢ok acik zincirli o, f doymamis ketonlara benzerler.
Bu nedenle karakteristik reaktiviteleri vardir ve karbonil grubuna 6zgii reaksiyonlari sergilerler.
Ayrica, o,f ketonlara 6zgii katilma reaksiyonlarmi gergeklestirirler. Birgok kinon, kendine 6zgii
renk reaksiyonlar1 gosterirler. Bu reaksiyonlar ozellikle sulu alkali ve yogun siilfiirik asit
cozeltilerinde belirgin bir sekilde gozlenir ve katilma reaksiyonlara yol agarlar. Bu tiir
reaksiyonlar o, p doymamis ketonlara gore genellikle daha hizli gergeklesirler. Ornek olarak,
o-Benzokinon, potasyum permanganat ile 1sitildiginda oksalik asit olustururken, p-Benzokinon
glimiis siilfat varliginda potasyum peroksidisiilfat ile maleik ve fumarik asitlere ylikseltgenme
reaksiyonu gosterebilir (Ozen, 2011).

1,4-Katilma Reaksiyonlari: Kinonlar, asitler, aminler ve benzeri reaktiflerle 1,4-katilma

reaksiyonlar1 gosterirler. Bu tiir reaksiyonlarm ilk iirinii genellikle hidrokinondur. Ancak, bu
reaksiyon ilerlerken olusan siibstitiie hidrokinonun p-Benzokinon'dan daha yiiksek bir
yiikseltgenme potansiyeline sahip oldugu durumlarda reaksiyon ileriye gitmez. Diger bir
deyisle, eger siibstitiie hidrokinon, p-Benzokinonun yiikseltgenme potansiyelinden daha
yiiksekse, reaksiyon durur. Ote yandan, eger siibstitiie hidrokinonun yiikseltgenme potansiyeli,
p-Benzokinonunkinden daha diisiikse, reaksiyon ilerlemeye devam eder ve iiriin, daha fazla HX
katilmasi1 sonucu 2,5-disiibstitiisyonlu bir bilesik olusturur.

Alkoller ile Reaksiyonu

Kinonlarin alkollerle reaksiyonu genellikle bir katalizoriin (Mg, Ca, Cd, Zn) varliginda
gerceklesir. Ancak, 2-Asetil-1,4-benzokinon gibi oldukca aktif bir bilesik, alkollerle katalizor
olmadan da reaksiyon verebilir. p-Benzokinonun etanolle reaksiyonu ise Co(Salen), Co(bis-
N,N-salisilenetilendiaminat) ve oksijen varliginda hizli bir sekilde ilerler. Ayrica, 5 ve 8

pozisyonlarinda verici substitiient bulunan 1,4-naftakinonlar, H>SOs ve FeS04.7H>0
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katalizorleri varliginda alkollerle reaksiyon verirler ve bu reaksiyon sonucunda 2-alkoksit
tiirevleri meydana gelir. o-Naftakinonlar ise alkollerle katalizoriin (CaClz, NiCl2.6H20 vb.)
varliginda reaksiyon verirler ve iirlin, sicaklik ve siire arttik¢a 2 ile gosterilen iiriinii olusturur.

Amonyak ile Reaksiyonu

Kinonlarin amonyak ile reaksiyonu sonucunda siibstitiie kinonlarin gaz amonyak ile
reaksiyonu, kararsiz amorf iirinlerin olugmasina yol acar. Ancak, sivi amonyak kullanildiginda
1:1 katilma iiriinleri meydana gelir (240°C). Ikinci katilma iiriinii ise 220°C'de olusur.

Anilin ile Reaksiyonu

1,2-Naftokinonlarin anilinle reaksiyonunda 1,4-katilma {iriinii olusur. 4-Anilino-1,2-
naftakinon, hava oksidasyonu ile izole edilir ve ayristirilir.

Diazonyum Tuzlar: ile Reaksiyonu

p Kinonlarm diazonyum tuzlariyla reaksiyonu sonucunda p-Benzokinon arillenir.

Halojenler ile Reaksiyonlar:

p-Benzokinon, kendi etilenik atomlarmna halojenleri baglayabilir. Ornegin, buradaki halojen
klor ise bir siibstitiisyon iirtinii olustururken, brom ise bir katilma iirliniiniin olusmasina yol acar.

Indirgenme Reaksiyonlar

Kinonlarm hidrokinonlara geri doniisiimlii ve kantitatif olarak indirgenmesini igerir. o ve p-
Benzokinonlar sulu ¢ozeltilerinde SO2 ile hidrokinonlara ve pirokatesollere indirgenir. Bu
reaksiyonlarda hidrokinonun teorik miktarmin %80'1 gibi bir verim elde edilir. Ticari olarak, p-
Benzokinon hidrokinona sudaki demir tozlar1 araciligiyla indirgenir. Ayrica asetik asi, ¢inko
tuzlari, sulu hidroksilamin, fenil hidrazin gibi indirgeme ajanlar1 da kullanilabilir.

Katalitik Hidrojenlenme ve Metallerin Etkisi

Bu etkiyle hidrojen atomlarinin kinonlarin negatif uglarma baglanmasi sonucunda kinoid
sistemler benzoid sistemlere doniisiir.

o-Fenilendiamin ile Reaksiyonu

2- ve 1,4- kinonlar kolaylikla birbirinden ayrilabilir. Ornegin, 1,2- kinonlar o-fenilendiamin ile

fanazin tiirevlerini olustururken, 1,4- kinonlar bu reaksiyona tepki vermezler.

Polimerlesme Reaksiyonlari

Ozellikle p-Benzokinon, AICI; veya SnCl, gibi metal halojeniir katalizérlerinin varhiginda bir
organik ¢oziiciide 1s1ya direngli polimerler olusturarak polimerlesme reaksiyonlarina girerler.

Thiele Reaksiyonu
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H>SO4 ve BF; etarat katalizorliigiinde asetik anhidritin kinonlara katilmasiyla gerceklesen bir
reaksiyondur. Bu sekilde hidroksihidrokinon triasetat elde edilir ve genel {iriin olarak a,p-
naftokinon meydana gelir.

Tiyoller ile Reaksiyonu

Kinonlar, tiyoller ve tiyofenollerle 1,4-katilma reaksiyonlar1 yapabilirler. Bu reaksiyonlar

sonucunda kinonlar, alkol-tiyo ve aril-tiyo kinonlarma doniisebilir.

2.2.7. Kullanim Alanlan

Kinonlar, biyokimyasal reaksiyonlarda onemli katalizorler olarak bilinirler. Bu bilesikler,
ozellikle redoks aktivitesi ve elektron transferi siireclerinde kritik bir rol oynarlar. Arastirmalar,
fosforlanmis kinollerin yiikseltgen fosforilasyonu tesvik ederek solunum dolasimini olumlu bir
sekilde etkiledigini gostermistir (Gee ve Schep, 2013). En 6nemli tiirlerden biri CoQ10 olup
cesitli 1,4-benzokinon analoglariyla sentezlenmis ve bu bilesiklerin giiniimiiziin tedavi
gerektiren hastaliklari, 6zellikle kanser, lizerinde antitiimdr aktivite sergiledigi belirlenmistir.
Koenzim Q10, farclerde Walker karsinosarkom 256'nin uzun siireli tedavisinde en etkili
antitimor Ozelliklerini gosterdigi bilinmektedir. Kinonlarin antitiimor aktivitesi, molekiiler
yapilarinda bulunan doymamis yan zincirler ve ¢ekirdek bdlgesindeki 5-kloro- veya 5-hidroksil
stibstitiientlerinin varligina dayanmaktadir (Hart ve dig., 2013).

Losemi-1210 hiicrelerinde niikleik asit sentezi, koenzim Q10 antimetabolitleri ile
engellenebilmektedir. Bu antimetabolitler, L1210 hiicrelerinin DNA ve RNA sentezini
yavaglatarak caligir. Ayrica, tirityumla isaretlenmis timin ve {irinin hiicre i¢ine alimmni da
engellerler. Bu nedenle, koenzim Q10 antimetabolitleri kanser hiicrelerinin genetik materyal
iiretimini etkileyerek tiimor biliylimesini kontrol etmede potansiyel bir rol oynayabilirler.
Ozellikle sekiz antimetabolitin, Rubidazon ve Eliptisin gibi kanser ilaglarina benzer sekilde
etkili oldugu gézlemlenmistir. ED50 degerleri 2.1 ve 4.0 um olan 5-o-fenilpropilmerkapto-2,3-
dimetoksi-1,4-bezokinon gibi koenzim Q10 antimetabolitleri, niikleik asit sentezini giiclii bir
sekilde inhibe edebilirler (Nemetova, 2023).

Kinonlar dogada yaygin olarak bulunan ve endiistriyel olarak iiretilen ¢ok yonlii bilesiklerdir.
Tarihsel olarak, kinonlar ilk olarak boya endiistrisinde kullanilmislardir. Ancak giiniimiizde,
birgok farkli alanda yaygm olarak kullanilmaktadir (Brunton ve dig., 2006). Kinonlarin,
hidroiyodik asitten iyot ac¢iga cikarabilme 06zelligi, fotograf¢ilikta onemli bir role sahiptir.
Ayrica, giimiisli yiikseltgeyerek giimiis iyonlarmi agiga ¢ikararak fotograf¢ilik islemlerinde

kullanilirlar. Bu, fotograf filmlerinin ve kagitlarmm olusturulmasmnda onemlidir (Caccia,
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2007). Kinonlar, lazerlerin c¢alisma prensiplerinde kullanilabilirler. Lazerlerin c¢esitli
uygulamalarinda enerji transferinde ve 1sik iiretiminde Onemli bir rol oynarlar. Bu, tibbi
lazerlerden iletisim teknolojisine kadar bir¢ok alanda kullanilir. Fotokromik malzemeler, 15181n
etkisi altinda renk degistiren malzemelerdir. Bu tiir malzemelerde kinonlar da kullanilir ve
giines gozliikleri, otomatik camlar gibi iiriinlerde bulunurlar. Bu, giines 151¢1mnin yogunluguna
bagli olarak camlarin renk degistirmesini saglar. Kinonlar, radyasyon algilama ve tespiti i¢in
sintilatorlerde kullanilir. Bu alanda 6nemli bir uygulama olan sintilatdrler, radyasyonun tespitini
ve Ol¢limiinli kolaylastirir. Ayrica, kinonlar viicut i¢cin 6nemli olan K1 ve K2 gibi vitamin
aktivitelerine de katki saglarlar. Ozellikle K1 vitamini, kanm pihtilasma o6zelliklerini
diizenlemekte gorevlidir ve saglikli bir kan dolagimi i¢in kritik dneme sahiptir. Diger naftokinon
bilesikleri de benzer vitamin aktivitelerini sergileyebilir, ancak yan zincir gereksinimi olmadan
K vitamini etkilerini gosterebilirler (Calzetta ve dig., 2018).

Kinonlar, polimerizasyon reaksiyonlarinda katalizor olarak kullanilan ve dnemli polimerleri
olusturan bilesiklerdir. Ozellikle doymamis yan zincirli benzokinon ve antrakinonlar, bu
polimerizasyon reaksiyonlarinin 6nemli 6rnekleridir. Bu tiir reaksiyonlarda, kinonlarm varligi,
polimerlerin olusumunu tetikler ve kinon yapisi, son polimerlerin temel bilesenlerinden biri
olur. Ayrica, kinonlar hidrojen peroksitin iiretilmesinde ve oksijenin sudan uzaklastirilmasida
kritik bir rol oynarlar. Kinon tabanli polimerler su aritma islemlerinde ve atik su aritiminda da
kullanilirlar. Bu polimerler, suyun kirleticilerden arindirilmasi ve temizlenmesi i¢in etkili bir
yol saglarlar. Bununla birlikte, biyokimyasal reaksiyonlarda kullanildiklar1 i¢in kirlilige neden
olmazlar. Ayrica, bu kinon bazli polimerler iilser tedavisi ve renk azaltic1 fotograf sistemleri
gibi alanlarda da kullanilir. Fotografcilikta ve elektrofotograf¢ilikta luminoforlar olarak da
kullanilarak goriintiileme islemlerinde 151831 yakalanmasma yardimci olurlar (Braga ve dig.,
1999).

Cesitli fonksiyonel gruplar iceren kinonlarin sentezlenmesi ve Onemli Ozelliklerinin
incelenmesi, bu bilesiklerin saglik alaninda 6nemli bir rol oynadigini gostermektedir. Kinon
bilesikleri, bir¢ok hastaligin tedavisinde ve bobrek, akciger, beyin, kalp gibi hayati organlarin
korunmasinda biiyiik 6neme sahiptir. Biyolojik olarak aktif kinonlar, bir¢ok saglik sorununun
tedavisinde ve viicudun enerji liretiminde kritik bir rol oynarlar (Cazzola ve dig., 2019).
Ozellikle farmasotik alaninda kullamlan kinon bilesikleri, tip diinyasinda biiyiik bir etkiye
sahiptir. Kinon bilesikleri, eczacilikta bazi ilag komplekslerinde kullanilir ve tibbi alanda
faydali bilesiklerdir. Ozellikle 1,4-naftakinon farmakoforu, antikanser aktivitesi gosteren

ilaclarin gelistirilmesinde kullanilir (Bulut, 2019).
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Bir¢ok kinon tiirii, vitamin aktivitesine sahiptir ve K1 vitamini 6zellikle bitkilerde yaygin olarak
bulunur. Bu vitamin, kanin pthtilasma 6zelliklerini siirdiirmede 6nemli bir rol oynar. Kinonlarin
K vitaminlerinin etkisinin temel nedeni olarak genel olarak naftakinon halkasmnin kimyasal
yapisinin kabul edildigi bilinir. Yan zincirin varligi K vitamin etkisinin meydana gelmesi i¢in
mutlak bir gereklilik olmasa da naftakinon yapisinin korunmasi énemlidir (Patrizia ve dig.,
2006). Bu durum kanin pihtilagmasini diizenlemede ve bu pihtilagsma 6zelliklerini koruma igin
gereklidir. Bu nedenle, beslenme yoluyla alinan K vitamini sicakliga dayanikli olup viicut i¢in
onem arz etmektedir (Bulut, 2019).

Poli(aminokinon) (PAQ) tiirevleri, metaller i¢in korozyon 6nleyici kaplama malzemesi olarak
kullanilir. Amino kinon polimerleri, demir ylizeylerini koruyucu etkiye sahiptir ve korozyonu
engeller. Bu 6zellikleri, ¢esitli endiistriyel uygulamalarda kullanilmalarini saglar (Bulut, 2019).
Ornegin boya ve vernik kurutma islemlerinde kullanilarak hizli kuruma saglamaktadir. Optik
kuantum jeneratorlerde 15181 enerjiye doniistiirmek ic¢in kullanilir. Boylece enerji iiretiminde
kullanilabilecek alternatif bir yontem sunar. Sivi kristal ekranlar gibi teknolojilerde kullanilarak
goriintiileme teknolojilerinin gelismesine katkida bulunur. Ayrica 151gin etkisi altinda renk
degistiren fotokromik malzemelerin bir pargasi olarak kullanilir. Bu tiir malzemeler giines
gozliikleri ve otomatik camlar gibi iirtinlerde bulunur (Kutyrev ve Moskva, 1991). Dolayisiyla
kinonlar, fotorezistorlerin yapiminda kullanilabilirler. Fotorezistorler, 1518in etkisi altinda
elektriksel ozelliklerini degistirirler ve optoelektronik cihazlar i¢in 6nemlidirler (Topaloglu,
2015).

Kinonlar, analitik reaktifler olarak da 6nemli bir rol oynarlar. Ayrica, halojen- ve siyanokinonlar
organik sentezlerde vazgeg¢ilmez dehidrojenasyon ajanlaridir (Kutyrev ve Moskva, 1991). Bu
kimyasal bilesiklerin birkag Ornegi sunlardir: tetrakloro-p-benzokinon, tetrabromo-p-
benzokinon ve 2,3-dikloro- ile 2,3-dibrom-1,4-naftokinon tiirevleri gibi halojenlenmis kinonlar,
mantarlar1 6ldiirme etkisine sahiptirler (Yavuz, 2017).

Kinonlar, herbisitler, fungisitler ve bitki gelistirme ajanlar1 gibi tarim kimyasallarinin
hazirlanmasinda 6nemli bir rol oynarlar. Bu kimyasal maddeler, bitkilerin hastaliklarla ve
zararli organizmalarla miicadelesinde etkilidirler. Polimer zinciri boyunca kinon yapilar1 igeren
polimerlerin olusturulmasinda kullanilirlar. Bu polimerler, hidrojen peroksitin iiretilmesi, sudan
oksijenin uzaklastirilmasi, suyun saflagtirilmasi ve sudaki atiklarin uzaklastiriimasi gibi bir dizi
endiistriyel uygulamada kullanilirlar.  Suyun saflagtirilmasi  ve sudaki atiklarin
uzaklastirilmastyla ¢evresel kirliligin azaltilmasinda etkili olabilirler. Kimyasal reaksiyonlarda

katalizor olarak da kullanilabilirler (Topaloglu, 2015).
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Kinonlar baz1 biyokimyasal reaksiyonlarda kullanilirlar. Ozellikle redoks ajanlarinmn kirliligin
istenmedigi yerlerde kullanilmasini gerektiren durumlarda yararlanilirlar. aromatik bilesikler
olmasalar da indirgenme-yiikseltgenme reaksiyonlarinda dnemli bir rol oynarlar. Bu reaksiyon
yetenekleri, fotosentez ve solunum gibi biyolojik redoks tepkime zincirlerinin isleyisinde kritik
bir oneme sahiptir. Indirgenme-yiikseltgenme yetenekleri sayesinde elektronlarm bir
koenzimden digerine aktarilmasma katki saglarlar, bu da enerji liretimi ve metabolizma i¢in
hayati 6neme sahiptir. Ayrica kinon bilesikleri, konjuge olmalar1 nedeniyle renkli bilesiklerdir
ve dogal boyar maddesi olarak kullanilirlar. Bu renkli 6zellikleri, kimyasal analizlerde ve
boyama islemlerinde yaygin olarak kullanilmalarint saglar. Dogal renk pigmentlerinin
iretiminde ve kimya endiistrisinde renklendirici olarak degerli araglar olarak kabul edilirler

(Toprak, 2013).

2.3. KROMATOGRAFIK YONTEMLER

Kromatografik yontemler giiniimiizde sik¢a kullanilan gelismis ayrisma yontemlerinden biridir.
Kromatografi bir ya da birden fazla kimyasal madde igeren bir karigimdan elde etmek
istedigimiz tek bir maddeyi iki faz arasindaki (mobil faz ve sabit faz) etkilesimleri saglanarak
saflagtiran bir ayrigma teknigidir. Bu teknik ayrisma islemi bittikten sonra tanima islemi
gergeklestirmek i¢in kullanilir. Tanimanin gergeklesmesi i¢in ¢esitli dedektdrlere ihtiyag vardir.
Kromatografik yontemlere bagli olan dedektorler, cihazdan ¢ikan analiti ve miktarmni saptamak
icin kullanilir. i¢inden gecen maddeyi zamana karsi kaydederek ve miktarini bir grafige
dontistiiriir, bu grafige kromatogram denir (Abdulkarim ve Adrian, 1998).

Kromatografik yontemin ayirma islemi iki faz arasinda yapilir; bunlar sabit faz ve mobil fazdir.
Sabit faz, kolon i¢inde bulunan esit bir sekilde dagilmis bir kat1 ya da s1vi maddedir. Mobil faz
ise, analiti tasiyan bir s1v1 ya da basing altinda olan bir gazdir. Molekiil biiyiikligii, polaritesi
ve molekiil yiikii maddenin ayrimini saglayan faktorler arasindadir. Maddelerin kolon ve fazlara
kars1 olan afiniteleri ayrimi saglayan faktorlerden en 6nemlisidir. Analit maddeyi tagiyan mobil
faz, sabit fazdan gecerek maddenin ilgisine gore sabit fazla etkilesim yaparak hizli ya da yavas
kolondan gecer ve madde ayrimi gergeklesir. Kromatografik yontemlerde kullanilan 6nemli
terimler:

e Eliient: ekstraksiyonda yikama islemi esnasinda solventleri ayirmada kullanilan madde

e Analit: analiz edilen madde

e Kolon: maddeleri gegiren, madde aywrimini saglayan kisim
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e Sabit faz (adsorban): mobil fazin etkilesime girdigi, ¢esitli materyalden tasarlanmis
maddenin tutunmasini saglayan bir kolondur.

e Mobil faz (tasiyici): fiziksel ve kimyasal 6zelliklere sahip, analiti tasiyan ¢oziicii bir
karigimdir

¢ Eliisyon: maddeyi kolondan ayirma agamasi

¢ Eliiat: eliisyon islemiyle meydana gelen ¢ozelti

e Alikonma: maddenin fazlar arasinda etkilesime girmesiyle belirli oranda tutulmasi,
yavagslatilmasi ve bu sayede daha gec olarak sabit fazi terk etmesi olayidir

Bir kimyasalin varligin1 ve/veya miktarmi belirlemek i¢in farkli kromatografik teknikler

kullanilabilir. Her malzemenin kimyasal yapisina ve 6zelliklerine gore uygun bir kromatografik

teknik secilmelidir. Tablo 2.3’te ayrilma siireglerine gore, faz tiplerine gore ve uygulama

bicimine gore kromatografik yontemin smiflandirilmas: O6zetlenmistir. Tablo 2.4’te

kromatografik yontemin o6zellikleri, kullanilan mobil ile sabit fazlan ve ayrisma sekli

gostermektedir (Adrian, 1974).

Tablo 2.3: Kromatografik yontemler.

Ayrilma Siireclerine Gore Uygulama Bigimine Gore Faz Tiplerine Gore

Adsorpsiyon Kromatografisi

S1vi Kromatografisi

Duzlemsel Kromatografisi

Dagilim Kromatografisi *Kagit Kromatografisi Sivi-Kat1 Kromatografisi
Iyon Degistirme Kromatografisi *‘TLC S1vi-Sivi Kromatografisi
Jel Filtrasyon (Molekdiler Eleme) Kolon Kromatografisi Gaz kromatografisi

Kromatografisi *GC Suiperkritik Akiskan

Afinite Kromatografisi « HPLC Kromatografisi

Tablo 2.4: Kromatografik yontemlerin 6zellikleri.

Metot Mobil Faz Sabit Faz Ayrisma Sekli
Gaz-S1vi Kromatografisi Gaz Sivi Molekiil biiyiikliigii/polarite
Gaz-Kati1 Kromatografisi Gaz Kati Molekiil biiyiikliigii/polarite
Siiperkritik Akigkan Kromatografisi | Slperkritik sivi Kati Molekiil bityiikliigii/polarite
Ters Faz Kromatografisi Polar sivi Apolar s1vi veya kat1 | Molekil biyiikliigii/polarite
Normal Faz Kromatografisi Az polar sivi Daha polar sivi/kat1 | Molekiil bityiikliigii/polarite
Hidrofobik Etkilesim Kromatografisi Polar sivi Apolar s1v1 veya kat1 | Molekiil biiyiikliigii/polarite

Biiyiikliik Diglatumli Kromatografisi Sivi Kati Molekiil biiyiikligii
Afinite Kromatografisi Su Baglanma bolgesi Spesifik yap1
Iyon Degisim Kromatografisi Polar 811{\2{1 tyonik Iyonik katt Molekiil yiikii
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2.4. Yiiksek performansh ince tabaka kromatografisi

Ince tabaka kromatografisi kromatografide siklikla tercih edilen ve yaygmn olarak kullanilan
ayirma yontemlerinden biridir. Yontemin calisma prensibi olduk¢a basittir. Numuneler
genellikle minimum &n islem gerektirir. ITK her tiirlii organik maddenin ayiriminda, referans
standardin varliginda, tanimlanmasinda ve yar1 kantitasyonunda kullanilan bir ydntemdir.
(Fried ve Sherma, 1999). Analitin oldukc¢a kolay, hizli ve yiiksek kesinlikte tanimlanabilmesi
nedeniyle gida, cevre, eczacilik, klinik ve adli laboratuvarlarin yani sira kozmetik ve dogal
bilesiklerin arastirilmasinda siklikla kullanilmistir. ITK’nin bu geleneksel hali ¢ogunlukla
kullanicidan kaynakli hatalara agik ve tekrarlanabilme yetenegi zayif bir sistemken, nicel
analizlerde kolaylikla hizmet vermesi ve s6z konusu hatalarin bertaraf edilmesi ile ITK yerini
Yiiksek Performansli Ince Tabaka Kromatografisi (YPITK) ne birakmustir. Geleneksel ITK *nin
modernize hali olan YPITK, hatalarm en aza indirilmesi ve kolaylikla nicel analize de hizmet
vermesi dolayisiyla modern bir analitik cihaz halini almistir. Glinliimiiz silika teknolojisi ile
birlikte ayrim giicliniin arttirildig1 ve iyi ¢oziiniirliigiin saglandig1 plaka ¢esitliligine ek olarak
Densitometre ve Kiitle Dedektorlerinin de sisteme kazandirilmasiyla yiiksek hassasiyette, kesin
kantitatif sonuglar vererek analitik uygulamalarda yerini saglamlastirmustir.

Diger kromatografik yontemler ile karsilastirildiginda avantaji tek bir ¢alismada ¢ok sayida
numunenin analiz edilebilmesidir. Basit bir 6n islem sonrasinda analize tabi tutulan
orneklerdeki bilesenleri, yaklasik %1'lik bagil standart sapma ile nanogram seviyesinde
belirleme kabiliyetine sahiptir. YPITK ile kalitatif ve kantitatif analizler yapilabildigi gibi
(Turkmen ve dig., 2013), bir karisimdan maddelerin saf halde elde edilmeleri amaciyla
preparatif caligmalar da yapilmaktadir (Srivastava, 2010).

YPITK 'nin avantajlarindan bazilar1 asagidaki sekilde dzetlenebilir (Yaylayan ve Huyghues-
Despointes, 1996; Van Boekel ve Brands, 1998; Berg, 1993);

. Cok bilesenli ham numuneleri analiz edebilme.
. Ayirma islemi 6zellikle renkli bilesiklerle takip edilmesi kolaydir.
. Ayni plaka iizerinde birkag numune birbirine paralel olarak ayrilabilir, bu da yiiksek

¢ikt1, zaman tasarrufu ve hizl diigiik maliyetli analiz saglar.

. HPTLC gelisimi i¢in solvent sec¢imi, tespit adimmdan once mobil fazlar tamamen
buharlastigindan genistir.

. Iki boyutlu ayrrmalarin gergeklestirilmesi kolaydir. Kromatografi sirasidaki kararlilik,

iki boyutlu gelisim i¢in test edilmelidir.
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. Ayrilmis noktalar1 tespit etmek i¢in 6zel ve hassas renk reaktifleri kullanilabilir
(Dragendroft reaktifi/Kedde reaktifi).

. HPTLC, farkl 151k absorpsiyon ozelliklerine veya farkli renklere sahip bilesiklerin
tanimlanmasina izin vererek, farkli degerlendirme modlari i¢in birlestirilebilir ve sonug
olarak kullanilabilir.

. Temas tespiti, radyoetiketli bilesiklerin izlenmesine ve noktalardaki mikrobiyal
aktivitenin degerlendirilmesine olanak tanir.

. HPTLC yontemi, toksik organik atiklarm maruz kalma riskini en aza indirmeye

yardimci olabilir ve bertaraf sorunlarini 6nemli 6l¢iide azaltarak ¢evre kirliligini azaltir.

YPITK’da sabit faz olarak genellikle silika jel kullanilir. Tutucu madde segimi, ayrilmasi
istenen maddelerin asidik veya bazik oluslarina goére yapilir. Genellikle asidik karakterli
maddeler i¢in silika jel gibi asidik adsorplayicilar, bazik karakterli maddeler i¢in de aliiminyum
oksit, talk gibi bazik adsorplayicilar kullanilir. Adsorbanin plakaya yapismasini saglamada ilave
olarak kalsiyum oksitten yararlanilir. Ticari ince tabaka plakalari, genel olarak da 5*20, 10*10,
20*20 cm ebatlarinda, 150-250 pm tabaka kalinliginda ve 10-20 pum ortalama pargacik
biiytikliigline sahiptir (Srivastava, 2010).

YPITK, giiniimiiz silika teknolojisi ile birlikte ayrim giiciiniin arttirildig1 ve iyi ¢oziiniirliigiin
saglandig1 plaka ¢esitliligine ek olarak Densitometre ve Kiitle dedektorlerinin de sisteme
kazandirilmasiyla yiiksek hassasiyette, kesin kantitatif sonuglar vererek analitik uygulamalarda
yerini saglamlastirmis, boylelikle teknigin bilim ve endiistride kullanim alanlar1 daha da
artmistir. Silika teknolojisindeki yiiksek plaka kat sayisi ile birlikte, 6rneklerin bant seklinde
plakaya tatbik edilmesi sayesinde YPITK geleneksel ITK 'ne gore daha etkili ayirim ve yiiksek
coziiniirlikte pikler sunmaktadir. Bu sayede de giivenilir sonuglar vermekte ve uygulamada

onemli avantajlar saglamaktadir (Wall, 2005; Halkina ve Sherma, 2006).
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3. MALZEME VE YONTEM

3.1. KULLANILAN KiIMYASALLAR, SARF MALZEMELER VE YONTEM

3.1.1. Gerecler

Deneysel c¢alismalarimizda kullanilan reaktifler metanol, kloroform, n-heptan, etil asetat,
toluen) analitik saflikta olup Sigma-Aldrich & Merck (Almanya)’dan temin edilmistir. (2-(3,5-
dimethoxyphenylamino)-3-chloronaphthalene-1,4-dione Istanbul Universitesi Organik Kimya
Anabilim Dali laboratuvarinda sentezlenmistir. Cam malzemeler Isolab (almanya)’dan temin
edilmistir. 1,5 mL vial (CAMAG) ve 0,45 mm Membran filtre ( Millipore — Millex) sarf

malzeme olarak kullanilmistir.

3.1.2. Yiiksek Performansh Ince Tabaka Kromatografisi ile Yapilan Kontroller

HPTLC silica gel 60 F»s4 (Merck) 10x20 cm hazir plakalar kromatografik yontem gelistirmek
amaciyla kullanilmistir. Cozilicii sistemi olarak kloroform: n- hexan: etil asetat: toluen
¢oziiciileri tercih edilmistir. Lekelerin belirlenmesi i¢cin Ultraviole (UV) 15181 (254 ve 366 nm)

kullanilmastir.

3.2 KULLANILAN CiHAZLAR

3.2.1. Geregler
Basaran marka ¢eker ocak, Mettler Toledo marka analitik terazi, Hettich marka santrifj Isolab
marka vorteks, Bandelin marka ultrasonik banyo, Eppendorf marka otomatik pipetler ve Hettich

marka santriflj kullanilmistir.

3.2.2. Yiiksek performansh ince tabaka kromatografisi

Istanbul Universitesi -Cerrahpasa Adli Tip ve Adli Bilimler Enstitiisii Enstriimental Analiz
Laboratuvari’nda bulunan, Otomatik TLC drnekleyici (initesi, otomatik yiiritme tanki tinitesi,
TLC tarama 3, Wincats isletim sistemi dort kisstmdan olusan CAMAG marka ATS 4 model

yiiksek performansli ince tabaka kromatografisi kullanilmistir.

Analizi yapilacak olan madde uygun bir ¢dziicii iginde ¢oziiliir. Istenilen miktarda kontrollii
olarak ATS 4’te bulunan (Automatic TLC Sampler 4) otomatik siringa plakaya

uygulanabilmektedir. Analiz edilecek drnegin uygulandig: yer plakanin alt kenarindan yaklagik
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1.5-2 cm yukarida olmaldir. Boylece, analiz edilecek olan maddenin silika jel iizerinde

istenilen darlikta ve genislikte bir leke olusturmasi saglanir (Flanagan ve dig., 2007).

Sekil 3.1: Ornegin plakaya uygulanisi.

3.2.3. Plakanmin yiiriitiilmesi

Kromatografide kullanilan plakanin biiyiikliigiine gore farkli boyutlarda cam tanklar kullanilir.
Hareketli faz ¢ozeltisi kullanilacak tankin i¢ine uygulama noktasinin seviyesini gegmeyecek
sekilde konur. Spot hareketli ¢ozeltiye batmamalidir. Plaka, hareketli faz ile doyurulmus tanka
yerlestirilir ve ¢oziicilinilin ylikselmesi takip edilir. Coziicli ylikselirken 6rnekteki bilesenleri de
stiriikler ve yukariya ¢ikarir. Yiikselme yaklagik 10 cm oldugu zaman kromatograma son verilir,
plaka tankin disina ¢ikarilir ve kurutulur (Giindiiz, 2004). Hareketli faz i¢in ¢oziicii veya ¢oziicii
sistemi se¢iminde, ¢alisilan maddenin yapisi ve kullanilan tabaka dikkate alinmaktadir. Polar
olmasi1 beklenen maddeler i¢in polar, apolar olmas1 beklenenler i¢in apolar ¢oziiciiler kullanilir.
Polar ¢oziiciller maddelerin Rf (alikonma faktorii) degerini arttirir. Maddeleri plakanin

ortalarina kadar yiiriiten ¢oziicii sistemi en uygun sistemdir (Ersoy, 1989).

Sekil 3.2: Ornegin plakada yiiriitiilmesi.
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3.2.4. Kromatogramin goriintiilenmesi

Kromatografide maddenin varliginin belirlenmesi icin ¢esitli spektroskopik yontemler
kullanilir. Ince Tabaka Kromatografisi'nde plakadaki leke analitin varligina isaret eder.
Lekelerin goriintiilenmesi, yiiriitme isleminin hemen arkasindan plakalardan mobil faz
cozeltileri iyice uzaklastirildiktan sonra miimkiindiir. Plaka iizerindeki maddeye ait leke gozle
gortilebilir dalga boyunda ise kolaylikla tespit edilebilir. Eger leke/lekeler gozle goriilemiyor
ise, kromatogram karanlikta UV (254 veya 366 nm) 151k altinda incelenebilir. Maddelerin ¢ogu
UV 1sm1 absorpladigindan karanlikta lekeler halinde gozlenir. Goriintilleme floresans 6zellik
iceren tabaka kullanilarak kolaylastirilabilmektedir. Plakadaki lekeler uygun dalga boyundaki
UV 151k altinda, parlak floresans zeminde karanlik lekeler halinde goriilecektir (Ersoy, 1989).
Cesitli bilesik gruplar i¢in goriiniirliigii ve kimyasal tanimlamay1 saglamak amaciyla renk
veren belirtecler de kullanilabilir (Stains for Developing TLC Plates, 2019). Plakalar bu
belirtece/belirteglere daldirma veya pliskiirtme yolu ile uygulanmaktadir. Bu sayede ¢esitli
belirte¢ kombinasyonlari, fonksiyonel gruplarin ve bilinmeyen maddeler tespit edilebilir

(Flanagan ve dig., 2007).

Sekil 3.3: Ornegin UV 15181 altinda goriintiilenmesi.

3.2.5. Rf degeri (allkonma faktorii)

Rf degeri, maddeyi temsil eden saf lekenin plaka {izerinde go¢ ettigi mesafenin mobil fazin
plaka tiizerindeki goc¢ ettigi uzakliga oramidir. 0-1 arasinda degisen bir degerdir ve
kromatogramim uzunlugundan (¢oziiciiniin baslangic noktasindan go¢ ettigi uzaklik)

bagimsizdir (Flanagan ve dig., 2007; Ersoy, 1989).
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Kullanilan plakalarin homojen olmasi, plakaya tek seferde uygulanan 6rnek miktari, plakanin
yiiriitme mesafesi, tankin ¢dziicli buhartyla doyma derecesi, ortam sartlari (sicaklik, basing gibi)
ve matriks bilesenleri de Rf degerinin belirlenmesine 6nemli etkileri vardir (Halkina ve Sherma,
2006). Bu sebeple YPITK sistemlerinde klasik ITK’ya nazaran bu gibi etkiler en aza

indirgenmeye ¢alisilmistir (Srivastava, 2010).

| Mobil faz gog ¢izgisi

A Bilesigi

B Bilesigi

Baslangic gizgisi

A’nin Rf degeri=Y/Z

B'nin Rf degeri = X/Z

Sekil 3.4: Rf degerinin plakada gdsterimi ve hesaplanmasi.

3.2.6. Kalitatif analiz

Kromatografik analizde analitin i¢indeki madde sayilarmin belirlenmesi ve karisimda hangi
maddelerin var oldugunu da tespit edilir. Bu nedenle, diger kromatografilerde oldugu kadar ince
tabaka kromatografisinde de kalitatif amacli calismalara yer verilmektedir. Rf degerini
etkileyen faktdrlerin varligidan dolayr 6zellikle YPITK da bu tiir calismalarin 6rneklerine
rastlanmaktadir. Bu nedenle oOrnekle birlikte siiphelenilen maddelerin standartlarmin da
yiiriitiilmesi ve bdylece ornekte bulunan maddelere ait lekelerin Rf degerleri ile standart
maddelere ait lekelerin Rf degerlerinin kiyaslanmasi gerekir. Ayni1 olduklar1 gdzlemlenirse
farkli mobil fazlarla birkag farkli yiiriitme daha yapilabilir. Farkli mobil fazlarda ayni Rf
degerine sahip oldugu belirlenerek analiz saglamlastirilir ve siiphelenilen madde tespit edilmis

olur.

3.2.7. Kantitatif analiz

Densitometrik yontem ile tabaka {izerinde en hassas 6l¢iim yapilir. Lekelerin goriiniir veya UV
alandaki absorbansina veya flouresans Ozellikli ise floresans siddetine gore Olgiimler
degerlendirilir. Belirlenen dalga boyunda plakanin bos kismima yollanan 1sin yansir. Leke

iizerine yollanmasi durumunda ise, gelen 1s1nin bir kismi absorplanir bir kismi1 azaltilmis sekilde
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ayni dalga boyunda yansitilir. Absorplama lekenin konsantrasyonu arttik¢a artacaktir. Plakanin
taranmasi sirasinda bos alandan yansiyan 1sinin siddeti ile lekeden yansiyanin arasindaki fark
olciiliir. Boylece lekeden elde edilen pik alanlari ile artan veya azalan konsantrasyonlarda
standart madde kullanilarak hazirlanan kalibrasyon ¢ozeltilerinden elde edilen kalibrasyon

egrisinden, maddenin miktari tayin edilmis olur (Giindiiz, 2004; Ersoy, 1989).

3.2.8. Densitometri

Densitometri, 151ga maruziyetin sonucu plaka, film gibi 1518a duyarli malzemelerdeki optik
yogunlugun nicel 8l¢iimiidiir. Bu durum Ince tabaka kromatografisinde plaka iizerinde bilesigin
konsantrasyonunu temsil eden yansiyan 151k yogunlugu ile kantitasyonun gerceklestirilmesidir.
Bu sayede giiniimiizde modern ITK 'nin yeni ad1 olan YPITK, HPLC ve GC ile karsilastirilabilir
seviyede giivenilir bir kantitatif analitik arac olarak kabul edilmistir. YPITK da nicel dlgiimler,
konsantrasyonu bilinen bir maddenin bilinmeyenle karsilastirilmasmna dayanmaktadir.
Konsantrasyonu bilinen standart maddeden olusturulan kalibrasyon ¢6zeltilerinin sistemdeki
densitometrik Olclim yanit1 yardimiyla sistem kalibre edilebilmektedir. Standartlar ve
bilinmeyen maddeler ayni plakada yan yana tatbik edilerek analiz sonucu degerlendirilir.

Bir 151k kaynagi, bir monokromatdér ve bir dedektdr sistemi birleserek bir densitometri
dedektoriinii olusturur. Calismamizda CAMAG TLC Scanner 3 densitometrik tarayicinin
kullanilmaktadir. Sistemin doteryum lambasi ile 190—450 nm dalga boyu araliginda devamli
spektrum alabilme imkani sunarken cihazmn gilincel hali ayrica tungsten lamba (370-800 nm)
ve civali basmng¢ lambasi (254 ve 366 nm) icermektedir. Lensler, aynalar ve bir
monokromatdrden olusan bu optik sistem, dar bir 151k bandmin kullanilmasi1 yoluyla dalga
boyunu ayarlarken diizgiin sekilde de plakaya ulagsmasini saglamaktadir. Daha sonra plakadan
yanstyan 151n bir fotocogaltici tarafindan 6l¢iiliir. Kullanilan plakanin gecirgen 6zellikle olmas1
durumunda gecirgenlik de Olgiilebilir. Analiz swrasinda biitliin islemler WinCats olarak
adlandirilan software kontrolii altindadir ve absorbans/floresans yardimiyla her ayr1 drnegin
plaka iizerindeki yolaginda tanimlanmasina imkan vermektedir. Sonu¢ olarak elde edilen
densitogram birlestirilebilmekte ve kantitatif degerlendirme yapilabilmektedir (Reich ve
Schibli, 2006).

Diger taraftan absorbansin veya floresans 6zelliklerine gore referans standardin konsantrasyonu
ile ilgili olarak her biri arasindaki oranini gosteren lineer veya polinominal kalibrasyon egrileri

tiretebilir ve buradan otomatik olarak ara degerini bulma ile bilinmeyenin konsantrasyonunu

36



hesaplayabilirler. Ilgili 6rnek yolagindaki bilesige ait bant seklindeki alan, yuvarlak spottan
daha iyi nicel analiz sonucu vermektedir (Sherma, 2005).

Isinin absorpsiyonu ve sagilimi, tabaka lizerinde drneklere ait yolak ¢lglimii sirasinda meydana
gelmektedir. UV Spektrometresinin temeli olan Lambert-Beer Kanunu, densitometri igin
gegerli degildir ¢linkii 151nin absorpsiyonu ve sagilimi, direkt tabaka iizerinde beliren leke
yogunlugu Ol¢iimii sirasinda meydana gelmektedir (Sherma, 2005). Silika tabaka saydam
degildir ama karmasik optik bir ortamdir. Isin tabakanin arasindan gecer ve 6zgiin parcaciklarin
smirlarindaki ¢oklu sacilma sebebiyle kismen geri yansir (Huf, 1987).

ITK ve YPITK, kimya, toksikoloji, gida ve eczacilik alaninda bircok uygulama bulmustur
(Ahadi ve dig., 2011). Silika jel, bugiine kadar ITK'da en ¢ok kullanilan adsorbanlardan biri
olmustur (Ahadi ve dig., 2011). ITK silika jeli, partikiil biiyiikliigii, gézenek biiyiikliigii,
gozenek hacmi, 6zgiil agirlik, 6zgiil yiizey ve pH kararlilig1 ile karakterize edilen gbzenekli bir
inorganik malzemedir (Ahadi ve dig., 2011). Standart bir ITK palakasi, 5- 17 um arasinda
partikiil bilyiikliigiine ve 0.25 mm tabaka kalinligina sahip silika jel plakasi1 kullanirken, YPITK
plakasi, 2-10 pm arasinda partikiil biiytikliigline ve 0.2 mm tabaka kalinligma sahip silika jel
plakasi kullanir (Halkina ve Sherma, 2006; Ahadi ve dig., 2011).

Partikiil boyutu, tabaka kalinligi, nem, asidite gibi farkli parametreler 151 absorbsiyonunu ve
sacilmasini etkileyebilir. Isinin sagilmayr saglayan bir ortamda absorbsiyonunu tanimlayan
birkag teori vardir (Huf, 1987).

YPITK’da yontem gegerlilik ¢alismalar1 densitometrik tarama sayesinde yapilabilmektedir.
190-800 nm dalga boyu araliginda monokromatize 1sin kullanilir. Spektral segicilik 6zelligi
sayesinde s6z konusu maddenin maksimum absorbans/floresansi yakalanip yiiksek hassaslikta
Olciilebilir. Deneysel caligmalarda tespit limitleri, absorbans spektroskopisine dayali nanogram
seviyesinde veya floresansa dayali pikogram seviyesindedir (Reich ve Schibli, 2006).
Kromatogram beyaz veya ultraviyole 151k altinda degerlendirilir. Secenekler, elektronik
goriintiilerin gorsel olarak incelenmesinden video veya tarama densitometrisi kullanilarak

kantitatif belirlemeye kadar uzanir.

Klasik Densitometre ile Kromatogram Degerlendirmesi

YPITK i¢in dedektdr iki kistmdan olusur, densitometri kismi ve elektronik goriintii elde etme
kismi. Klasik densitometre, segilebilir uzunluk ve genislikte bir slit araligina bagl olarak
monokromdan ¢ikan 15181 ve analitin 6rnek i¢indeki konsantrasyonuna bagli plakadaki lekeden

yanstyan 15181 Olcerek bir kromatogram olusturur. CAMAG TLC Scanning, veri toplama i¢in
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yiiksek spektral seciciligi ile birlikte 190 ila 900 nm arasindaki tiim spektral aralikta iglem goren
bir cihazdir. Bilesigin tanimlamasi ve en uygun dalga boyunun belirlenmesi i¢in absorpsiyon
spektrumlari uygun aralikta kaydedilebilir. Bir densitometrinin giiciinii, 151k kaynaginin spektral

¢coziinlirligi ve nicel analizlerde yiiksek dogrulukta tekrarlanabilirligi belirler.

3.2.9. Olciim bicimleri

YPITK nicel analize dayah bir 6l¢iim yaparken, genellikle bir densitometre veya tarayici olarak
adlandirilan bir spektrofotometrik dedektor kullanir. Boylelikle olglimler, numunelerin ve
referans standardin plaka {izerindeki lekesine, ayarlanabilir slit araligina sahip dikdortgen
seklinde bir yarik i¢inden sabit bir 151k demeti diisiiriilerek gergeklestirilir. Genel olarak, nicel
degerlendirme, winCATS yazilimi1 kullanilarak TLC Scanner 3 ile yapilir.

Densitometri absorbans ve floresans modu gibi her iki modda da gergeklestirilebilir. Absorbans
Ol¢limiinde plakadan yansiyan 1smn; 151n bandi 6rnegin absorplama zonuna carptigi zaman
kiigiilen temel sinyali temsil etmektedir. Sinyal elektronik olarak doniistiiriiliir ve absorbans
densitogramda pozitif bir pik olarak sunulur.

Tarama hiz1 da nicel 6l¢liimiin degerini etkileyen parametrelerden biridir. Tarama hizi 100
mm/s'ye kadar segilebilir. Tekli veya ¢oklu kalibrasyon noktalar1 ile dogrusal veya diger
regresyon (polynomial ve Michaelis-Menten) tiirlerinde kalibrasyon yapmak miimkiindjir.
Stabilite testi ve pikler arasi ¢oziiniirliik i¢in hedeflenen degerler dogrulandiginda tek seviyeli
kalibrasyon da uygundur. Numunedeki analit konsantrasyonu, baslangigta alman numune ve
diliisyon faktorleri dikkate alinarak hesaplanir. UV spektrumundan iki 6nemli bilgi edinilebilir:
ilki bilesenin maksimum absorbansi, ikincisi tanimlanmasi. Elde edilen bir spektrum
kiitiiphanede bulunan spektrumlarla karsilastirilip bilinmeyen maddenin tanimlamasi
yapilabilir (Reich ve Schibli, 2006).

Uygun mobil faz icinde plaka gelistirildikten sonra plakadan mobil fazin tamamen isitma
yoluyla uzaklagmasi saglanir. Plaka iizerindeki lekeler dogal renginde, floresans 1s1k altinda,
floresansin ile uyarilarak bazen de bir reaktifle tepkimeye sokulduktan sonra (kromatografik
tiirevlendirme) plaka iizerinde renkli, UV veya floresan bolgeler kolaylikla saptanir. Floresans
veya soniimlendirme fluoresans 6zelligine sahip lekeler, kisa dalga (254 nm) ve uzun dalga
(366 nm) iceren 151k kaynagi altinda goriintiilenmektedir.

YPITK 'nin ¢evrimdisi ¢alismasinin kolonlu kromatogramlara gore &nemli bir avantaji,
plakalarin analizden sonra da saklanabilmesi ve farkli dalga boylarinda tekrar tekrar ¢oklu

yontemlerin kullanilmasiyla analiz edilebilmesidir.
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3.3. CALISMADA KULLANILAN COZELTILERIN HAZIRLANMASI

. 2-(3,5-dimethoxyphenylamino)-3-chloronaphthalene-1,4-dione ana stok ¢ozeltisinin
hazirlanmasi

2-(3,5-dimethoxyphenylamino)-3-chloronaphthalene-1,4-dione standardi 10 mg tartilarak 10
mL balon joje i¢inde metanol ile hacme tamamlandi. Oda sicakliginda Ultrasonik banyoda 5
dakika ¢ozildii. Standart maddenin saflig1 >%99,0 oldugundan, safsizlik orani hesaplamada
g6z ard1 edildi.

. Kalibrasyon ¢ozeltilerinin hazirlanmast

Kalibrasyon ¢d6zeltilerinin hazirlanmasi icin Tablo 3.1°de belirtilen miktarlarda ana stok
cozeltileri kullanilarak her bir kalibrasyon noktas1 i¢in 10 mL hacimli balon jojelerde ¢ozeltiler

hazirlandi ve bu ¢ozeltiler cam viallere aliarak analiz edildi.

Tablo 3.1: Kalibrasyon ¢ozeltisi hazirlama prosediirii.

Kalibrasyon Basamaklari Hazirlama Yontemi (10 mL balon jojede)
0. Nokta (Blank) 1000 pL. MeOH
1. Nokta (4 ng/uL) 4 uL + 996 pL. MeOH
2. Nokta (6 ng/uL) 6 pL + 994 uL. MeOH
3. Nokta (8 ng/uL) 8 uL+ 992 ul. MeOH
4. Nokta (10 ng/uL) 10 uL +990 uL MeOH
5. Nokta (20 ng/uL) 20 pL +980 pL MeOH
6. Nokta (30 ng/uL) 30 uL + 970 pL MeOH
7. Nokta (40 ng/uL) 40 pL + 960 uL. MeOH
8. Nokta (50 ng/uL) 50 puL +950 uL MeOH
9. Nokta (60 ng/uL) 60 pL +940 pL MeOH
10. Nokta (70 ng/pL) 70 uL + 930 pL MeOH
. Hareketli faz ¢ozeltisinin hazirlanmast

Kloroform: n- Hexan: Etil Asetat: Toluen (1:2:0.2:5). 5 mL Kloroform, 2 mL n-Hexan,
0.2 mL Etil Asetat ve 0.5 mL Toluen karigim1 her yliriitmeden 6nce taze olarak hazirland.

3.4. VALIDASYON

Validasyon, analitik teknigin gesitli gereklilikleri karsilayabilmesi siirecidir. Yontemin kabul

edilebilmesi i¢in, analitik ve teknik bir dizi kilavuza uygun bi¢imde ¢aligilmalidir (Jing ve Kitts,
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2002). Analitik bir yontemin gegerlilik ¢aligmalari, belirli bir test i¢in kullanilan prosediiriin
kullanim amacina uygun olup olmadigini dogrulamak i¢in yapilan islemlerdir.

Herhangi bir yontemde yapilan islemlerin beklenen sonuglari verdiginin kanitlamasi i¢in
gecerli kilma ¢aligmalar1 yapilir. Boylece bilimsel biitiinliik ve uygunlugun saglanmasi, gereken
amag icin yeterli glivenilir ve tekrarlanabilir sonuglarin elde edilmesi analitik islemlerin
gegerliliginin amacimi olusturmaktadir. Bunun i¢in gegerlilik ¢alismalar1 uluslararasi bilimsel
platformda kabul gérmiis caligmalarla belirlenmis yontemlere gore ytriitiilmelidir.

Yontem gecerliligi (validasyonu) ¢alismalarina ihtiya¢ duyulan durumlar sunlardir:

. Standart bir yontem bir laboratuvarda ilk defa uygulanacagi zaman,

. Bir analiz i¢in yeni bir yontem gelistirildigi zaman,

. Kullanilmakta olan yontemde degisiklik yapildigi zaman,

. Gegerliligi belirlenmis bir yontem baska bir laboratuvarda kullanilacagi zaman

. Farkl bir kisi tarafindan veya farkl bir cihazla kullanilacagi zaman,

. Iki yontemi karsilastirmak icin,

. Kalite kontrol testleri sonucuna gore yontemin performansinda bir diisiis oldugunda.

ISO/IEC, ICH, US EPA, US FDA, USP, cGMP gibi kurumlar tarafindan belirlenmis uluslararasi
tanmirligi olan ¢esitli gecerlilik kriterleri kullanilmaktadir. Gegerlilik ¢aligmalarmin ilk adimi1
yontemin amacini belirlemektir. Daha sonra analitin i¢inde hangi bilesigin hangi yontem ile
analiz edilecegine karar verilir. Amag belirlendikten sonra uygulanacak yontem bir dizi islemle
teste tabi tutulur. Yapilan test ¢alismalarinin kapsami, analizin nicel veya nitel olusuna gore
degismektedir. Baz1 caligmalarda s6z konusu test basamaklarinin hepsi uygulanmazken,
bazilarinda ilave parametreler de eklenebilir (Taverniers ve dig., 2004).
Yeni bir yontem gelistirirken kullanilan dogrulama parametreleri asagidaki gibi siralanabilir
(Abdulmalik ve dig., 2005):
e Secicilik (Selectivity) / Ozgiilliik (Specificity)
e Tespit Limiti (Limit of Detection)
e Tayin Limiti (Limit of Quantification)
e Olgiim Aralig1 / Dogrusallik (Range /Linearity)
e Dogruluk (Accuracy)
» Kesinlik (Presicion)
= Tekrarlanabilirlik (Repeatability)
= Qeri Uiretilebilirlik (Reproducibility)
» Gergeklik (Trueness)

40



= Geri kazanim (Recovery)

e Saglamlik / Tutarlilik (Robustness/ Ruggedness)

Ozgiilliik (Specificity): Bir analitik yontemde testin bir maddeyi veya maddeleri kesin olarak
belirleyebilme yetenegi, testin 6zgiilligi olarak adlandirilir.

Secicilik (Selectivity): Olas1 matrik etkisine ragmen (fiziksel/kimyasal
girisimler/engelleyiciler) s6z konusu bilesigin dogru sekilde Olgiilebilmesi yetenegidir.
Girisime neden olabilecek veya matrikste bulundugu bilinen maddeler standart iizerine
eklenerek girigsimin varligi belirlenebilir.

Tespit Limiti (Limit of Detection, LOD) ve Tayin Limiti (Limit of Quantitation, LOQ): LOQ,
altinda analitin tepe noktasinin arka plan giiriiltiisiinden ve tespit edilen kimyasalin varligindan
ayrilabilecegi konsantrasyondur. Algilama sinir1 olarak da adlandirilir.  Yontemin
performansinin kabul edilebilir olarak belirlenebilecegi en diisiik konsantrasyon, belirleme
smir1 (LOQ) olarak bilinir. Kimyasal Analiz Kilavuzlarinda TURKLAB Metot Validasyon ve
Dogrulamasina dayali hesaplamalar; Bos numune sonuglari, az miktarda analit, yontemin
standart sapmas1 veya cihazin sinyal-giiriiltii oran1 kullanilarak yapilabilir. Ayrica, tiiretilen
LOD ve LOQ degerlerinin dogrulanmasi gerekir (Abraham ve dig., 2011).

Dogrusallik (Linearite) ve Olgiim Aralig1 (Range): Konsantrasyonla orantil olarak belirtilen
konsantrasyon araliklarinda 6l¢tim bulgularinin dalgalanmasi dogrusallik olarak adlandirilir.
Eurachem el kitabina gore en az 6 kez ve 3 tekrar ile Ol¢iim yapilmalidir. Bir referans
konsantrasyonuna karsi bir 6l¢iim sonucu olarak veya sonug grafiksel olarak gosterilen bir
Olciim sinyali olarak gosterilebilir. Dogru denklemi (y=ax+b) ve korelasyon katsayisi (r) ifade
etmek icin kullanilir. Korelasyon katsayis1 1'e yakinsa kalibrasyon egrisi dogrusaldir
(Abdulmalik ve dig., 2005).

Dogruluk (Accuracy): Olgiilen bir degerin referans standarda veya degeri bilinen bir standart
maddeye yakinlig1 anlamina gelir. Mutlak hata ya da bagil hata ile verilir. Bu is i¢cin hazirlanmig
Standart Referans Maddeler, uluslararasi bagimsiz laboratuvarlar tarafindan tayin edilmis
degerleri olan maddelerdir. Bu degerler ile kullanilan yonteme gore test sonucu elde edilen
degerler karsilastirlir.

Kesinlik (Precision): Hem dogruluk hem de kesinlik, bir dl¢iimiin gercek bir degere ne kadar
yakin oldugunu gdsteren parametrelerdir. Ancak dogruluk bir dl¢iimiin bilinen veya kabul
edilen bir degere ne kadar yakin oldugunu belirtirken, kesinlik ise kabul edilen degerden uzakta

bile olsalar, birbirine yakin degerlere sahip tekrar 6l¢timleri ile yontemin yeniden tiretilebilirlige
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sahip oldugunu gosterir. Bu istatistiksel degerler standart sapma, varyans veya varyasyon
katsayisi ile ifade edilir.

Tekrarlanabilirlik (Repeatability): Ayn1 laboratuvar, ayni arastirmaci, ayni cihaz ile 5-6 paralel
tayin, en az iki farkl derigimle yapilir.

Geri Uretilebilirlik (Reproducibility): Geri iiretilebilirlik, 6l¢iim sonuglarinm, farkl: kisi, farkl:
cihaz, farkli laboratuvarda tekrarlanmasidir.

Geri Kazanim (Recovery): Matriks ortami i¢indeki analitin analiz ile elde edilen miktarinin, saf
analitin ¢ozelti i¢cindeki miktarina gore % ne kadar geri kazanildiginin analiz edilmesi gerekir.
Bunun icin alt, orta ve Ust konsantrasyon seviyesindeki standart ¢ozeltiler, matrikse sipke edilir
ve belirlenen aymrma yontemi ile geri elde edilir ve analiz sonucu bilinen miktarla

karsilastirilarak sonu¢ % cinsinden verilir.

Saglamlik (Robustness): Yontemin kii¢iik degismelerden etkilenmeden kalabilme kabiliyetine
denir (Taverniers ve dig., 2004).

Tutarlilik (Ruggedness): Ayn1 6rneklerin farkli analizci, alet, seri numarasindaki reaktif, giin,
sicaklikta degismeden ayni sonuglar1 verebilme kabiliyetidir. Tutarlilik ve saglamlik terimleri,
analitik bir yontemin, yontem parametrelerindeki (mobil faz kompozisyonu, kolon yasi, kolon
sicaklig1 vb.) ve etkilenebilecegi cevresel faktorler (oda sicakligi, nem, vb.) gibi kiiciik

degisikliklerden etkilenmemesi anlamma gelir (Abraham ve dig., 2011).

Kalibrasyon Grafigi
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Sekil 3.5: Metodun ¢aligma araliginin tanimlanmasi igin ¢izilen kalibrasyon grafigi (Agila ve

Barringer, 2012).
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3.5. YPITK ILE TAYINi iCIN GECERLILIK CALISMALARI

Hazirlanan kalibrasyon ¢ozeltileri ayni cam plaka {izerinde her kalibrasyon basamagi plakaya
tatbik edildi ve analiz edildi. Bu analizin sonucunda her bir kalibrasyon noktasindan elde edilen
2-(3,5-dimethoxyphenylamino)-3-chloronaphthalene-1,4-dione pik alanlar1 hesaplanarak
kalibrasyon egrisi olusturuldu. Kalibrasyon egrisinde korelasyon katsaymin kabul kriteri >0,99
olarak belirlendi. Kalibrasyon egrisinin denkleminden yola ¢ikilarak Tayin Limiti (LOD) ve
Olgiim Limitlerinin (LOQ) Belirlenmesi i¢in iki esitlik kullanildi (LOD = ((3,3*Standart
Sapma) /Egim); LOQ = ((10* Standart Sapma) /) /Egim).

Geri kazanim deneyleri i¢in piyasada bulunan, Indomethacin etken maddeli ve 2-(3,5-
dimethoxyphenylamino)-3-chloronaphthalene-1,4-dione ile benzer kimyasal yapilar1 igeren
anti inflamatuvar 6zellikte bitmis bir {iriin ile katki calismasi yapilmasi1 amacglandi. Gergeklik
parametrisini de saglayan bu spike ya da katim yontemi ile matris,konsantrasyonu bilinen analit
ile kirletildi. iki farkl1 konsantrasyonda (10 ve 20 pg /mL) stok ¢dzelti hazirlandi. 1 adet kapsiil
5 mL Metanol icerisinde 15 mL falkon tiipte ¢oziildii. Hazirlanan bu ¢6zelti igerisine, 10 pg
/mL ve 20 pg / mL olacak sekilde spike yapildi. Ornek tiipler 5000 rpm’de 5 dakika santrifii]
edildi. Santrifiij sonrasinda ¢ozelti 0,45 mm gozenekli membran filtreden stiziildii. Siiziilen
orneklere 1 mL Metanol eklendi ve karistirildi. Analiz her konsantrasyon igin 3’er tekrarli
olarak yapildi. 2-(3,5-dimethoxyphenylamino)-3-chloronaphthalene-1,4-dione katilan bitmis
irtin 2-(3,5-dimethoxyphenylamino)-3-chloronaphthalene-1,4-dione katilmadan da 3 defa
analiz edildi ve elde edilen 2-(3,5-dimethoxyphenylamino)-3-chloronaphthalene-1,4-dione
miktarlar1 bitmis tiriinde tayin edilen Indomethacin miktarindan ¢ikartilarak % geri kazanim
elde edildi (%GK). Geri kazanim icin kabul kriterleri %80-120 olarak belirlendi.3 tekrarl
yapilan geri kazanim calismalarindan elde edilen standart sapma ve ortalama degerler elde
edilerek bagil standart sapma (%RSD) hesaplandi. Bu veriler i¢in kabul kriteri <%20 olacak
sekilde belirlendi.

3.6. YPITK ANALIZi

Calismamizda 20 x 10 cm boyutlarinda silika jel 60 F254 HPTLC cam plaka (Merck Kat. No:
1.05649) kullanild1. Tiim ¢ozeltiler i¢in enjeksiyon hacmi 1 pL olarak ayarlandi ve bant
uzunlugu 5 mm olacak sekilde plakaya uygulandi. Hareketli faz olarak 5 mL Kloroform, 2 mL
n-Hexan, 0.2 mL Etil Asetat ve 0.5 mL Toluen ¢6ziicii sistemi kullanildi. Plaka 80 mm’ye kadar

yiriitiildii ve 5 dk sicak hava akiminda kurutuldu. Ayrim saglandiktan sonra plaka densitometrik
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tarama linitesine yerlestirildi. Tarama parametreleri; doteryum lambasi dalga boyu, 285 nm; slit
Olgtileri, 4.00 x 0.10 mm; tarama hizi, 20 mm/s olacak sekilde se¢ildi. Spektrumlar 200 ile 400
nm arasinda 20 mm/s hizla kaydedildi. Kantitatif analiz i¢in tek dalga boylu reflektans modunda
elde edilen pik alan1 dikkate alind1.

Analiz edilen her bir plakaya bir adet yalnizca metanol igceren ¢ozelti tatbik edildi. Ayrica her
bir analizde Ornekler ile beraber kalibrasyon noktalarindan stok ¢ozelti bilinmeyen 6rnek
seklinde kontrol amagli analiz edildi. Bu konsantrasyondan elde edilen +%15°lik sapma olmasi
durumunda analiz tekrar edildi. YPITK sisteminin bilesenlerinin goriiniimii Sekil 3.6’da

verilmektedir.

Otomatik ITK &rnekleyicisi i Bilgisayar UV tarayici . Otomatik yliritme
tanki

Sekil 3.6: YPITK bilesenleri.
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4. BULGULAR

Bu c¢alismada, bir biyoaktif kinon molekiilii olan 2-(3,5-dimethoxyphenylamino)-3-
chloronaphthalene-1,4-dione etken maddesinin YPITK sistemi ile tayini igin bir yontem
gelistirilmistir. 2-(3,5-dimethoxyphenylamino)-3-chloronaphthalene-1,4-dione etken
maddesinin alikonma faktorii (Rf) 0,25 (£0,02) dk olarak belirlenmistir (Sekil 4.1).

Sekil 4.1: 2-(3,5-dimethoxyphenylamino)-3-chloronaphthalene-1,4-dione standart ¢6zeltisi ile yapilan
tayine ait YPITK kromatogramu.

2-(3,5-dimethoxyphenylamino)-3-chloronaphthalene-1,4-dione etken maddesinin kalibrasyon
aralig1 4-70 ng/uL olarak belirlendi. Kalibrasyon egrisi, kalibrasyon denklemi ve korelasyon

katsayist Sekil 4.2.’de gosterildigi gibidir.
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Sekil 4.2: Sistemin kalibrasyon egrisi, kalibrasyon denklemi ve korelasyon katsayisi.
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Sekil 4.3. 2-(3,5-dimethoxyphenylamino)-3-chloronaphthalene-1,4-dione etken maddesinin YPITK
analizinden elde edilen kalibrasyon egrisi, kalibrasyon denklemi ve korelasyon katsayisi.

Sekil 4.4°te kalibrasyon egrisinin cihaz {izerindeki li¢ boyutlu spektrumu da goriilmektedir.
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Sekil 4.4: Kalibrasyon egrisinin ii¢ boyutlu spektrumu

YPITK sartlarinda benzer kimyasal yapiyr iceren bitmis bir {iriinde 2-(3,5-
dimethoxyphenylamino)-3-chloronaphthalene-1,4-dione katkis1 yapilarak matriks igerisinde

miktar tespiti gerceklestirilmistir (Sekil 4.5.).
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Sekil 4.5: 2-(3,5-dimethoxyphenylamino)-3-chloronaphthalene- 1,4-dione ¢ozeltilerinin bitmis
iiriine spike edilmesi ile elde edilen YPITK kromatogramlari.

Kalibrasyon egrisinin korelasyon katsayis1 >0,99 bulunmas: ile sistemin uygunlugu saglandu.
Kalibrasyon egrisi denklemine gore hesaplanan LOD ve LOQ degerleri ise sirastyla 0,15 ve 0,5
ng/uL bulunmustur. Bu degerler kalibrasyon egrisi kapsaminda gecerli sayilmistir. 10 ve 20

48



pg /mL konsantrasyonda hazirlanan stok ¢ozelti ile 3 tekrarli analiz ile spike yapilmasi sonucu

elde edilen geri kazanim verimleri Tablo 4.1.’deki gibidir.

Tablo 4.1: iki farkli konsantrasyon ile yapilan geri kazanim sonuglarmin karsilastirmas.

. Geri Kazanim Ortalama Geri
Ornek Matriks Konsantrasyon Sonug
(%) Kazanim (%)

Tekrar 1 8,81 88,1
Tekrar 2 Kapsiil 10 pg /mL 8,84 88,4 93,1
Tekrar 3 10,27 102,7
Tekrar 1 18,43 92,2
Tekrar 2 Kapsiil 20 pg /mL 18,1 90,5 94,7
Tekrar 3 20,29 101,5

Tablo 4.1.den de anlasilacag lizere geri kazanim yiizdelerinin her iki konsantrasyon da kabul
edilebilir smirlarda (%80-120) oldugu tespit edilmistir. Burada sunulan sonuglara bakildiginda
% geri kazanim her 1iki konsantrasyon i¢in de %93,1ve %94,7 olarak kabul edilebilir aralikta
bulunmustur.

Y ontemin tekrar edilebilirligini degerlendirmek i¢in her bir konsantrasyon i¢in 3’er kez yapilan
calismanin sonuglar1 Tablo 4.2.”de standart sapma degerleri <0,63 ve <0,53 bulunurken, %RSD
degerleri ise <6,26 ve <2,64 bulunmustur. Tekrarlanabilirlik kontrolleri RSD {izerinden
yapilmakta olup ilgili RSD degerlerinin <%?20 olmasi, yontemin tekrarlanabilirligini ve

dogrulugunu kanitlamaktadir.

Tablo 4.2: Tekrar edilebilirlik ¢alismalarmin bulgular.

10 pg /mL 20 pg /mL
.. Standart Standart
Ornek Sonuglar Ortalama %RSD Sonuglar Ortalama %RSD
sapma sapma
Telfar 10,79 19,94
Tekrar 0.63
N 9,68 10,06 > 6,26 20,68 20,09 0,53 2,64
Telgmr 9.72 19.66
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5. TARTISMA VE SONUC

Kinon molekiillerinin biyolojik ve farmakolojik etkileri bir dizi alanda incelenmektedir. Bu
nedenle, kinonlarm molekiiler yapisin1 ve miktarm tespit etmek, biyomedikal arastirmalarda
temel bir adimdir. Arastirmalarimizda cesitli bilimsel ve endiistriyel alanlarda vazgecilmez bir
analiz yontemi olan Yiiksek Performansh ince Tabaka Kromatografisi (YPITK) araciliiyla
kinon molekiillerinin kromatografik tayinini yapmak hedeflenmistir. YPITK, yiiksek duyarhlik,
secicilik, ¢oziinlirlik ve maliyet etkinligi sunan giiglii bir analitik tekniktir. Coklu numune
analizi, esneklik ve kolay uygulama gibi avantajlari ile laboratuvarlarda yaygim olarak tercih
edilmektedir.

Yiiksek Performansli Ince Tabaka Kromatografisi (YPITK), analitik kimyada siklikla
kullanilan ve cesitli avantajlar sunan 6nemli bir tekniktir. YPITK, hizli ve etkin analiz
yapabilmesi sayesinde analitik siirecleri hizlandirir ve ¢esitli bilesenlerin hizli bir sekilde
ayrilmasini saglar, bu da zaman agisindan kritik analizler i¢in biiyiik 6nem tasir. Genis bir
uygulama yelpazesine sahip olan YPITK, farmasotik iiriinler, gida analizleri, cevresel
numuneler ve biyolojik Ornekler gibi bir¢ok alanda kullanilabilir. Diger kromatografik
tekniklere gore daha diisiik maliyetli olan YPITK, 6zellikle ekipman ve malzeme acisimdan
ekonomik bir segenektir. Ekipman boyutunun kii¢iik olmasi, laboratuvar ortaminda daha az yer
kaplamasini saglar.

YPITK'nin duyarlilik ve segicilik agisindan iistiin 6zellikleri, diisiik konsantrasyonlardaki
bilesenlerin tespit edilmesine ve benzer bilesiklerin ayrimina olanak tanir. Ince tabaka
iizerindeki bilesenlerin ayrimi, yiiksek c¢Oziiniirliikle gerceklestirili, bu da kompleks
karigimlarin bile bilesenlerine ayrilmasimi saglar. Ayni anda birden fazla numunenin analizine
olanak tantyan YPITK, zaman tasarrufu saglar ve analiz verimliligini artirir. Esnek bir teknik
olan YPITK, farkl gelistiriciler ve tespit yontemleri kullanilarak genis bir analit yelpazesinin
analizine olanak tanir.

Numune hazirligmin genellikle basit ve hizli olmasi, YPITK'nin énemli avantajlardan biridir.
Ayrica, numune miktarlarinm kii¢iik olmasi nedeniyle numune tiiketimi minimaldir. Non-

destriiktif bir yontem olan YPITK, numunelerin tahrip edilmeden analiz edilmesine olanak
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tanir, bu da 6zellikle degerli veya siirli miktarda bulunan numuneler i¢in biiyiik bir avantajdir.
Gelisen tabakanin gorsellestirilmesi ve sonucglarin kolayca yorumlanabilmesi, kullanicilarin
sonuglar1 hizlica degerlendirmesini saglar.

YPITK, yiiksek duyarlilik, segicilik, ¢coziiniirliik ve maliyet etkinligi sunan gii¢lii bir analitik
teknik olarak cesitli bilimsel ve endiistriyel alanlarda siklikla yararlanilan avantajli bir yontem
olarak antiinflamatuvar etki gosteren 2-(3,5-dimethoxyphenylamino)-3-chloronaphthalene-1,4-
dione'un dogru ve giivenilir bigimde tayinin de kullanilabilecegini gdstermistir.

Yapilan deneysel ¢alismalarimizda gelistirilen yontem ile literatiirde kinon bilesiginin tayinine
dair karsilastirilacak bir arastirmaya rastlanmamistir. Ancak ulusal ve uluslararasi arastirmalar1
incelendiginde Karayel (2007), Giines (2010), Alagéz (2010) tarafindan gerceklestirilen
calismalarda kinon bilesiklerinin saflastirilmasinda ince tabaka kromatografisi yonteminden
yararlandigi goriilmiistiir. Jehto (2024), Kurban (2016) tarafindan gerceklestirilen caligmalarda
ise sentez yontemi ile karakterizasyon caligmalari icin de ince tabaka kromatografisi

yonteminden yararlandig1 goriilmiistiir. ilgili arastirmalar Tablo 5.1°de listelenmistir.

Tablo 5.1: Kinon bilesikleri ile ilgili yapilan tez ¢calismalar.

Yazar Tez Adi (Orijinal/Ceviri) Tez Tiirii Alan
Jehto, 2024 Heterosﬂ(hk halkali kmgn tiirevlerinin Yiiksek Lisans Kimya
sentezi ve karakterizasyonu
Abdassalam, 2020 The synthems of new.potentlal bioactive Doktora Kimya
quinone and butadiene compounds

Halokinonlarin ve doymamis gruplu nitro

Yavuz, 2017 blle$1kler1n1n N-, S-, Q— r}ukleoflllc.erle Doktora Kimya
reaksiyonlarindan yeni kinon ve nitro
bilesiklerinin sentezi

Tiyoller ve halokinonlarrdan S-siibstitiie

Gezgin, 2017 kinonlarin sentezi Yiiksek Lisans Kimya

2,5-dihidroksi-1,4-benzokinon ile

Tunceli, 2016 naringeninden kinon-flavonoid bagh Yiiksek Lisans Kimya
bilesiklerin sentezi

Azot ve kiikiirt iceren yeni hetero kinonlarin

sentezi ve karakterizasyonu
Tiyoller ve halokinonlarrdan S-siibstitiie
kinonlarin sentezi
Halobenzokinon ve bazi1 O-, N- ve S-
Topaloglu, 2015 niikleofillerinden yeni siibstitiie kinonlarin | Yiiksek Lisans

Kurban, 2016 Doktora Kimya

Gezgin, 2017 Yiiksek Lisans Kimya

Eczacilik ve

. Farmakoloji
sentezi
Asar, 2012 Heteroatom substltl.le- kinon ve nitrodien YViiksek Lisans Kimya
bilesiklerinin sentezi
) p-kloranilin S-niikleofillerle reaksiyonundan
Ozen, 2011 tetrakis-, tris- ve bistiyosiibstitiie kinonlarin | Yiiksek Lisans Kimya

sentezi
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https://tez.yok.gov.tr/UlusalTezMerkezi/tezSorguSonucYeni.jsp
https://tez.yok.gov.tr/UlusalTezMerkezi/tezSorguSonucYeni.jsp
https://tez.yok.gov.tr/UlusalTezMerkezi/tezSorguSonucYeni.jsp
https://tez.yok.gov.tr/UlusalTezMerkezi/tezSorguSonucYeni.jsp

2-hidroksi-1,4-kinonlarin mangan(III) asetat
araciligiyla 2-tiyenil ve 2-furil siibstitiie
Alagdz, 2010 alkenlerle radikalik halkalagma Doktora Kimya
reaksiyonlar1 ve dihidrofurokinon
bilesiklerinin sentezi
= . Halokinonlarin S-, O- ve N- niikleofilleri ile
Ozsoy ve Giines, . . .
2010 reaksiyonlarindan bazi yeni kinon Doktora Kimya
boyalarinin sentezi
Bayrak, 2009 Klnon.l.ar V.e”baz.l nukleoﬁllerder} yeni Doktora Kimya
siibstitiie kinonlarin sentezi

Karayel, 2007 Yeni siibstitlie kinon bilesiklerinin sentezi | Yiiksek Lisans Kimya
Mine, 1995 . Baz sul.)stltue:b ?n%o:5,6jkromanlarm . Doktora Kimya

kinon-metid ara-liriinii izerinden sentezleri

Deneysel ¢alismalarimiz, iki ana baslik altinda 6zetlenebilir: yontem gelistirme ve validasyon
calismalari. Ik olarak, yontem gelistirme kisminda, 2-(3,5-dimethoxyphenylamino)-3-
chloronaphthalene-1,4-dione etken maddesinin YPITK sistemi ile tayini igin bir yontem
gelistirilmistir. Bu yontemde, etken maddenin alikonma faktorii (Rf) 0,25 (£0,02) dakika olarak
belirlenmistir. Kalibrasyon aralig1 4-70 ng/ uL olup, kalibrasyon egrisi korelasyon katsayisi
>0,99 olarak bulunmustur. LOD 0,15 ng/uL LOQ ise 0,5 ng/uL olarak hesaplanmistir.

Ikinci olarak, validasyon ¢alismalar1 kapsaminda, iki farkli konsantrasyonda (10 pg /mL ve 20
pg /mL)  2-(3,5-dimethoxyphenylamino)-3-chloronaphthalene-1,4-dione  geri  kazanim
verimleri incelenmistir. 10 pg /mL konsantrasyonu i¢in geri kazanim sonuglari sirastyla %88, 1,
%88,4 ve %102,7 olup, ortalama geri kazanim %93,1 olarak belirlenmistir. 20 pg /mL
konsantrasyonu i¢in geri kazanim sonuglar1 ise sirasiyla %92,2, %90,5 ve %101,5 olup,
ortalama geri kazanim 94,7% olarak bulunmustur. Bu sonuclar, geri kazanim yiizdelerinin her
iki konsantrasyon i¢in de kabul edilebilir sinirlarda (%80-120) oldugunu gostermistir.

Son olarak, validasyon ¢aligmalar1 kapsaminda gecerlilik calismalar1 yapilarak yonteminin
tekrarlanabilirligi degerlendirilmistir. Her bir konsantrasyon icin 3’er kez yapilan tekrar
edilebilirlik ¢calismalarinda, 10 ng/uL icin, standart sapma (SD) 0,63 ve relatif standart sapma
(%RSD) 6,26 olarak bulunmustur. 20 ng/uL i¢in SD 0,53 ve %RSD 2,64 olarak hesaplanmistur.
Standart sapma degerlerinin <%20 olmas1 gerektigi i¢in elde edilen %RSD degerlerinin <6,26
ve <2,64 olmasi, yontemin tekrarlanabilirligini ve dogrulugunu dogrulamaktadir.

Genel degerlendirme olarak, gelistirilen yontem, 2-(3,5-dimethoxyphenylamino)-3-
chloronaphthalene-1,4-dione'nin YPITK sistemi ile dogru ve giivenilir bir sekilde tayin

edilebilecegini gostermektedir. Yiiksek bir korelasyon katsayisina (=0,99) sahip kalibrasyon
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egrisi, yontemin dogrulugunu kanitlamaktadir. Geri kazanim verimleri %80-120 araliginda
olup, yontemin giivenilirligini ortaya koymaktadir. Ayrica, yontem tekrarlanabilirlik ve
dogruluk agisindan standart sapma ve %RSD degerleri ile basarili bir sekilde dogrulanmustir.
Bu bulgular, gelistirilen yontemin etkili bir analitik yontem olarak kullanilabilecegini
gostermektedir.

Sonug olarak, gliniimiizde pek ¢ok alanda kullanim sahasi olan antiinflamatuvar etki gésteren
kinon bilesikler1 ile gelecekte farmakolojik alanda yapilacak farkli kimyasal analiz,
karakterizasyon, sentez yoOntemlerinin bilimsel verilerin 15181 altinda literatiire katki

saglayacagini diisiinmekteyiz.
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