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Metoklopramid Hidrokloriir Monohidrat ve Rizatriptan Benzoat ile
Olusturulan Metal Komplekslerinin Spektrofotometrik Olarak Incelenmesi ve
Metot Validasyonu

Ogrencinin Adi: Murat KAGIZ
Damsman: Dr. Ogr. Uyesi Serap KARADERI
Anabilim Dali: Analitik Kimya Anabilim Dali

1. OZET

Amag: Rizatriptan benzoat ve metoklopramid hidrokloriir ile Ca(ll), Cd(1l), Cu(ll),
Mg(ll), Zn(ll) gibi metal iyonlarinin arasinda olusabilecek komplekslerin
stokiyometrisini belirlemek i¢in dogru ve basit bir UV-Vis spektrofotometrik yontem

gelistirmektir.

Gerec ve Yontem: Bu calismada, metoklopramid hidrokloriir ve rizatriptan benzoat
ile ayr1 ayri Ca(ll), Cd(lIl), Cu(ll), Mg(ll), Zn(ll) metal iyonlar1 arasinda olusan
komplekslerin 190-400 nm dalga boyu araliginda spektrumlar1 alindi. Daha sonra,
mol oran metodu kullanilarak komplekslerin stokiyometrisi belirlendi. Yontemin

dogrulugu ve uygunlugu istatistiksel validasyon parametreleri ile test edildi.

Bulgular: Rizatriptan benzoat ve metoklopramid hidrokloriir igin sirasiyla, 1,96-
39,15 pg/mL ve 3,52-17,70 pg/mL konsantrasyon aralifinda dogrusal oldugu
bulundu. Mol oran yonteminden elde edilen sonuglara gore her iki etkin madde ile
Ca(ll), Cd(lr), Cu(l), Mg(ll), Zn(ll) metal iyonlar1 arasinda olusturdugu
komplekslerin stokiyometrisi 1:1 olarak tayin edildi. Rizatriptan benzoatin ortalama
geri kazanimi %97,45 iken; metoklopramid hidrokloriiriin ortalama geri kazanimi ise
%95,90 bulundu.

Sonuglar: Gelistirilen UV-Vis spektrofotometrik yontemin sonuglarina gore,
yontemin dogru, kesin ve tekrarlanabilir oldugu tespit edildi. Her iki etkin maddenin
metal iyonlariyla olusturdugu komplekslerin, ilag tedavilerine olumlu ya da olumsuz

etkisi olacagini diisiinmekteyiz.

Anahtar Kelimeler: Metoklopramid hidrokloriir, Rizatriptan benzoat, Migren, Mol

oran yontemi, Metal kompleks.
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2. SUMMARY

Aim: By using mole ratio method, developing a accurate, simple UV-Vis
spectrophotometric method for determining stoichiometric ratios of the complexes
which occured between rizatriptan benzoate, metoclopramide hydrochloride and
metal ions like Ca(ll), Cu(ll), Cd(I1), Mg(ll), Zn(Il).

Material and Method: In this study, the spectra of the complexes formed between
metoclopramide hydrochloride, rizatriptan benzoate and metal ions like Ca(ll),
cd(n, Cu(ll), Mg(ll), zn(ll) were taken at the 190-400 nm wavelength.
Subsequently, stoichiometry of the complexes were determined using the mole ratio
method. The method has been validated using statistical validation parameters.

Results: For rizatriptan benzoate and metoclopramide hydrochloride respectively, it
was found that they are linear between 1,96-39,15 pg/mL and 3,52-17,70 pg/mL
concentration range. In accordance with mole ratio method, the stoichiometry of the
complexes between the both substance and the metal ions of Ca(ll), Cd(ll), Cu(ll),
Mg(ll), Zn(ll is determined as 1:1. The percentage recovery for the rizatriptan
benzoate and metoclopramide hydrochloride were found 97.45 % and 95.90 %,

respectively.

Conclusions: According to the results of UV-Vis spectrophotometric method
developed, the method was found to be accurate, precise and reproducible. We think
that the complexes formed by the metal ions of both active substances will have a

positive or negative effect on drug treatments.

Key words: Metoclopramide hydrochloride, Rizatriptan benzoate, Migraine, Mole
ratio method, Metal complex.



3. GIRIS ve AMAC

Migren bir bag agrisi tiirli olarak tanimlansa da bilinen en eski hastaliklardandir.
Diger bas agrisi tiirlerinden farki 3 giin siirebilmesi ve basin belli bir bolgesinde
yogunlasan siddetli bir aciya sebebiyet vermesidir. Diinya Saghk Orgiiti (WHO)
verilerine gore diinyada agir is kaybina yol acan 20 hastaliktan biri kabul edilmistir.
Ozellikle calisan kesim olan geng bireyleri daha cok etkilemesi nedeniyle,
toplumlarda ciddi bir sosyal ve ekonomik yiik birakmaktadir (Cakir, 2008; Cigek,
2006)

Patofizyolojisi tam olarak agiklanamamis olan migrenin en ¢ok goriilen 2 tiirii
auralt migren ve aurasiz migrendir. Migren ataklarina bagli olarak 1s183a ve sese
duyarlilik, siddetli bas agrisi, sindirim sistemi rahatszliklart goriilebilecegi gibi nadir

olarak kismi fel¢ de goriilebilmektedir (Kacperski ve O’Brien, 2012).

Migrenin Onleyici tedavisinde belirtiler baslamadan alinan adrenerjik blokerler
etkili olabilmesine ragmen yan etkilerinden dolay1 kullanimi sinirlidir. Bazi migren
hastalarinin ataklar1 basladiginda alinan basit agr1 kesiciler ile tedavisi miimkiin
olabilirken, bazi hastalarin ise daha karmasik etki mekanizmasina sahip triptan grubu
ilaclar kullanilmasi gerekebilir. Bu triptan grubu ilacglara 6rnek olarak rizatriptan

benzoat gosterilebilir (Kacperski ve O’Brien, 2012).

Eger migren ataklarinin ilk aninda tedavisi ertelenirse, ataklarin sebebiyet
verdigi sindirim sistemi hareketinin yavaslamasi ile birlikte midenin bogalmasi
gecikebilir. Bunun sonucunda bulanti ve kusma gergeklesebilir. Antimigren ilag
formiilasyonlar1 genelde kusmaya karsi etkili ilaglart (antiemetik ilaglar1) da
igerebilmektedirler. Bu antiemetik ilaclara 6rnek olarak metoklopramid verilebilir.
Metoklopramid temel olarak mide bagirsak hareketini arttirarak midenin daha hizh

bosalmasini saglar (Sweetman, 2002).

Insan metabolizmasi igin hayati 6nem tastyan Kkalsiyum (Ca), ¢inko (Zn),
magnezyum (Mg) gibi 6nemli biyoelementlerin mutlaka belirli bir konsantrasyonda

olmas1 gerekmektedir. Bunun gibi bazi agir metallerin katyonlarinin ise belirli



konsantrasyonun {iizerinde olmasi durumunda toksik etkileri s6z konusudur. Bu
metallere 6rnek olarak kadmiyum (I1) ve bakir (II) katyonlar1 verilebilir. Bu yiizden,
rizatriptan benzoat ve metoklopramid hidrokloriiriin Ca(ll), Cd(Il), Cu(Il), Mg(ll) ve
Zn(I1) gibi metal iyonlariyla olusturabilecegi kompleksler, metabolizmanin isleyisi

acisindan oldukga 6nemlidir.

Bu agidan, metal iyonlari ile rizatriptan benzoat ve metoklopramid hidrokloriir
arasinda olusabilecek Kelatlarin, ilaglarin migren ve kusmaya karsi tedavilerine
katkis1  olabilecegi gibi metabolizma ig¢in 6nemli olan metallerin de
konsantrasyonlarini diigiirerek viicutta metal eksikligine neden olabilecegi tahmin

edilmektedir.

Bu ¢alismanin asil amaci, rizatriptan benzoat ve metoklopramid hidrokloriir ile
ayr1 ayr1 Ca(ll), Cd(1l), Cu(ll), Mg(ll) ve Zn(1l) metal iyonlar1 arasinda olusabilecek
kelatlarin kompleks stokiyometrisinin UV-visible spektrofotometre cihazinda mol
oran yontemi gelistirerek belirlemek ve bu gelistirilen yontemden elde edilen

sonuglarla 6nemli bir literatiir bilgisi elde etmektir.



4. GENEL BIiLGILER

4.1. Migren

Migren, sadece birey ilizerinde degil ayn1 zamanda bir biitiin olarak aileleri ve
toplumlar tizerinde de 6nemli bir etkisi olan olduk¢a yaygin bir bas agris1 hastaligidir
(Winner ve Hershey, 2007). Migren, onlarca yildir lizerinde ¢alisilan primer bir bas
agrist  tirii olmasma ragmen Yine de tam fizyopatolojisi belirsizligini
korumaktadir. Migrenin patogenezinin bir zamanlar, kafatasi i¢indeki damarlarin
geniglemesinden kaynaklandigi diisiintilmekteydi (Lewis, 2010). Bununla birlikte,
migrenin fizyolojik nedenlerine odaklanan arastirmalar, bas agrilarinin nedeni olarak
sinirsel ve damarsal bir bilesen oldugunu ortaya koymustur. Norokimyasal
degiklikler, tiglii sinir diigimiindeki néronlardan néropeptitlerin gevsemesi, beyin ve
omuriligi saran zarlardaki kan damarlariin iltihaplanmasi gibi aci veren damar
geniglemeleri, migren bas agrisinin olusumunda Onemli bilesenler olarak
tanimlanmustir. Bu bilesenlerin serotoninin, histaminin, ndropeptit igeren damar aktif
maddelerin serbest kalmasi ile yok edilebilecegi goriilmiistiir (Silberstein, Lipton ve
Dodick, 2001).

Migren ataklar ilk olarak 151k ve ses hassasiyeti ile kendini gosterirken, bunu
gecici korliik, 151k ¢cakmasi ve kulak ¢inlamasi izleyebilir. Bu dncii belirtilere bir kag
saat veya gilinlerce siiren bas agrisi eslik edebilmektedir. Son olarak alinganlik,
bitkinlik ve asabi bir ruh haline sahip olunabilmektedir. Migrenin 4 tipi

bulunmaktadir.

1. Aurah migren; 151k cakmasi gibi gorsel belirtilere eslik eden kisa siireli bas

agrisi ile tanimlanir.

2. Aurasiz migren; en sik karsilasilan migren tipidir. Migren ataklarindan 6nce

uyarici belirtileri olmaktadir.



3. Genetik kismi fel¢li migren; ¢ok az goriilen aurali migren tipidir. Bu tiir

kendisini kafa karigikligi, konusamama ve kismi inme gibi belirtilerle

gosterir.

4. Basit migren; biling kaybi, bas donmesi ve ¢ift gérme gibi sorunlarla

kendisini gosteren aurali migren tipidir (Cigek, 2006).

Migren bas agrilarinin yonetimi, hem bag agris1 ylikiinii hem de is goremezlik

halini goz 6niinde bulunduran uyarlanmis bir farmakolojik ve davranigsal 6nlemler

rejimini gerektirir. Uzun vadeli migren tedavisinin belirlenmis hedefleri asagidakileri

icermelidir:

Bas agrisi siklig1, siddeti, siiresinde azalma;

Kotii tolere edilen, etkisiz veya istenmeyen akut farmakoterapilere

giivenmenin azaltilmasi;

Hastanin yasam kalitesinin iyilestirilmesi;

Akut bas agrisi ilag tiiketimi artisinin 6nlenmesi;

Egitim ile hastalarin kendi hastaliklarini yonetmelerini saglamak;

Bas agrisi ile iligkili rahatsizligin ve psikolojik semptomlarin azaltilmasi

(Silberstein, 2000).

4.2. Migrenin tedavisi

Migren ataklarmin belirtilerini tedavi etmek igin bazi ilaglar kullanilmaktadir.

Ozellikle migren ataklarmin ilk anlarinda alinirsa daha etkili olabilen bu ilaglar,

ergotaminleri, iltthap Onleyici ajanlari, narkotik agri kesicileri, triptan bilesikleri

(6rnegin zolmitriptan, sumatriptan, rizatriptan) icermektedir. Migrenin Onleyici

tedavisinde kullanilan FDA (A.B.D. Gida ve Ilag idaresi) onay1 olan tek ilag grubu

ergotaminlerin i¢inde oldugu adrenerjik blokerlerdir. FDA onayli olmayan diger

Onleyici ilaglar ise mono amin oksidaz inhibitorler (MAO-I’ler), kalsiyum kanal

blokerleri, baz1 antidepresan ilaglardir (Remington ve Gennaro, 2001).



Tedavinin ilk zamanlarinda parasetamol ve aspirin gibi basit agr1 kesiciler tercih
edilirken, bu ilaglara yanit vermeyen ataklarda ise segici serotonin (5-HTy)
agonistleri (6rnegin sumatriptan, rizatriptan, zolmitriptan) veya ergotamin gibi ilaglar
ile tedaviye devam edilir. Ancak ergot tiirevi ilaglar ve segici serotonin agonistlerinin
biyoyararlanimi1 diisiik oldugundan ve istenmeyen bircok yan etkiye sahip

oldugundan kullanim1 sinirlt kalmaktadir (Sweetman, 2002).

Arastirmalar neticesinde, 1972’de hem damar daraltic1 etkiye sahip hem de iyi
oral biyoyararlanima sahip olan ilk triptan ilac1t sumatriptan'in kesfedilmesi
saglanmistir. Sumatriptan ilk olarak 1991'de Hollanda'da piyasaya siiriilmiis ve
1993'te ABD'de kullanima sunulmustur (Humphrey, 2007). Sinifinda 6ncii bir ilag
olarak sumatriptan, migren tarihinde en ¢ok caligilan ajan olmustur. Bunu hizli bir
sekilde zolmitriptan, naratriptan, rizatriptan, eletriptan, almotriptan ve frovatriptan

izlemistir (Silberstein, Lipton ve Dodick, 2001).

Bu ikinci nesil triptanlar farkli formiilasyonlarda bulunur ve farkli etkilere
sahiptir. Bir biitiin olarak triptanlar deri alti enjeksiyonlar, oral tabletler, agizda
dagilan tabletler, burun spreyleri ve rektal fitiller olarak formiile
edilmistir. Rizatriptan 1998 yilinda FDA onay1 almistir ve agizda dagilan tabletlerin
yani sira oral tablet olarak da temin edilebilmektedir (Wellington ve Jarvis, 2002).
Bunu, ayni yi1l daha uzun siire etki ve daha yiiksek bir oral kullanilabilirlige sahip
oldugu bulunan naratriptan takip etmistir (Mannix ve ark., 2007). Almotriptan,
frovatriptan ve eletriptan ise sadece tabletlerde bulunur. 2011 yilinda rizatriptanin, 6-
17 yaslar arasindaki pediatrik bas agrisi hastalarinda kullannomi FDA tarafindan
onaylanmistir
(https://www.merck.com/product/usa/pi_circulars/m/maxalt/maxalt_pi.pdf  Erisim
tarihi 26.05.2019).


https://www.merck.com/product/usa/pi_circulars/m/maxalt/maxalt_pi.pdf

Triptan seciminde ideal triptanin kisa siirede etki etmesi, az yan etkiye sahip
olmasi, migren ataklarin tekrarlama oranini diisiirmesi ve hastanin yasina uygun
olmas1 gerekmektedir. Her ne kadar deri alt1 formiilasyonlar1 hizli sonug verseler de,
yan etkilerde artis, yiiksek maliyet ve enjeksiyon yapma gerektirdiginden o6zellikle
12-17 yas pediatrik hastalarda olumsuz karsilanmaktadir. Eger migren atag: ile
birlikte mide bulantis1 oluyorsa rizatriptanin agizda eriyen tableti hizli rahatlama

saglayarak faydali olabilmektedir (Cigek, 2006).

4.2.1. Rizatriptan benzoat

4.2.1.1. Rizatriptan benzoatin fiziksel ve kimyasal 6zellikleri

Kimyasal olarak adi: (IUPAC ismi), benzoik asit, N, N-dimetil-2- [5- (1,2,4-

triazol-1-ilmetil) -1 H-indol-3-il] etanamin’dir.
Kapal formiilii: C1sH19Ns5.C7HsO2’dur.
Molekiil agirhgi: 391,5 g/mol’diir.
Fiziksel olarak: Bej beyaz renkli pudradir. Erime derecesi 178 -180 °C’dir.
Coziiniirliik bakimindan: Suda, metanolde ve etanolde ¢oziiniir.

Stabilite (kararhihik) kosullari: Ticari olarak satilan agizda eriyen tablet,
nemsiz ortamda, oda sicakliginda 36 ay boyunca saklanabilirken, rizatriptan benzoat
standardi -20 °C’de derin dondurucuda saklanmalidir
(https://www.msd.com.tr/static/pdf/MAXALT _10mg_Rapidisc_Tablet KUB.pdf
Erisim tarihi: 21.05.2019;

https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/Rizatriptan-benzoate  Erisim tarihi:
21.05.2019).


https://www.msd.com.tr/static/pdf/MAXALT_10mg_Rapidisc_Tablet_KUB.pdf
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/Rizatriptan-benzoate
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Sekil 1. Rizatriptan benzoatin kimyasal yapisi

4.2.1.2. Rizatriptan benzoatin farmakodinamik ozellikleri

Rizatriptan segici bir 5-HT1g/1p (Serotonin) agonistidir. Yani insanda bulunan 5-
HT1g ve 5-HT1p reseptorlerine yiiksek baglanma giicii ile baglanir. 5SHT,, 5HT3, alfa
veya beta adrenerjik, histaminerjik Hi, dopaminerjik D1, D2, benzodiazepin veya
muskarinik reseptorler {izerinde ise farmakolojik olarak 6nemli bir aktivitesi yoktur.
Rizatriptan’in migren tipi bas agrisin1 tedavi edici etkisi, migren atagl esnasinda
genigledigi diisiiniilen beyin ile kafatas1 arasindaki kan damarlarinda ve bu damarlar
tizerinde onlar sinirsel olarak uyaran duyu sinirleri tizerindeki 5-HT1g ve 5-HTip
reseptorlerine agonist etkisi ile ilgilidir. 5-HTig ve 5-HTip reseptorlerinin
aktiflesmesi ile migren atagi sirasinda genisleyen damarlarda daralma olusurken,
noronlar tarafindan saliverilen protein benzeri molekiillerin salinimi engellenerek
yiz bolgesinde ani gelisen agr1 sinyal iletiminde azalma gerceklesir
(https://www.msd.com.tr/static/pdf/MAXALT _10mg_Rapidisc_Tablet KUB.pdf
Erisim tarihi: 21.05.2019).

4.2.1.3. Rizatriptan benzoatin farmakokinetik 6zellikleri

Oral uygulamada tamamen emilen rizatriptan’in biyoyararlanimi yaklagik
%45°tir ve bu oran migren atagindan etkilenmemektedir. Maksimum konsantrasyona

yaklagik 60-90 dakikada ulasilirken, yemeklerle birlikte alindiginda ise bu siire 1 saat


https://www.msd.com.tr/static/pdf/MAXALT_10mg_Rapidisc_Tablet_KUB.pdf

gecikmektedir. Rizatriptanin klinik kullaniminda plazma yar1 6mrii hem erkeklerde

hem kadinlarda ortalama 2-3 saattir (Sweetman, 2002).

Rizatriptan monoamin oksidaz A izoenzimi ile inaktif indol asetik asit tiirevine
metabolize olur. Buna ek olarak, birka¢ inaktif metabolit daha olusur. Ana
bilesiginkine benzer farmakolojik aktiviteye sahip aktif bir metabolit olan N-
monodesmetil-rizatriptan ise ¢ok az bir miktar olusur. Oral dozun yaklasik %511
indol asetik asit metaboliti, %14’i degismemis olarak ve %1’i N-monodesmetil-
rizatriptan metaboliti olarak idrar ile birlikte metabolizmadan atilmaktadir

(Sweetman, 2002).

4.2.1.4. Rizatriptan benzoatin kullanim sekli ve yan etkileri

Rizatriptan benzoatin (RB) ticari formlar1 5,00 mg (7,27 mg RB’ye esdeger) ve
10,00 mg (14,53 mg RB’ye esdeger) dozlarinda tablet ve agizda eriyen tablet
(rapidisc tablet) seklindedir. Merck firmasinin Tiirkiye’de “MAXALT® 10,00 mg
rapidisc tablet” ve “MAXALT® 5,00 mg rapidisc tablet” ticari isimleriyle ruhsat
aldig1 agizda eriyen tabletler, oral yolla alinmali ve dil iistiinde bekletilmelidir. Sivi

alimina ihtiya¢ duymayan bu tabletler agizda tiikiiriikle ¢oziinerek yutulmalidir.

Aurali veya aurasiz migren ataklarmin tedavisinde, hem yetiskinlerde hem de
12-17 yas arasi hastalarda etkili olan rizatriptan, herhangi bir migren atagi olmadan
kullanilmamalidir. Yetiskinlerde onerilen doz 10,00 mg olup iki doz aras1 2 saatten
az olmamak sartiyla 24 saat igerisinde 2 doz asilmamalidir. Migren atag: icin alinan
doz etkili olmadiginda ayni atak i¢in ikinci bir dozun alinmasi 6nerilmez. Ancak yine
eriskin hastalarla yapilan klinik caligmalarda, bir atakta etkili olmayan dozun diger
ataklarda etkili olabildigi gortilmustiir. 12-17 yas arasi hastalarda ise viicut agirligi
40 kg’dan fazla olanlarin 24 saat i¢inde tek doz (10,00 mg) kullanmalar
onerilmektedir. 40 kg’dan daha diisiik kiloya sahip pediyatrik hastalarda ise

rizatriptan kullanimi 6nerilmemektedir

(https://www.msd.com.tr/static/pdf/MAXALT_10mg_Rapidisc_Tablet KUB.pdf
Erisim tarihi: 21.05.2019).
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En ¢ok karsilagilan yan etkileri yorgunluk, bas donmesidir. Diger karsilasilan
yan etkiler ise carpinti, bulanti, kusma, bas agrisi, uykusuzluk, terleme, kasinti,

gormede bulanikliktir. En nadir goriilen yan etkisi ise yiiksek tansiyondur.

Monoamin oksidaz (MAO) inhibitorleri kullanan hastalarda, siddetli karaciger
ya da bobrek yetmezligi olan hastalarda, orta derece siddetli hipertansiyon
hastalarinda kontrendikedir. Ayrica bir beta-bloker olan propronalol ile birlikte
kullanildiginda rizatriptanin plazmadaki konsantrasyonu artabilir. Bu ylizden

propronalol alan hastalarda rizatriptan kullanimi Onerilmemektedir (Sweetman,
2002).

Madrakian ve ark, RB’nin tayini i¢in hassas ve segici bir elektrokimyasal sensor
onermistir. Cams1 bir karbon elektrodu, ¢ok amagli karbon nanotiipler ve FezO4
nanopartikiillerin nanokompoziti ile modifiye edilmistir. Elde edilen sonuglar
gelistirilen modifiye elektrodun RB tayini igin hassasiyetini gelistirdigini
gostermistir. Uretilen sensoriin morfolojisi ve elektroanalitik performansi, taramali
elektron mikroskobu (SEM), transmisyon elektron mikroskobu (TEM), X-1sin1
kirmimmi (XRD), enerji dagilimli X-15m1  spektroskopisi (EDS), kare dalga
voltametrisi (SWV) ve siklik voltametrisi (CV) ile karakterize edilmistir. Ayrica,
deneysel ve enstriimantal parametrelerin sensor yanitina etkisi degerlendirilmistir.
Elektrodun RB'ye kare dalga voltametrik yaniti optimum kosullar altinda 0.09
umol.L ! algilama simrt ile 0.5-100.0 pmol.L ™! araliginda dogrusal bulunmustur.
Incelenen ydntem iyi stabilite, yeniden iiretilebilirlik ve tekrarlanabilirlik
gbstermistir. Onerilen sensor, ilaglardaki RB tayinine ve gercek hayattaki kan

serumu Orneklerine basartyla uygulanmistir (Madrakian ve ark., 2016).

Kumari ve ark, bir antimigren ajan1 olarak kullanilan RB’nin ilag
preparatlarindan rutin tayini ig¢in {i¢ basit, hassas, dogru ve ekonomik UV
spektrofotometrik yontemler gelistirmisler ve dogrulamislardir. Tlacin 227 nm ve 281
nm'de maksimum emilim gosterdigini ve sirasiyla 227 nm'de 0.5-20 pg/ml ve 281
nm'de 0.5-80 pg/ml konsantrasyon araliginda Lambert-Beer yasasina uydugunu
bildirmislerdir. Ayn1 spektrumun birinci dereceden (D1) ve ikinci dereceden tiirevi
(D2) alinmistir. Genlik D1 igin 233 nm, D2 igin 238 nm Ol¢iilmiistiir. D1 ve D>
metodlarinda ilag 0.5-20 pg/ml konsantrasyonda dogrusallik gdstermistir. Dogrusal
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regresyon denklemleri Do igin 227 nm’de y=0.1182x+0.003(R?=0.9997), Dy i¢in 281
nm’de y=0.0135x+0.0094(R?=0.9991), D1 i¢in y= 0.0467x-0.0005(R?>=0.9998) ve
D, icin y=0.0238x+0.0031(R?=0.9993) hesaplanmistir.  Piyasadaki tablet
formiilasyonlarinin ~ tahmini  sonuglarinda bagil standart sapma (%RSD)
97.51+£0.0381- 101.58+0.223 araliginda %2 den daha az bulunmustur. Geri kazanim
calismalari, 6nceden analiz edilmis tablet ¢ozeltisine bilinen miktarda standart etkin
madde ilave edilerek gerceklestirilmis ve %97.104+0.094 - %100.035+0.193 geri
kazanim bulunmustur. Yontemler daha sonra aralik, hassasiyet, dogruluk, 6zgiilliik,
saglamlik ve dayaniklilik ile ilgili iyi sonuglar veren ICH kurallarina gore istatistiksel
olarak dogrulanmistir (Kumari ve ark., 2010).

Altinoz ve ark, Rizatriptanin tablet formlarinda Dbelirlenmesi igin
spektrofotometrik ve spektroflorimetrik iki yontem gelistirmislerdir. Rizatriptani,
sulu c¢ozeltilerinde spektrofotometrik yontemle 200-450 nm dalga boyunda,
spektroflorimetrik yontemle ise 200-350 nm dalga boyunda belirlemislerdir.
Rizatriptanin, 225 nm'de maksimum absorbans noktasini, 232 nm'de birinci derece
tirev sinyalini (Di1), 362 nm'de bir floresan absorbans pikini gosterdigini
bildirmislerdir. Dogrusalik araligi UV spektrofotometrik i¢in 0.10-15.00 pg.mL™*
,UV spektrofotometrik D1 igin 0.05-15.00 pg.mL ™ ve spektroflorimetrik yontem igin
ise 0.03-10.00 pg.mL ! bulunmustur. Miktar tayini smir1 UV spektrofotometrik igin
0.1 ng.mL*%, UV spektrofotometrik D1 igin 17 ng.mL ! ve spektroflorimetrik yéntem
igin ise 28 ng.mL! olarak tespit edilmis iken, tespit limiti aymi sira ile 72 ng.mL ™,
5.6 ng.mLve 8.6 ng.mL™! hesaplanmistir. Segilen dalga boylarinda ve analiz
kosullarinda herhangi bir yardimc1 madde ile etkilesim gdzlenmemistir. Gelistirilen
yontemler dogrulanmis, iyi bir keskinlik ve tekrarlanabilirlik gdstermistir. Onerilen
yontemler, rizatriptanin tablet dozaj formlarinda tayinine basariyla uygulanmis ve
basit, hizli, hassas, dogru ve nispeten ucuz olarak degerlendirilmistir (Altinoz, Ugar
ve Yildiz, 2002).

Devprakash ve ark, Rizatriptan igin spektroskopik yontem gelistirmislerdir.
Rizatriptani, 0.1 N HCI c¢ozeltisinde 220-400 nm dalga boyu aralifinda
belirlemigledir. Rizatriptan 226 nm'de bir maksimum absorpsiyon gdosterdigini
bildirmislerdir. Dogrusallik araligt UV sifirinci tiirev spektrofotometrisi i¢in 1-5

pg.mL? bulunmustur. Miktar tayini limiti 0.0944 pg.mL? saptanmis iken tespit
ng P P
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limiti 0.0311 pg.mL? hesaplanmistir. Analiz kosullarinda ve secilen dalga
boylarinda plasebo maddeleri ile herhangi bir etkilesim goriilmedigini
bildirmislerdir.  Gelistirilen yoOntemler dogrulanmis, iyi bir Kkeskinlik ve
tekrarlanabilirlik gdstermistir. Onerilen yontem rizatriptanin saf ve dozaj formlarinin
tayinine hassas, hizli, dogru ve nispeten ucuz bir sekilde basartyla uygulanmigtir

(Devprakash ve ark., 2011).

4.2.2. Metoklopramid hidrokloriir monohidrat

4.2.2.1. Metoklopramid hidrokloriir monohidratin fiziksel ve Kkimyasal

ozellikleri

Kimyasal olarak adi: 4-amino-5-kloro- N - [2- (dietilamino) etil] -2-

metoksibenzamid; hidrat; hidrokloriir’diir.
Kapah formiilii: C14H22CIN302.HCI.H.O’dur.
Molekiil agirhgi: 354,27 g/mol’diir.

Fiziksel olarak: Beyaz ya da kirli beyaz renkli kristalimsi bir tozdur. Erime
derecesi 182,5 -184 °C’dir.

Coziiniirliik bakimindan: Suda, etanolde, kloroformda iyi ¢oziiniirken eterde

ise pratikte ¢oziinmez.

Stabilite (kararhlik) kosullari: Metoklopramid hidrokloriiriin maksimum
kararlilik gosterdigi pH 7.6 iken maksimum bozunma kosulundaki pH 2’dir.
Metoklopramid hidrokloriir 1518a duyarli oldugundan karanlik ortamda oda
sicakliginda saklanmalidir. Ticari olarak satilan tabletler 3 y1l boyunca kararhidir

(Giizel, 2000;

https://pubchem.ncbi.nim.nih.gov/compound/441347#section=3D-Conformer Erisim
tarihi: 07.05.2019).
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Sekil 2. Metoklopramid hidrokloriir monohidratin kimyasal yapist

4.2.2.2. Metoklopramid hidrokloriiriin farmakodinamik ozellikleri

Stibstitiie bir benzamid olan metoklopramid hidrokloriir kusma tedavisinde
kullanilan bir ilagtir. Kusmaya kars1 etkisi merkezi sinir sistemindeki iki mekanizma
ile gergeklestigi tespit edilmistir. Birincisi apomorfine bagli kusmada etkilenen
santral sinir sistemindeki kusma merkezi ile, kemoreseptor tetikleyici bolge
(CTZ)’de dopaminerjik D2 reseptdrlerinin birbirinin etkisini azaltmasidir. ikincisi ise
kemoterapiye bagli kusmadan etkilenen serotoninin 5HT3 ve 5HTs reseptorleri
tizerine inhibe etkisidir. Merkezi etkisinin disinda Metoklopramid’in, mide ve ince
bagirsak hareketi iizerine uyarici etkisi bulunmaktadir. Bu etki ile midenin daha hizli

bosalmasi saglanmaktadir

(http://www.recordati.com.tr/Urunler/127-metpamid%C2%AE-10-mg-tablet-
i1a%C3%A7-prospekt%C3%BCs/66/ Erigim tarihi: 14.05.2019).

4.2.2.3. Metoklopramid hidrokloriiriin farmakokinetik ozellikleri

Oral uygulamadan 1 saat i¢inde plazmada maksimum konsantrasyona ulasan
metoklopramidin ortalama olarak 20,00 ve 40,00 mg dozlarindan 1 saat sonra
sirastyla yaklagik 40 ve 80 ng/mL konsantrasyona ulagmaktadir. Ancak karacigerde
ilk gecis etkisinden dolay1 bireyler arasinda farkliliklar olabilmektedir.
Metoklopramidin oral yolla alimindan 2 saat sonra, plazmadaki konsantrasyonunun
asirt yiikselmesi durumunda, anne siitiine kolaylikla gecebilmektedir. Oral dozun

%801 ya degisiklige ugramadan ya da konjuge olarak 24 saat iginde atilmaktadir.
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Atilma yar1 dmrii saglikli bireylerde 2 ila 5 saat, orta siddette bobrek yetmezligi olan

hastalarda ise yaklasik 14 saat olmaktadir (Harrington ve ark., 1983).

4.2.2.4. Metoklopramid hidrokloriiriin kullanim sekli ve yan etkileri

Metoklopramid 1960’l1 yillarin  baglarinda deneme metoduyla dopamin
inhibitorii olarak gelistirilmis olup ilk kullaniminin ise J.Besancon tarafindan 1964
yilinda oldugu bildirilmistir. 1968’lerde Avrupa’da ¢ok yaygin bir sekilde, 6zellikle
gebelige bagli bulant1 ve kusmalarda kullanildig: bildirilmistir.

Metoklopramid asil olarak hamilelik esnasinda olusan bulantinin tedavisi igin
gelistirilmesine ragmen, kemoterapiye bagli bulanti ve kusmada da etkili oldugu
goriilmistiir. Radyolojik uygulamalarda ince bagirsaklarin  goriintiilenmesi
kolaylastirdigr bildirilmistir. 3. faz arastirma diizeyi olan burun igine uygulanan
kemoterapi ilaglarinin neden oldugu bulant1 da arastirildigi bildirilmistir. MCP’nin
sesamid ve neu-sesamid formlari santral sinir sistemi timori ve biiyik hiicreli
akciger kanserlerinin tedavisinde radyasyona duyarli bir ajan olarak kullanildig:
bildirilmistir. A.B.D. Gida ve Ilag Idaresi (FDA) tarafindan MCP’nin kullanimina
1979’da izin verildigi bildirilmistir (Keskiis, 2006; Parlak, 2002).

Metoklopramid genellikle ameliyattan sonra olusabilen bulanti ve kusmanin
onlenmesinde kullanilmakla birlikte, migren tipi bas agrisi, diyabetik mide tembelligi
gibi ¢esitli durumlarda etkin bir sekilde kullanildigi belirtilmistir. Acil servislerde
bulanti-kusma tedavisinde siklikla kullanilan ajanlardan biri olan metoklopramid,
vertigonun tedavisinde de kullanilabildigi belirtilmistir. Agr1 kesici, kusma 6nleyici
ve peristaltik hareketleri arttirarak yemeklerin ince bagirsaga iletimini kolaylastiric
ozellikleri oldugu bildirilmektedir. Dopamin inhibitorii olan MCP, lokal anestezik bir
ilag olan prokainamidin benzen halkasinin 2. karbonuna metoksi aril grubu ve 5.
karbonuna klor baglanmas: ile olusturuldugu belirtilmistir. Yapisal olarak
prokainamid ile benzer olmasina ragmen lokal anestezik ve ritim bozuklugunu

onlemede bir etkisi olmadigi bildirilmistir (Y1ldiz, 2017).
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Kusma onleyici olarak, ameliyat sonrasinda, radyasyona, kemoterapiye ve
kronik bobrek yetmezligine bagli kusmalarda, endoskopi incelemelerinde, anestezi
esnasinda, aurali migren tedavisinde genellikle oral yolla giinde 4 kez 10,00 mg a¢

karnina ve yatarken verilir (Reynolds, 1993).

Metoklopramid’in giinliik dozunun 500 pg/kg’t astigi durumlarda bazi yan
etkiler goriilebilir. Bu yan etkilere uykusuzluk, halsizlik, agizda ve ciltte kuruluk,
diisiik ya da yiiksek tansiyon o6rnek verilebilir. Bununla birlikte asir1 hassasiyet

reaksiyonlar1 ve idrar yapmada zorlanma da olabilmektedir.

Sodyum bikarbonat, kloramfenikol ve sefalosporinlerle gecimsizlik gosterirken,
cisplatin, metotreksat sodyum ve doksorubisin hidrokloriir ile kullanildiginda ise
ilacin derisimine, sicakligina ve pH’ma dikkat edilmesi gerekir (Gilman ve ark,
1991).

Revanasiddappa, hem saf hem de dozaj formlarinda metoklopramid hidroklortir
(MCP) ve dapson (DAP)' nin kantitatif tayini i¢in hizli, duyarli ve segici bir
spektrofotometrik yontem gelistirmistir. Yontem, bir alkalin ortam iginde yeni bir
baglama maddesi, dibenzoil metan ile ilaglarin diazo birlestirme reaksiyonuna
dayanmaktadir. Elde edilen renkli azo boyalart MCP’nin 2,85 x 10* L.mol *cm ™
konsantrasyonunda 440 nm'de, DAP’nin 1,71x10* L.mol ! cm ! konsantrasyonunda
470 nm’de maksimum absorbsiyon gostermistir. Tim degiskenler optimize
edilmistir. Yardimc1 maddelerden higbir etkilesim gozlenmemis ve yodntemin

gecerliligi referans yontemine karsi test edilmistir (Revanasiddappa, 2001).

Wadher ve ark., parasetamol ve metoklopramid hidrokloriiriin tablet dozaj
formundan eszamanli olarak tayin edilebilmesi i¢in iki hizli, dogru, basit ve
ekonomik spektrofotometrik metot gelistirmislerdir. Gelistirilen ilk yontemde,
denklemlerin olusumu i¢in iki dalga boyu olarak 248.6 nm ve 275.6 nm kullanilarak
eszamanli denklemlerin olusturulmast ve c¢oziilmesini kullanmislardir. Ikinci
yontemde ise, secilen dalga boylarinin izo-absorptif noktasi olarak 265,6 nm ve
parasetamoliin max dalga boyu olarak 275.6 nm oldugu absorbans degerlerini
kullanmiglardir. Hem ilaglar hem de karisimlarinin, belirli konsantrasyon

araliklarinda segilen dalga boylarinda Lamberts-Beer yasasina uydugunu ortaya
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koymuslardir. Yontemler istatistiksel validasyon parametrelerine gére dogrulanmistir

(Wadher ve ark., 2008).

Royo ve ark., Metoklopramid hidrokloriirii, bir akis enjeksiyon tertibatinda,
Bratton-Marshall yontemi ile spektrofotometrik olarak belirlemislerdir. Gereken
nitrit, kat1 fazli bir bakirli kadmiyum reaktorii yardimiyla bir nitrat ¢ozeltisini
indirgemek suretiyle akis tertibatinda on-line olarak hazirlanmistir. Kalibrasyon
grafigi, saatte 51 numune iizerinden, % 0.89 bagil standart sapma (RSD) ile 0,5-85
mg/L araliginda lineerdir. Yontem kolay ve basittir ve bazi farmasotik
formiilasyonlarda metoklopramidin belirlenmesine uygulanmaktadir. Yontemin
kararsiz nitrit ¢ozeltilerinin sik sik hazirlanmasi ihtiyacini ortadan kaldirdigini

bildirmislerdir (Royo, Romero ve Calatayud, 1998).

El-Gendy, Metoklopramidin saptanmasi i¢in gelistirdikleri basit ve hassas
spektrofotometrik yontemde pi alicilar olarak kloranil ve bromanil kullanilarak sarj-
transfer komplekslerinin olusumuna dayanarak tanimlamislardir. Bu komplekslerin
elektronik  spektrumda yogun absorpsiyon bantlar1 sergilediini ortaya
koymuslardir. Reaktiflerin komplekslerdeki molekiiler oranlarini olusturmus ve
maksimum  yiikleme-transfer bantlarma yol acan deney kosullarmi da
arastirmuglardir. Onerilen prosediiriin saf 6rneklere ve ilag formiilasyonlarina iyi bir
hassasiyetle uygulandigini bildirmislerdir. Onerilen yontemin gegerliligi, standart
ekleme teknigine ek olarak farmakope yontemiyle elde edilen sonuglar ile

karsilastirmali bir ¢alismaya bagvurularak kontrol edilmistir (EI-Gendy, 1992).

Abdel-Gawad ve El-Guindi, gelistirdikleri iki spektrofotometrik yontem, ilag ve
inorganik kompleksler, Mo (V) ve Co (ll) tiyosiyanatlar arasinda iki farkli iyon
¢iftinin olugmasini ve ardindan sirasiyla diklormetan ve o-nitrotoluen ile
ekstraksiyonunu igerir. Iyon cifti olusumu igin optimum kosullar belirlemislerdir.
Yéntemler sirastyla Mo (V) ve Co (1I) tiyosiyanatlar1 kullanarak 1-20 pg.ml* ve 20-
240 pgml? Kkonsantrasyon araliginda metoklopramid ve  oksibuprokain
hidrokloriirlerin belirlenmesine izin verdigini tespit etmislerdir. Ilacin Mo (V) veya
Co (II) 'ye molar orani, asir1 tiyosiyanat konsantrasyonu varliginda ¢aligilan iki ilag

icin 2: 1 orammi gosterdigini tespit etmislerdir. Ila¢ etken maddelerinin ve bunlarin
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dozaj formlarmin oOnerilen metotlarla analiz sonuglari resmi yontemlerle elde
edilenlerle iyi bir uyum iginde oldugunu bildirmislerdir (Abdel-Gawad ve El-Guindi,
1995).

Shah ve ark., Metoklopramidin belirlenmesi igin basit ve hizli bir
spektrofotometrik yontem agiklamislardir. Metot, baglayici reaktif olarak nitrit ve
anilin ile basit diazotizasyon reaksiyonlarina dayandigini belirtmislerdir. Absorbans
410 nm olarak Ol¢iilmiistiir. Yontemin asitlik, gereken reaktif miktar1 ve sodyum
hidroksit miktar1 i¢in optimize edildigini bildirmislerdir. Lineerlik araligi 0.5-12.0
ug/mL  bulunmustur. Metot, farmasotik preparatlarda metoklopramidin ortak
eksipiyanlardan herhangi bir sekilde etkilenmeden belirlenmesinde basariyla

uygulanmistir (Shah, Resul ve Khan, 2005).

Chetana ve ark., Metoklopramid (MCP) ligandi olan yeni bir dizi kobalt (II)
komplekslerinin termal kararlilik ve bozunma kinetiklerini, termogravimetrik analiz
cihaz1 kullanarak Olgmiislerdir. Komplekslerin iletkenligi ve element analizi
yapilmistir. Horowitz-Metzger, Coats-Redfern ve Broido yontemlerini kullanarak
Co(I)-MCP kompleksleri igin termal bozunmanin her asamasi igin Kinetik
parametreler elde etmislerdir. Termal bozunma islemi i¢in komplekslerin aktivasyon
enerjisi (Ea) , sirasiyla Horowitz-Metzger, Coats — Redfern ve Broido yontemleri
i¢cin 31-168, 23-161 ve 33-170 kJ/mol araligindadir (Chetana, Siddaramaiah ve
Ramappa, 2005).

Giizel ve Salman, iki farkli tablet preparatindaki dapson ve metoklopramid
HCl’in tayini i¢in spektrofotometrik metot gelistirmiglerdir. Oda sicakliginda
gerceklesen reaksiyonlar dapson i¢in 9, metoklopramid HCI igin 20 dakikada
tamamlanmaktadir. Dapsonun maksimum absorbansit 548 nm ve metoklopramid
HCl’nin ise 553 nm’de gozlenmistir. Dapson i¢in 4-12 pg/mL ve metoklopramid
HCl igin 4-24 pg/mL konsantrasyon araliklarinda dogrusallik elde edilmistir. Molar
absorbtiviteleri dapson igin 3.12x10% metoklopramid HCI igin 2.582x10* L.mol
!em? bulunmustur. Dapson icin LOD ve LOQ degerleri sirasiyla 0,04 pg/mL ve
0,13 pg/mL; metoklopramid HCL igin ise sirastyla 1,12 ve 3,74 pg/mL olarak

bulunmustur. Bildirilen metodun dapson veya metoklopramid HCI igeren tabletlerin
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kalite kontrol ve rutin analizleri i¢in uygun oldugu bildirilmistir (Gilizel ve Salman,
2007).

Shekho, metoklopramid hidrokloriirin saf halde ve farmasotik olarak
belirlenmesi i¢in hizli, dogru, hassas ve basit bir spektrofotometrik metot
onermislerdirler. Metot metoklopramid hidrokloriir ve seryum (IV) iyonu arasindaki
oksidasyon - indirgeme reaksiyonuna dayanmaktadir, zira asidik ortamda seryum
(III) ve arsenazo III reaktifinin sonraki reaksiyonunda iiretilen, kararli, suda
¢oziinebilen mavi-mor kompleks 9.36x104 L/mol.cm’lik bir konsantrasyonda
654nm'de  maksimum emilime sahiptir. Beer kanununa, metoklopramid
hidrokloriirin 25 ml'lik son hacminde 1-30 pg (0,04-1,2 ppm) konsantrasyon
araliginda, bagil standart sapma (RSD) (% 1,80 -% 3,98), tespit limiti (LOD)
0.0095 pg/ml ve kantitatif smir (LOQ) 0.0317 pg/ml degerlerinde
uymaktadir. Metot, genellikle dozaj formlarinda bulunan diger bilesenlerin
varliginda metoklopramid hidrokloriir tayini i¢cin uygundur ve geri kazanim % 97.60-
101.00 araliginda elde edilir. Onerilen ydntemin ilag preparatlarinda basarili bir
sekilde uygulanabildigini bildirmislerdir (Shekho, 2013).

Gizel, dapson, metoklopramid ve sisapridin yapisinda bulunan amin grubundan
schiff bazi olusturarak miktar tayini yontemi gelistirmistir. Y6ntem etkin maddelerin
p-dimetilaminosinnamaldehid ile tepkimeye sokulmasi ve olusan renk siddetinin
Ol¢iilmesine dayanir. Miktar tayini i¢in en uygun tepkime kosullari dapson igin;
metanollii ortamda, pH 1 tampon ¢ozeltisi kullanilarak ve oda sicakliginda 9 dakika
bekletilmesiyle, metoklopramid HCI i¢in metanollii ortamda, 6 N hidroklorik asid
kullanilarak ve oda sicakliginda 20 dakika bekletilmesiyle, sisaprid i¢in ise metanollii
ortamda, 6 N hidroklorik asid kullanilarak ve oda sicakliginda 15 dakika
bekletilmesiyle olustugu belirlenmistir. Olusan rengin siddeti sirasiyla 548, 553 ve
552 nm de Ol¢iilmiis ve 6 deney tizerinden kalibrasyon egrileri ¢izilmistir. Olusan
renklerin her {i¢ madde i¢cin de en az 1 saat dayanikli olmasiyla yeterli 6lglim
stiresine sahip olunmustur. Sisaprid ic¢in 4-24 pg/ml, dapson ic¢in 4-12 pg/ml,
metoklopramid i¢in 4-24 pg/ml derisimlerde Beer kanununun gecerli oldugu

saptanmustir (Gtizel, 2000).
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4.3. Metaller

4.3.1. Bakir (Cu)

Dogada minerallerde ve kayaglarin yapisinda bulunan bakir, insan viicuduna
alimmas1 zorunlu bir biyoelementtir. Bakir, viicuda solunan havayla, igilen sularla,
yenilen gidalarla ya da bakir igeren bilesiklerin cilde temasi yoluyla alinabilir. Sag,
kemik ve i¢ organlardan bazilarmin yapisinda bulunur. insan metabolizmasinda
biyokatalizor olarak bir¢ok gorevi vardir. Demirin kan dolasiminda hemoglobine
baglanmasinda Onemli bir rolii vardir. Memelilerin dokularinda birikebilen ve
dokulardaki derigimi kritik degerlere ulastiginda toksik etkiler gosterebilen bir
element olarak bilinir. Viicutta bakir eksikliginde ise, zeka gelisiminde bozukluk,
kansizlik, cilt ve kemik rahatsizliklari olusabildigi belirtilmektedir. Bakirin, insan
metabolizmasina bu etkilerinden dolay1 tayin edilebilmesi ¢gok 6nemlidir. Bu nedenle
bakirin kantitatif olarak spektroskopik veya bagka yiiksek duyarlikli analitik
tekniklerden faydalanilarak tayinleri yapilmistir (Ozbolat ve Tuli, 2016).

4.3.2. Magnezyum (Mg)

Magnezyum, deniz tirtinleri, et, lifli yesil sebzeler ve tahillarda bulunan 6nemli
bir biyoelementtir. Magnezyum, metabolizmada birgok enzimin aktivitesinde,
protein sentezinde, glikoz yikiminda ve hiicre i¢i enerji metabolizmasinda 6nemli
fonksiyonlara sahip oldugundan eksikligi tibbi agidan 6nem tasir. Yeterli ve dengeli
beslenenlerde eksikligi goriilmemekle birlikte viicutta magnezyum eksikligine
baslica ditiretik ilaglar, halsizlik, sindirim sistemi rahatsizliklar1 ve kusma sayilabilir.
Magnezyum eksikliginin erken tanisinda istahsizlik, bulant1 ve kusma goriilebilecegi
belirtilmistir. Magnezyum eksikliginin yiikselmesi durumunda, dikkat eksikligi ve
siddetli kas kasilmalar1 olusabilecegi belirtilmistir. Bundan dolayi, viicuttaki
magnezyum miktarmin belirli bir seviyenin altina diisiirilmemesi oneriliyor

(Ozgiirtas, 2002).
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4.3.3. Cinko (Zn)

Bitki ve hayvanlarda oOnemli fizyolojik etkileri olan ¢inko, insan
metabolizmasinda demirden sonra en ¢ok bulunan iz elementtir. Kiimes hayvanlari,
stit trinleri, Kabuklu deniz driinleri ve tim hububatta bolca bulunur. Insan
metabolizmasinda 300 enzimin yapisinda bulunan ¢inko, DNA senteziyle biiyiime ve
gelismeye kadar ¢ok sayida metabolik faaliyete katilmaktadir. Viicut sivisinda da
bulunabilen ¢inko proteinlerin yapisina destek saglar ve hiicresel metabolizmada
onemli gorevlere sahiptir. Ozellikle antioksidan 6zelligi sayesinde bagirsak
ortaminda gerceklesen sindirim reaksiyonlarinda serbest radikallerin yol agabilecegi
hasar1 engeller. Fazla alinmasi durumunda, viicuda toksik etkisi olabilen ¢inkonun
eksikliginde ise yaralarin uzun siirede iyilesmesi, biiyiime ve gelisme bozuklugu, tat
ve koku duyusunda azalma gibi bozukluklar meydana gelebilecegi belirtilmistir
(Akdeniz, 2016).

4.3.4. Kadmiyum (Cd)

Kadmiyum, plastik ve boya yapiminda, batarya yapiminda ve metal
kaplamacilikta kullanilan, insan metabolizmasinda toksik etkileri bilinen bir agir
metaldir. Atmosferde biriken kadmiyum tozlarinin yagmur sulari ile tarim alanlarina
karismasi sonucu toprakta yetisen kerevizde, havugta, yesil sebzelerde, patateste ve
tahillarda yiiksek konsantrasyonlarda bulunmaktadir. Kabuklu deniz canlilarinda,
yabani bir¢ok mantar tiiriinde ve yumusakcalarda da kadmiyum derisimi ¢ok
yiiksektir. Insan metabolizmasinda bulunmasi gereken demir, bakir, kalsiyum, ¢inko,
gibi biyoelementlerin yeterli diizeyde olmamasi sonucu kadmiyum derisiminin arttig1
belirtilmistir. Metabolizmada kanda, idrarda, sa¢ ve tirnakta bulunabilen kadmiyum
anne siitiine gecebilmektedir. Hayvanlarla yapilan deneylerde kadmiyumun diisiik
konsantrasyonlarinda dahi temasi sonucu iskelet bozukluklarina, 6grenme giigliigiine

ve kemik kaybina yol agabildigi belirtilmistir (Oriin, 2011).
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4.3.5. Kalsiyum (Ca)

Kalsiyum, yetiskin bir insan agirliginin yaklasik kirkta birini olusturur. Bu
kalsiyumun biiyiik kismi kemiklerde ve diste bulunur. Kararli Ca(ll) iyonlarinin
temel fonksiyonu kemik minerallesmesine katilmasidir. Kemik sagligi icin gerekli
bir vitamin olan D vitamininin, Kalsiyumun viicutta emiliminin gergeklesebilmesi
icin ¢ok Onemli bir rolii vardir. Fazla D vitamini kemik sertlesmesine ve
kireglenmelere yol acarken, eksikliginde ise kemik minerallesmesi bozularak
Ozellikle bliyime evresindeki ¢ocuklarda rasitizm, biiyiikklerde ise kemik
yumusamasi, yaslilarda ise kemik erimesi goriiliir. Kalisyum bakimindan zengin olan
siit iriinlerinin, yumurta ve pekmez gibi besinlerin asir1 tiiketilmesi durumunda ise,
yiiksek tansiyon, eklemlerde kireglenme ve bobrek tasi olusumuna neden olur
(Kotan, 2010).

4.4. Isinin Absorpsiyonu (Sogurulmasi) ve Spektroskopi

Madde ile 1smin etkilesmesi sonucu olusabilecek en Onemli olay 1smin
sogurulmasidir. Cesitli dalga boylarinda 1sin igeren bir demet, saydam bir ortamdan
gecirildiginde, bazi dalga boylarina sahip 1sinlarin kayboldugu goriiliir. Isinin
absorplanmasi denilen bu olayda, belli dalga boylarindaki iginlarin enerjisi maddeye
gecer. Maddenin molekiillerinin, atomlarinin, elektronlarinin daha yiiksek enerjili

hale ge¢mesi ile sonuglanan bu olaya “uyarilma” denir.

Coziinebilen bir maddenin nicel analizi, analizi yapilan maddenin isin1 sogurma
miktarindan hesaplanarak yapilabilir. Temel hal ile uyarildiktan sonraki enerji
seviyesi farki her maddede farkli olabileceginden, her maddenin kendine has

absorpsiyon spektrum bandi bulunmaktadir.
Sekil 3.’teki gibi ¢ok genis enerji veya dalga boyu araligini kapsayan
elektromanyetik dalga spektrumundaki isinimlar; 1smnin tiiri, enerjisi, dalga boyu ve

frekans gibi ozelliklere gore siniflandirir (Tunali ve Ozkar, 2011; Altmata ve ark.,

1997).
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Sekil 3. Elektromanyetik dalga spektrumu

Spektroskopi, 1sin demeti ile madde arasindaki etkilesimlerin neticesinde
maddenin sogurdugu ya da yayimladigi fotonlarin incelenerek maddenin i¢ yapisinin
aydinlatilmasin1 saglayan bilim dalidir (Erdik, 1998). Cok bilesenli karisimlarin
kimyasal tayini, kisa siirede ve minimum hata ile spektroskopi yontemlerinden

faydalanilarak yapilabilmektedir.

Spektroskopik ¢alismalarda, maddenin sogurdugu ya da yayimladig: isinimlarin
dalga boylarinin tespiti i¢in uygulanan islemlere “spektrofotometri’’ denir (Sarikaya,
2011; Tunal1 ve Ozkar, 2011).
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4.4.1. Spektroskopik Yontemler

44.1.1. Ultraviyole (UV) ve goriiniir bolge molekiiller absorpsiyon
spektroskopisi

Elektronik dalga spektrumunda, farkli dalga boyu ve enerjili 1s1nin madde ile
etkilesimi neticesinde molekiilde elektronik gecise neden oldugu bdlgeye Uv-
gorliniir bolge denir. Bu alana denk gelen 1sinin enerjisi, maddenin yapisindaki
atomlarin degerlik elektronlarinin uyarilmasina neden olur. Bu elektonik gegisi
inceleyen molekiiler absorpsiyon spektroskopisi sayesinde molekiillerin kantitatif
olarak belirlenmesi ve molekiildeki fonksiyonel gruplarin incelenmesi miimkiin

kilinmaktadir.

UV bolgesi, uzak ultraviyole 10-200 nm, yakin ultraviyole 200-400 nm dalga
boyu araliginda bulunurken, goriiniir bolge ise 400-800 nm dalga boyu araliginda
bulunmaktadir. Genel olarak 190-900 nm dalga boyu araligit UV ve goriiniir bolge
olarak adlandirilir. Temelleri Lambert Beer Kanunu’na dayanan molekiiler
absorbsiyon spektroskopisinde, belirli bir 1s1k yolu kalinhgindaki ¢ozeltiden gegen
151N demetinin absorbansi ya da gegirgenligi (transmittans1) 160-780 nm dalga boyu

araliginda olciiliir.

_ I(,‘i')zelti _ IO

T

- Icszica 1
logITO =¢eb.C=A
-logT=A
T: Transmittans (Gegirgenlik)
A: Absorbans
C: Cozeltinin derisimini ifade eder. Birimi mol.L™"dir.

lo: Cozeltiye gelen 151n demetinin siddetini ifade eder.

I: Cozeltiden ¢ikan 151n demetinin siddetini ifade eder.

24



&: Molar absorpsiyon katsayisin1 ifade eder. Birimi L.mol.cm™’dir.
b: Isigin gectigi ¢ozeltinin yolunu ifade eder. Birimi cm’dir.
Ultraviyole ve goriiniir bolgedeki gegis tiirleri:

e Koordinasyon bilesiklerinin d ve f orbitalleri arasinda gergeklesen
gecisler.

e Organik molekiillerde ve koordinasyon bilesiklerinde ger¢eklesen yiik
transferi gegisleri.

e Organik molekiillerde bulunan o, © ve n molekiiler orbitallerinin arasinda

olusan sogurmalar:

a— 7 * sogurmasi: Doymamis bilesiklerin yapisindaki m baglarinda bulunan

elektronlar ile gerceklesen sogurmadir.

n— ¥ sogurmasi: Doymamis bilesiklerdeki bag olusumuna katilmayan
elektronlara sahip heteroatomlu yapilarda bulunan n elektronlar1 ile gerceklesen

sogurmadir.

n—o6* sogurmasi: Doymus bilesiklerdeki bag olusumuna katilmayan
elektronlara sahip heteroatomlu yapilarda bulunan n elektronlar ile gergeklesen

sogurmadir.

6—oc* sogurmasi: Doymus bilesiklerde C-C ve C-H arasindaki o

baglarindaki elektronlar ile gergceklesen sogurmadir.
a-) Tek 1s51n yollu UV-Vis spektrofotometre

Bu spektrofotometreler genellikle 1sik kaynagi, monokromator ve dedektor
olmak iizere ii¢ kisimdan olusur (Sekil 4.). Bu spektrofotometrelerde tek bir 1sin
demeti kullamlir. Olgiim islemleri ve sifir ayari ayr1 ayr1 yapilir. Basit ve ucuz olmasi
tercth sebebi olmakla birlikte Ozellikle kantitatif tayinler i¢in oldukca uygun

cihazlardir.

| KAYDEDICI I
IT&]K KAYNAGI I—I MONOKROMATOR H ORNEK H DEDEKTOR l

Sekil 4. Tek 151n yollu UV-Vis spektrofotometrenin yapist.
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Isik kaynagi: UV ve goriiniir bolgede iki farkli 151k kaynagi kullanir. Déteryum
lamba ile 185-390 nm araliginda tarama yaparken, tungsten lamba ile 350-800 nm

araliginda tarama yapar.

Monokromator: Cesitli dalga boylarindan olusan 1s1n demetini tek dalga boylu

1s1n demeti haline donistiirmek i¢in kullanilir. Kuvars malzemeli prizma kullanilir.

Dedektor: Maddenin 15181 sogurup sogurmadigini anlayabilmek i¢in kaynaktan

gelen 15181n siddetini 6lgmek i¢in kullanilan bilesendir. Fotoelektrik tiip kullanilir.

b-) Cift 151n yollu UV-Vis spektrofotometre

Bu spektrofotometrelerde olduk¢a zaman alict bir islem olan 0 ve 100
ayarlamasi yapilmaz. Monokromatorden ¢ikan 1s1k esit siddete sahip iki demete
ayrilarak biri ¢oziictiniin bulundugu kaba gonderilirken, diger demet ise olgiilecek
analite gonderilir. kiye ayrilan 151n demeti iki ayr1 dedektdrde algilanarak, olusan
sinyallerin orami Olgiliir. Boylece Ornekteki transmittans degeri, ¢Oziicliniin
transmittans degeri ile siirekli olarak kiyaslanmis olur. Cift 15 demetli
spektrofotometrelerin en biiyilk avantaji voltaj degisiminden etkilenmemesi ve
zaman tasarrufudur. Tek 1s1n demetli cihazlara gore daha karisik olan bu cihaza ait

bilesenler basitce sekil 5.’de gosterilmistir

(http://www.megep.meb.gov.tr/mte_program_modul/moduller_pdf/Spektrofotometre
.pdf Erisim tarihi: 18.05.2019; Saygili, 2009).

¢cozoco KAYDEDICI

ISIK KAYNAGI MONOKROMATOR v ORNEK DEDEKTOR

Sekil 5. Cift 151n yollu UV-Vis spektrofotometre yapisi
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4.4.2. Absorpsiyon kanunlari

4.4.2.1. Lambert kanunu

Monokromatik (tek dalga boylu) bir 1s1n demetinin siddeti, ¢dzeltinin bulundugu
ortamda aldigi yol ile logaritmik veya {istel olarak azalmaktadir. Bu durumun

matematiksel ifadesi 1=loe™® seklindedir.

I
[=——

Fl
— C —_

«—b—> «— Ih —>

Sekil 6. Sematik olarak Lambert Yasasi’nin gosterimi

Sekil 6.’dan anlasilacag: tizere, tek dalga boylu bir 151n demetinin siddeti, yol
uzunlugu b cm olan bir ¢6zelti ortamindan gectiginde yari yariya diiserken, ¢ozelti

ortaminin yol uzunlugu 2b cm’e ¢ikarildiginda ise dortte bir oranina diismektedir.
e lo: Gelen 151n demetinin siddetini ifade eder.
e |: Ortamdan ¢ikan monokromatik 1s1n demetinin siddetini ifade eder.
e b: Cozeltinin bulundugu ortamin kalinligini ifade eder. Birimi cm’dir.

e k: Cozeltinin tiiriine ya da monokromatik 1s1n demetinin dalga boyuna

bagli sabit bir katsayidir.
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4.4.2.2. Beer kanunu

Sogurucu ortami gegen tek dalga boylu i1sin demetinin siddeti ile ¢ozeltinin
konsantrasyonu logaritmik ya da istel olarak ters orantilidir. Bu durumun

matematiksel ifadesi; 1=loe™ seklindedir.

Lambert Kanunu’ndan farkli olarak, ¢ konsantrasyonu ifade eder. Monokromatik
bir 1s1n demetinin siddeti, b ortam kalinliginda konsantrasyonu ¢ olan bir ¢ozeltiden
gecirildiginde 1s1n demetinin sidddeti yariya diiserken, ayni 1is1n demeti, ayni ortam
kalinliginda ancak konsantrasyonu 2c olan bir ¢ozelti ortamia gonderildiginde ise

1510 demetinin siddeti dortte birine diiser. Bu ifade, Beer Kanunu olarak tanimlanar.

4.4.2.3. Lambert-Beer kanunu

Beer Kanunu’na ait esitlik ile Lambert Kanunu’na ait esitlik matematiksel olarak

birlestirilirse;

Iy
logT =a.c.b
esitligi elde edilir.

Bu esitlige gore a molar absorptivite katsayisim1 ifade eder. Birimi
L.molt.cm™dir. Lambert-Beer Kanunu’na gore, tek dalga boylu bir 1s1n demeti b
ortam kalinligina sahip bir ¢ozeltiye gonderildiginde, 1s1n demetinin siddeti
¢ozeltinin konsantrasyonu ve ortam kalinligi ile ters orantili olacak sekilde degisir
(Acikalin, 1996).

4.4.3. Molekiiler absorpsiyon ve emisyon

Molekiiller de atomlarin uygun enerjiye sahip fotonlarla etkilesmesine benzer
sekilde fotonlar1 sogurarak uyarilirlar. Uyarilmis haldeki, ytliksek enerjili ve kararsiz

molekiillerin fazla olan enerjilerini yayarak tekrar kararli hale gegmesine molekiiler

28



emisyon denir. Diatomik molekiillerin spektrum bantlarinda veya sogurma hatlarinda
elektronik, donme ve titresim diizeylerindeki gecisler de yer alir. Buna gore, bir

molekiile ait toplam enerji,
Et = Eclektronik T+ Edsnme + Etitresim

esitligi ile verilir. Molekiildeki baglayici elektronlardan herhangi birinin fotonu
absorplamasiyla, molekiiliin elektronik, dénme veya titresim enerji diizeyleri
degisebilir. Bundan dolayi, molekiiler absorpsiyon spektrumu atomik absorpsiyon
spektrumlarindan farkli olarak, keskin spektrum hatlar1 degil daha genis spektrum
bantlarina sahip olur. Bdylece atomik absorpsiyon spektrumu ile atomik absorpsiyon
spektrumu kolaylikla ayirt edilebilir. Donme enerjisindeki degisim, 10°33-104 sn
aralifinda, titresim enerjisine ait degisim 104 sn, elektronik etkilesime ait degisim

ise 102° sn gibi ¢ok kisa siirelerde gergeklesir (Giindiiz, 2002;

https://chem.libretexts.org/Bookshelves/Organic Chemistry/Book%3A Basic Princi
ples of Organic Chemistry (Roberts and Caserio)/09%3A Separation%2C Purifi

cation%2C and Identification of Organic Compounds/9.09%3A Electronic Spect

ra_of Organic_Molecules Erisim tarihi: 18.05.2019).

E. ————+—— | ddnme enerjisi
seviyesi

I elektronik gecis

enerji

== titresim enerjisi

7evivesi

Sekil 7. Enerji seviyeleri ve elektonlarin gegisleri.

E,

Molekiiler orbitaller iki atomik orbitalin ortiismesiyle olusur. Elektronlar, bu
molekiiler orbitallere Hund Kurali’na ve Pauli Dislama Ilkesi’ne gore dizilirler. Yani

es enerjili orbitallere 6nce birer tane elektron ayni spinli olarak yerlesirken, ayni
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orbitale gelen ikinci elektron ise zit spinli olarak yerlesir. Diatomik bir molekiilde,
farkli enerjiye sahip iki molekiiler orbital olusur. Bu orbitallerin az enerjili ve kararl
olan1 baglayict molekiiler orbitaldir. Digeri ise, atomik orbitallere gore yiiksek

enerjili ve kararsiz antibag molekiiler orbitalidir.

Iki atomun s orbitallerinin &rtiismesi ile baglayici o ile 6* antibag molekiiler
orbitaller olusur. Bir px orbitalinin baska bir atomun px orbitali ile 6rtiismesi sonucu
ise enerjisi diisiik ancak kararli o molekiiler orbitali ile yiiksek enerjili ve kararsiz ¢
antibag molekiiler orbitalleri olusur. Bir pz orbitali ile baska bir atomun Py
orbitalinin ortiismesi ile m molekiiler bag orbitali ile m* antibag molekiiler orbitali
olusur. Bununla birlikte molekiillerde bag yapimina katilmayan serbest elektronlarin
gbsterimi ise n orbitali seklindedir (Sarikaya, 2011; Tunali ve Ozkar, 2011; Altinata
ve ark., 1997; Uyar, Aksoy ve Inam, 2009; Kilig, Késeoglu ve Yilmaz, 2000).

A
- (ke
: A
=R |1 R
? nonbonding nﬁ ...................................... f
g n— J*
I R S O
g T T
BN — &
O —= O%

Sekil 8. Varsayimsal enerji diyagrami
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4.5. Kompleks Stokiyometrisinin Tayini

Komplekslerin stokiyometrisinin belirlenmesi igin, mol oran yontemi ve siirekli

degisimler yontemi (Job yontemi) kullanilmaktadir.

4.5.1. Mol oran yontemi

Bu metotta, metal iyonunun sabit derisimine karsi ligand derigimi belirli
oranlarda degistirilerek kompleks ¢ozelti serisi hazirlanir. Bu kompleks ¢6zeltilerin
optimum dalga boyunda tek tek absorbansi olgiiliir. Bu absorbans degerleri ile
ligandin farkli konsantrasyon degerleri sekil 10.’daki gibi grafige gegirilir. Elde
edilen grafikteki biikiilme noktalarinin her iki tarafindan dogrular ¢izilerek birbirine
dogru uzatilir ve Kesistirilir. Kesisim noktalarindan apsise bir dikme indirilerek
kesim noktasindaki C./Cm oranit bulunur. Bu oran, kompleksin stokiyometrik
oranidir (Bagdu, 2009).

Cl

Cm

Sekil 9. Mol oran yontemi grafigi
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4.5.2. Job yontemi (Siirekli degisim yontemi)

Spektrofotometrik 6lgme islemlerinde 1sin1 soguran bir B grubu metal katyonu
kompleksinde bulunan metal / ligand orani belirlenebilir. Bunun igin ilk olarak bu
kompleksin bir ¢ozeltisi hazirlanir. Daha sonra, maksimum absorpsiyon yaptigi dalga
boyu belirlenir. Daha sonra, ligand ve metal iyonunun 0:10 ile 10:0 derisim oranlari
arasinda bir dizi kompleks c¢ozeltiler hazirlanir. Bu ¢ozelti dizisinin her birinin
absorbanslari, maksimum dalga boyunda Ol¢iiliir ve kaydedilir. Komplekslerdeki
ligandin hacmi ile bulunan absorbans degerleri sekil 11.’deki gibi grafige gecirilir.
Bu grafikten elde edilen 1. egri kompleks oraninin 1:1 oldugunu, 2. egri ise

kompleks oraninin 1:2 oldugunu ifade eder (Dolen, 2002).

2

—> Absorbans

— L (mL)
Sekil 10. Job yontemi ile kompleks bilesimi tayini
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4.6. Validasyon (Yontemin gecerlilik testleri)

Validasyon, elde edilecek iiriiniin veya sonucun, kullanilan ydntem veya
cihazda meydana gelebilecek degisikliklerden sinirlt etkilendigini; bu etkilerin belirli
spefikasyon limitlerinin i¢inde oldugunu gostermek amaciyla yapilan c¢alismalarin
timii olarak bilinir. Yontem gecerlilik testleri ile siirekli ayni sartlarda ve kalitede
{iretim yapilmasi veya sonu¢ almmasi saglanmaktadir. GLP (Iyi Laboratuvar
Uygulamalar1) kurallarindan biri olan validasyon, degiskenligi en aza indirir,
proseslerde sistematik bir veri akisi igerisinde iiriinlin ve siirecin kalitesini garantiler.
Verimliligi de arttiran validasyon islemleri sayesinde hatalar en aza indirilerek, tekrar
tiretim veya analiz maliyetinin azalmasi saglanir. GLP kurallarina gore validasyon;
temizlik validasyonu, ekipman validasyonu, proses validasyonu ve analitik yontem

validasyonu olmak tizere 4 baslikta incelenir (Kii¢iikkaraca, 2014).

4.6.1. Analitik Yontem Validasyonu

Analitik yontem validasyonu, analiz edilecek analitin analizinde kullanilan
yontemde dogru sonuglar elde edildigini ve sistemin giivenirligini kanitlamak icin
yapilmasi gereken testlerin tiimiidiir. Bu testlerin parametrelerinde bazi kurumlara
gore farkliliklar olmakla birlikte bu parametreler literatiirde ve uluslararasi
komitelerce tanimlanmistir. Parametrelerin islem sirasit hakkinda resmi bir yonerge
olmadigindan, yontemin 6zelligine gore islem siras1 degisebilir. Literatiirde en ¢ok
kabul edilen analitik yontem validasyonu parametreleri su sekildedir (Savas, 2019;

HaciMustafa, 2019):
1. Dogruluk ve geri kazanilabilirlik
2. Dogrusallik ve 6l¢ii egrisi
3. Sec¢imlilik ve duyarlilik
4. Saglamlik

5. Kararlilik
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6. Kesinlik ve tekrarlanabilirlik
7. Calisma aralig

8. Tutarlilik

9. Miktar tayini alt sinir1 (LOQ)

10. Teshis sinir1 (LOD)

4.6.1.1. Dogruluk ve geri kazamlabilirlik

Analitik bir yontemin sonuglari ile gergek deger arasindaki farkin uygunlugunun

bir dl¢lisii olan dogrulugun degerlendirilmesi i¢in bir¢ok yola bagvurulabilir:

1. Ornek yontem ile referans yontem karsilastirilarak yapilabilir.
2. Derisimi belli olan bir 6rnek analizi ile kontrol edilerek yapilabilir. Olgiilmiis

dogru deger ile sertifikali 6rnek karsilastirilir.

Elde edilen degerlerin gergek degere yakinliginin 6l¢iilmesi % geri kazanim ile
degerlendirilir. Sertifikali standart 6rnek yoksa bos ¢ozeltiye bilinen derisimde analit
eklenir. Daha sonra ayni analit ekstraksiyon ile tekrar elde edilerek standart
cozeltilere gore % geri kazanimi hesaplanir. Boylece bos ¢ozeltiye ilave edilen
analitin ne kadarmin geri kazanilabildigi anlagilmis olur. Analit derisimi biyiik
oldugunda geri kazanim limiti %100+3 olmali iken, analit derisimi ¢ok diisiik

oldugunda ise bu limitler genisleyebilir.

4.6.1.2. Dogrusallik ve kalibrasyon egrisi

En diisiik ve en yiiksek konsantrasyon araliginda bir seri ¢6zelti hazirlanarak
yontemin dogrusal oldugu araligin tespitine dogrusallik denir. Bu araligin tespiti i¢in
etken maddenin konsantrasyonu % 25-150 araliginda olacak sekilde en az 5 farkli
konsantrasyonda ¢ozeltiler hazirlanir ve cihaza okutulur. Analit derigimi ile cihazin

verdigi cevaplar grafige gecirilerek Ol¢ii egrisi olusturulur ve regresyon analizi
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yapilir.  Olgii egrisinden elde edilen verilere gore, dogru egimi ve her bir kesim
noktasina ait standart sapmalar (s), korelasyon katsayist (r%), regresyon dogru
denklemi (y=mx+n) hesaplanabilmektedir. Dogrusalligin matematiksel bir Ol¢iisii
kabul edilen korelasyon katsayist 0,997’den biiyilk ya da esit olmalidir
(HaciMustafa, 2019; Ertas ve Kayali, 2005; Savas, 2019).

4.6.1.3. Se¢imlilik ve duyarhhk

Analitik yontemin seciciligi; girisim yapan maddelerin yaninda analitin dogru ve
hassas bir sekilde 6lgiilebilirliginin gostergesidir.
Duyarlilik ise; kalibrasyon egrisinin egimi olarak bilinir ve test isleminin

derisimindeki en kiigiik degisimleri kayit etme kapasitesidir (Green, 1996; Lang ve
Bolton, 1991).

4.6.1.4. Saglamhk

Bir analitik yontemin saglamligi, degisen kiigiik parametrelerden etkilenmemesi
olarak tanimlanabilir. Analitik yontemin parametrelerinden herhangi birinde
degisiklik olmusgsa, yontem igin yeni bir validasyona ihtiyacinin olup olmadigini

gosterir. Saglamhig: etkileyen bazi faktorler;

e Farkli laboratuvar,

Farkl: cihazlar,

Farkl: analist,

Farkli ortam kosullar1 olabilir (Bakla, 2018; Ertas ve Kayali, 2005;
Lavanya ve ark., 2012).
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4.6.1.5 Kararhihk

Kararlilik, analit ile yardimci maddelerin pargalanmasindan sonra olusan
tirlinlerin ve bu {iriinlerin miktarlarinin birbirinden ayr1 sekilde tayin edilebilmesidir.
Ayri ayri tespit edilse bile metot sonuglarina herhangi bir negatif etki olmamasi igin
analitin bozunmadan kaldig1 siire belirlenmeli ve literatiirdeki sonuglar ile
kiyaslanmalidir (Maz1, 2018; Kilig¢ ve Yilmaz, 2004).

4.6.1.6. Kesinlik ve tekrarlanabilirlik

Bir analitik yontemde kullanilan cihazda pes pese enjeksiyon yapildiginda, elde
edilen analiz sonuglarmin birbirine yakinligi yontemin kesinligini gosterir. Elde
edilen sonuglarin % bagil standart sapma degeri (%RSD) yontemin kesinligini ifade
eder. Kesinlik i¢in kabul edilebilir deger ila¢ analizlerinde %2’den kii¢iik iken, gida
ve ¢evre analizleri i¢in ise degiskenlere bagli olarak, %2 ile %20 arasinda bir

degerde olabilmektedir.
a. Giin i¢i tekrarlanabilirlik

Ayni laboratuvarda, ayni analistin, ayni1 ekipman ile kisa siirede yaptig1 analizin
sonuglarinin tutarliligidir. 2 ya da 3 farkli konsantrasyonda ayni standartlarla

hazirlanan ¢6zeltilerin 3 ya da 4 kere yapilan analizinin %RSD’si hesaplanir.
b. Giinler arasi tekrarlanabilirlik

Ayni analistin, ayn1 laboratuvarda, ayni1 ekipman ile farkli giinlerde yaptigi
analizin sonuglarmin tutarlihiidir. 2 ya da 3 farkli konsantrasyonda ayni standartlarla
hazirlanan ¢ozeltilerin, farkli giinlerde, 3 ya da 4 kere yapilan analizinin %RSD’si

hesaplanir.
c. Laboratuvarlar arasi tekrarlanabilirlik

Farkli laboratuvarlarda, farkli ¢evresel sartlarda, farkli analist ile ancak ayni
yontemin analiz sonuglarmin tutarhiligidir. Laboratuvarlar arasi tekrarlanabilirligi

etkileyen etmenler; sicaklik ve nem farki, analistin tecriibesi ve gayreti, malzeme
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kosullarinin  ¢esitliligi, farkli dreticilerden temin edilen kimyasallar, farkl

ozelliklerdeki donanim sayilabilir (Demir, 2017; Maz1, 2018; Behera ve ark., 2012).

4.6.1.7. Calisma arahg

Dogruluk, kesinlik ve dogrusallik testleri yapilirken kullanilan analitik yontemin
calisma araligidir. Ornegin analizindeki derisim ydntemin calisma alt ve f{ist

siirlarini belirler (HaciMustafa, 2019).

4.6.1.8. Tutarhlik

Ayni analiz yonteminin uzun bir siire sonra, farkli bir analist tarafindan farkl
kosullarda uygulanarak, yontemin uzun zamandan dolay1 ve farkli kosullarda olusan
degisikliklerden etkilenip etkilenmediginin Slgiilmesi tutarlilik olarak ifade edilir
(Savas, 2019).

4.6.1.9. Miktar tayini alt simir1 (LOQ)

Numune i¢indeki analitin uygun kesinlik ve dogruluk ile tayin edilebilen en
diisiik derigim miktar tayini alt sinir degeri olarak ifade edilir. Miktar tayini alt siniri
genellikle %95 ya da %99 giivenilirlik sinir1 i¢inde 6l¢iilebilen minimum madde
miktart olmakla birlikte yontemlerin  Ozelliklerine gore fakli  yollarla
belirlenmektedir. Ozellikle, safsizliklarin veya parcalanma {iriinlerinin tespit

edilebilmesi igin kullanilir (Sentiirk, 2013).
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4.6.1.10. Teshis stmr1 (LOD)

Bir analitik yontemin teshis sinir1, bir analit numunesinde tespit edilebilen fakat
tam bir kantitatif degeri olmayan en diisiik analit derisimidir. Teshis sinir1 kullanilan
yontemin oOzelliklerine gore fakli yollarla belirlenmektedir. Gorsel olarak
degerlendirilebilecegi gibi ozellikle kromatografik yontemlerde, pik yiiksekligi /
guriilti  yiiksekligi oranmmin 3 oldugu konsantrasyon teshis smnir1  olarak
degerlendirilmektedir (Lavanya ve ark., 2012; Kili¢ ve Yilmaz, 2004).
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5. GEREC ve YONTEM

5.1. Kullanilan Kimyasallar ve Cihazlar

5.1.1. Kullanilan cihazlar

Deneysel ¢alismalarda asagida belirtilen cihazlar kullanildi.
e Cift 151 yollu Shimadzu UV-2550 spektrofotometre
e Mettler Toledo Mp-220 pH metre
o GLF-2004 marka saf su cihaz
e Scaltec Sha31 analitik terazi
e Hassas terazi
e HP deskjet 3000 yazict

e \orteks

5.1.2. Kullamilan kimyasallar

Ilag etkin maddelerinin metallerle meydana getirdigi kompleks stokiyometrisinin
tayininde yiiksek analitik safliga sahip metal tuzlar1 ile metoklopramid hidrokloriir

monohidrat ve rizatriptan benzoat kullanildi.
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Tablo 1. Deneysel galismada kullanilan kimyasallar

Kullamlan kimyasallar Uretici firma Saflik derecesi
Rizatriptan benzoat Sigma % 99
Metoklopramid : 0
hidrokloriir monohidrat Sigma %99
Metanol Merck % 99
Kadmiyum(ll) nitrat Merck 999

tetrahidrat
Bakir(II) nitrat trihidrat Merck % 99
Cinko (1) nitrat

0
hekzahidrat Merck %99
Kalsiyum (1) nitrat 0
tetrahidrat Merck %99
Magnezyum(Il) nitrat
hekzahidrat Merck %99

5.2. Deneysel Calismada Kullanilan Stok Cozeltilerin Hazirlanmasi

5.2.1. Rizatriptan benzoatin 5,0x10 M stok ¢ozeltisi

Deneysel islemlerde kullanilacak ligantlardan rizatriptan benzoat ¢ozeltisi igin,
0.0978 g RB standard: tartildi. Daha sonra ultra saf su ile ¢oziindiiriiliip SOmL’lik
balon jojede ultra saf su ile limit ¢izgisine tamamlanarak hazirlandi. Hazirlanan bu
ana stok ¢ozeltisinden uygun seyreltmeler yapilarak RB’nin 5,0x10° M ¢alisma

¢Ozeltisi hazirlandi.

5.2.2. Metoklopramid hidrokloriiriin 5,0x10- M stok cozeltisi

Deneysel islemlerde kullanilacak diger ligant olan metoklopramid hidrokloriir
¢ozeltisi i¢in, 0.0886 g metoklopramid hidrokloriir monohidrat standard: tartildi.
Daha sonra ultra saf su ile ¢oziindiiriiliip 50,0 mL’lik balon jojede ultra saf su ile

limit ¢izgisine tamamlanarak hazirlandi. Hazirlanan bu ana stok ¢6zeltisinden uygun

40



seyreltmeler yapilarak metoklopramid hidrokloriiriin 5,0x10° M calisma ¢ozeltisi

hazirlandi.

5.2.3. Stok kalsiyum (II) ¢ozeltisi

Hassas terazide 0,0590 g Ca(NO3)2.4H20 tuzu tartildi. Tartilan metal tuzu 50,0
mL’lik bir balon jojeye ultra saf su ile ¢ozlindiiriilerek alindi. Limit ¢izgisine ultra saf
su ile tamamlanarak 5,0x10 M konsantrasyonda Ca(NOs)2.4H20’nun stok ¢ozeltisi
hazirlandi. Hazirlanan bu stok ¢ozeltisinden gerekli seyreltmeler yapilarak

Ca(NO3)2.4H20’nun 5,0x10°M konsantrasyondaki calisma ¢ozeltisi hazirlandi.

5.2.4. Stok kadmiyum (II) ¢ozeltisi

Hassas terazide 0,0770 g Cd(NOz3)2.4H20 tuzu tartildi. Tartilan metal tuzu 50,0
mL’lik bir balon jojeye ultra saf su ile ¢oziindiiriilerek alindi. Limit ¢izgisine ultra saf
su ile tamamlanarak 5,0x10° M konsantrasyonda Cd(NOs)2.4H20’nun stok ¢ozeltisi
hazirlandi. Hazirlanan bu stok ¢ozeltisinden gerekli seyreltmeler yapilarak

Cd(NO3)2.4H20’nun 5,0x10°M konsantrasyondaki ¢alisma ¢ozeltisi hazirlandi.

5.2.5. Stok bakar (II) ¢ozeltisi

Hassas terazide 0,0605 g Cu(NOz3)2.3H20 tuzu tartildi. Tartilan metal tuzu 50,0
mL’lik bir balon jojeye ultra saf su ile ¢oziindiiriilerek alindi. Limit ¢izgisine ultra saf
su ile tamamlanarak 5,0x10° M konsantrasyonda Cu(NOs)2.3H20’nun stok ¢ozeltisi
hazirlandi. Hazirlanan bu stok ¢ozeltisinden gerekli seyreltmeler yapilarak

Cu(NO3)2.3H20’nun 5,0x10°M konsantrasyondaki ¢alisma ¢ozeltisi hazirlandi.

41



5.2.6. Stok magnezyum (1) ¢ozeltisi

Hassas terazide 0,0640 g Mg(NO3)2.6H20 tuzu tartildi. Tartilan metal tuzu 50,0
mL’lik bir balon jojeye ultra saf su ile ¢ozilindiiriilerek alindi. Limit ¢izgisine ultra saf
su ile tamamlanarak 5,0x10° M konsantrasyonda Mg(NO3)2.6H20’nun stok ¢ozeltisi
hazirlandi. Hazirlanan bu stok ¢ozeltisinden gerekli seyreltmeler yapilarak

Mg(NO3)2.6H20’nun 5,0x10°M konsantrasyondaki ¢alisma ¢ozeltisi hazirland.

5.2.7. Stok cinko (II) ¢ozeltisi

Hassas terazide 0,0745 g Zn(NOz3)2.6H20 tuzu tartildi. Tartilan metal tuzu 50,0
mL’lik bir balon jojeye ultra saf su ile ¢oziindiiriilerek alindi. Limit ¢izgisine ultra saf
su ile tamamlanarak 5,0x10 M konsantrasyonda Zn(NOsz)2.6H20’nun stok ¢ozeltisi
hazirlandi. Hazirlanan bu stok ¢ozeltisinden gerekli seyreltmeler yapilarak

Zn(NO3)2.6H20’nun 5,0x10°M konsantrasyondaki ¢aligma ¢dzeltisi hazirland.

5.3. Kompleks Olusumunun En Uygun Kosullarinin Belirlenmesi

Metoklopramid hidrokloriir ve rizatriptan benzoat ile Ca(ll), Cd(ll), Cu(ll),
Mg(ll) ve Zn(ll) metal iyonlar1 arasinda olusan komplekslerin bilesiminin

belirlenmesinin amaglandig1 deneysel islemler su sekilde gergeklestirildi.

Analiz i¢in en uygun konsantrasyonu belirlemek amaciyla ilag etkin
maddelerinin (MCP ve RB’nin) hazirlanan ilk stok ¢ozeltilerinin (5,0x10°M) 190-
400 nm dalga boyu araliginda sahit deney ¢ozeltisine karsi spektrumu alindi. Elde
edilen absorbans degerine gore, 5,0x10°M MCP ve RB ¢ozeltilerinden uygun
seyreltmeler yapilarak hazirlanan ¢ozeltilerin sahit deney ¢ozeltisine karst 190-400
nm araliginda spektrumlari alindi. Elde edilen absorbans degerlerine gore calisma

¢ozeltilerinin konsantrasyonu 5,0x10°M olarak tayin edildi.
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Metoklopramid hidrokloriirin metal iyonlartyla olusturdugu komplekslerin
stokiyometrisini belirleyebilmek amaciyla en uygun dalga boyu belirleme ¢alismalari
yapildi. Ik olarak, 5,0x10°M MCP ¢ozeltisi 5 deney tiipiine aktarildi. Daha sonra,
tiiplere sirasiyla 5,0x10°M konsantrasyondaki Ca(ll), Cd(ll), Cu(ll), Mg(ll) ve
Zn(I1) metal katyonu ¢ozeltilerinden ilave edildi. Kapaklar1 kapatilan farkli metal
iyonlart iceren her bir tiip yaklasik 5 dakika vorteksle karistirildi. Daha sonra,
sirasiyla her bir tlipteki ¢ozeltilerin sahit deney ¢ozeltisine karsi 190-400 nm dalga
boyu araliginda spektrumlari alindi. Absorbanslar1 6lgiilen kompleks ¢ozeltilerin
optimum dalga boylar1 da belirlendi. RB igin de ayn1 islemler ayn1 sira ile yapild1. Tlk
olarak, rizatriptan benzoatin 5,0x10°M’lik ¢alisma ¢ozeltisi 5 deney tiipiine aktarilds.
Daha sonra, her bir deney tiipiine sirasiyla 5,0x10°M konsantrasyondaki Ca(ll),
Cd(1n), Cu(ln), Mg(ll) ve zZn(ll) metal katyonu ¢ozeltileri ilave edildi. Kapaklar
kapatilan her bir tlip yaklasik 5 dakika vorteksle karistirildi. Daha sonra, sirasiyla her
bir tiipteki ¢ozeltilerin sahit deney c¢ozeltisine karsi 190-400 nm dalga boyu
araliginda spektrumlar1 alindi. Absorbanslari 6lglilen kompleks ¢ozeltilerin optimum

dalga boylar1 da belirlendi.

Metoklopramid hidrokloriirin LOD (6l¢iim sinir1) ve LOQ (tayin sinir1)
degerlerinin belirlenmesi igin farkli konsantrasyonlarda ¢6zeltiler hazirlandi ve sahit
deney c¢ozeltisine karst 190-400 nm dalga boyu araliginda absorbanslar 6lgiildii ve
Olgtimler kaydedildi. Bu hazirlanan ¢ozeltilerden 3 farkli konsantrasyon igin

Olctimler giin ici ve giinler aras1 3’er kez tekrarlandi.

Benzer sekilde, rizatriptan benzoatin LOD (6l¢iim sinir1) ve LOQ (tayin siniri)
degerlerinin belirlenmesi i¢in farkli konsantrasyonlarda ¢ozeltiler hazirlandi. Sahit
deney ¢ozeltisine karsilik 190-400 nm dalga boyu araliginda absorbanslar 6lgtildii ve
kaydedildi. Bu hazirlanan ¢ozeltilerden 3 farkli konsantrasyon i¢in dl¢iimler giin ici

ve giinler arasi 3’er kez tekrarlandi.
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5.3.1. pH

Optimum pH belirleme ¢alismasi igin 6ncelikle, 5,0x10°M MCP ve 5,0x10°M
RB ile Ca(Il), Cd(I), Cu(l), MgIl) ve Zn(Il) metal iyonlarmin 5,0x10°M
konsantrasyondaki karigimlar1 hazirlanarak beherlere aktarildi. pH metre ile bu
kompleks ¢ozeltilerin pH’sina bakildi. Olgiimler sonucu MCP ile metal iyonlart
arasinda olusan kompleksler i¢in pH 5,72 iken, RB ile metal iyonlar1 arasinda olusan
kompleksler igin ise, pH 7,03 olarak belirlendi.

5.3.2. Kompleks stokiyometrisinin belirlenmesi

MCP ile ayr1 ayri Ca(ll), Cd(ll), Cu(ll), Mg(ll) ve Zn(ll) komplekslerinin
stokiyometrisi i¢in mol oran metodu kullanildi. Bu amagla, 5,0x10°M derisimindeki
her bir metal katyonu cozeltisi ve 5,0x10°M MCP c¢ozeltileri hazirlandi. Deney
tiiplerine MCP’nin Ca(ll) metal katyonuna hacim orani1 0-2,5 araliginda bir dizi
standart komplekslesme ¢ozeltileri hazirlandi. Agz1 kapatilan tiiplerdeki ¢ozeltiler
yaklasik 5 dakika kadar vorteksle karistirildi ve belirlenen optimum dalga boyunda
tipteki kompleks ¢ozeltilerin sahit deney ¢ozeltisine karsi absorbanslart 6lgtildii.
Olgiilen absorbans degerleri ve ligant/metal mol oranlarindan bir grafige elde edildi.
Bu grafikten bolim 4.5.1.’de anlatildig1 gibi kompleksin stokiyometrisi belirlendi.

Diger metal iyonlar1 i¢in de benzer islemler ayni sartlar altinda gerceklestirildi.

RB ile ayrt ayri Ca(Il), Cd(II), Cu(Il), Mg(l) ve Zn(ll) komplekslerinin
stokiyometrisi de benzer islemler ayn1 sekilde uygulanarak belirlendi. Bu amagla,
5,0x10°M derisimindeki her bir metal katyonu ¢ozeltisi ve 5,0x10°M RB ¢ozeltileri
hazirlandi. Deney tiiplerine RB’nin Ca(Il) metal katyonuna hacim oram1 0-2,5
araliginda bir dizi standart komplekslesme cozeltileri hazirlandi. Agz1 kapatilan
tiiplerdeki ¢ozeltiler yaklagsik 5 dakika kadar vorteksle karistirildi ve belirlenen
optimum dalga boyunda tlipteki kompleks c¢ozeltilerin sahit deney c¢ozeltisine karsi
absorbanslar1 6l¢iildii. Olgiilen absorbans degerleri ile ligant/metal mol oranlarindan

elde edilen grafikten bolim 4.5.1.°de anlatildigi gibi kompleksin stokiyometrisi
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belirlendi. Diger metal iyonlart i¢in de benzer islemler ayni sartlar altinda

gerceklestirildi.

5.4. Metoklopramid Hidrokloriiriin Plasebo Tabletteki Geri Kazanim

MCP’nin plasebo tabletteki geri kazaniminin hesabi icin, éncelikle 5,0x10°M
MCP ¢ozeltisi hazirlandi. Hazirlanan bu ¢ozeltiden pipet ile 1,0, 2,0, 3,0, 4,0 mL
alinarak 5,0 mL’lik 6l¢iilii balon jojelere aktarildi ve ultra saf su ile son hacimlerine
tamamlandi. 5 farkli konsantrasyonda hazirlanan tiim ¢ozeltilerin sahit deney
¢ozeltisine kars1 190-400 nm dalga boyu araliginda, tiger kez absorbanslar1 6lgiildii
ve ortalama absorbanslar hesaplandi. Bulunan ortalama absorbans degerleri ile
konsantrasyonlar grafige gegirilerek 6lgii egrisi olusturuldu. Olgii egrisi iizerinde

regresyon dogru denklemi hesaplatildi.

MCP’nin plasebo tabletten geri kazanimi i¢in 5 adet Metpamid tablet tartilarak
ortalama 1 tabletin agirlig1 hesaplandi. Iginde ilag etkin madde olmadan yardimeci
maddelerden esit agirhikta ortalama 15 tablet agirliginda bir plasebo hazirlandi. 5
tabletteki metoklopramid hidrokloriir monohidrat ilag¢ etkin maddesinin %80, %2100
ve %120’sine esdeger miktarlarda ila¢ etken madde ayr1 ayri tartilarak, tizerlerine 5
tabletin agirligina tamamlanacak sekilde plasebodan tartildi ve karistirildi. Toz haline
getirilen karigimlardan ayri ayri ortalama 1 tablet agirlig: tartilarak, 100,0 mL’lik
olgiilii bir balon jojeye aktarildi ve ultra saf su ile ¢oziindiiriildii. 100,0 mL’ye ultra
saf su ile tamamlanan karisimlar siyah bant siizge¢ kagidi ile siiziildi. Siiziilen
karisimlardan 5,0’er mL alinarak 50,0 mL’lik 6l¢iilii balon jojelere aktarildi. Ultra
saf su ile son hacme tamamlanan ¢6zeltilerin ti¢ defa absorbansi 6l¢iildii ve %80,
%100 ve %120 i¢in absorbans degerlerinin ortalamast alindi. Bulunan ortalama
absorbans degerleri, daha oOnce Ol¢li egrisinde hesaplatilan regresyon dogru
denkleminde yerlerine konularak, her bir plasebo tabletteki MCP’nin konsantrasyonu
bulundu. Bulunan degerler asagidaki esitlikte kullanilarak, MCP hidrokloriir
monohidrat miktar: belirlendi ve geri kazanim esitliginden MCP’nin %80, %100 ve

%120 diizeyinde geri kazanimi1 hesaplandi.
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n (mg) = (C mol/L)x(Molekiil agirligi) (100,0 mL) x (50 mL/5mL) =.. mg

% geri kazanim = (Bulunan MCP hidrokloriir monohidrat miktari) / (Tartilan MCP

hidrokloriir monohidrat miktar1) x 100

5.5. Rizatriptan Benzoatin Plasebo Tabletteki Geri Kazanimi

RB’nin plasebo tablette geri kazanimi hesabi igin, ilk olarak 1,0x10*M RB
¢ozeltisi hazirlandi. Daha sonra, bu ¢6zeltiden alinan 0,5, 2,5, 5,0, 7,5 mL hacimler,
10,0 mL’lik olgiilii balon jojelere aktarildi ve ultra saf su ile son hacimlerine
tamamlandi. 5 farkli konsantrasyonda hazirlanan tiim ¢ozeltilerin sahit deney
¢ozeltisine karst 190-400 nm araliginda, liger kez absorbanslari 6lgiildii ve ortalama
absorbanslar hesaplandi. Bulunan ortalama absorbans degerleri ile konsantrasyonlar
grafige gecirilerek Olcii egrisi olusturuldu. Olgii egrisi iizerinde regresyon dogru

denklemi hesaplatildi.

Rizatriptan benzoat’in plasebo tabletten %100 geri kazanimi igin 5 adet Maxalt
tablet tartilarak ortalama 1 tablet agirligi hesaplandi. 5 tablet agirligina denk gelen
etkin madde ile plasebo tartildi ve havanda iyice karistirildi. Toz haline getirilen
karisimdan ortalama 1 tablet agirlig: tartilarak, 100,0 mL’lik 6lctli bir balon jojeye
alind1 ve ultra saf su ile ¢oziindiiriilmesi saglandi. Ultra saf su ile 100,0 mL’ye
tamamlanan karigim siyah bant siizgec kagid1 ile siiziildii. Siiziilen bu karigimdan 5,0
mL almarak 25,0 mL’lik balon jojeye aktarildi. Ultra saf su ile son hacme
tamamlanan karisimin 190-400 nm araliginda ii¢ defa absorbans 6lgiilerek absorbans
ortalamasi alindi. Bulunan ortalama absorbans degeri daha once olgii egrisinden
hesaplanan regresyon dogru denkleminde kullanilarak RB’nin konsantrasyonu

bulundu. Asagidaki esitlik ile RB’nin geri kazanimi1 hesaplandi.

Benzer islemler RB’nin %80 ve %120 geri kazanimi i¢in yapildi. Bunun i¢in ilag
etkin maddesinin tablet agirliginin %80’i ve %120’si i¢in tartim yapilarak ortalama
tablet agirligina plasebo ile tamamlandi. Diger islemler sirasiyla RB’nin %2100 geri
kazaniminda oldugu gibi tekrarlandi. Elde edilen sonuglar ile asagidaki esitlikten

RB’nin %80 ve %120 geri kazanimi hesaplandi.
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n (mg) = (C mol/L)x(Molekiil agirlig1) (100,0 mL) x (25 mL/5 mL) =.. mg

% geri kazanim = (Bulunan RB miktar1) / (Tartilan RB miktar1) x 100
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6. BULGULAR

6.1. Kompleks Olusumunun En Uygun Deney Kosullarinin Belirlenmesi

6.1.1. RB, MCP ve ligand-metal karisimlarinin spektrumlari

Bolim 5.3.’te anlatildigi gibi, ilk olarak hazirlanan ¢alisma ¢6zeltilerinin 190-

400 nm araliginda sahit deney ¢ozeltisine kars1 spektrumlari alindi.
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Sekil 11. Rizatriptan benzoatin (5,0x10° M) spektrumu
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Sekil 12. Metoklopramid hidrokloriir (5,0x10> M) spektrumu
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Sekil 13. a) Rizatriptan benzoat (5,0x10° M) spektrumu, b) Metoklopramid

hidrokloriir (5,0x10°° M) spektrumu
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Sekil 14. a) Rizatriptan benzoat (5,0x10° M) spektrumu, b) Metoklopramid
hidrokloriir (5,0x10° M) spektrumu, ¢) RB (5,0x10° M)-MCP (5,0x10° M) karisimi

spektrumu
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Sekil 15. Rizatriptan benzoat-Ca(ll) (5,0x10° M) karisim spektrumu
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Sekil 16. a) Rizatriptan benzoat (5,0x10° M), b) Rizatriptan benzoat-Ca(Il) (5,0x10°
M) karisimina ait ¢ozeltilerinin spektrumlari
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Sekil 17. Rizatriptan benzoat-Cd(I1) (5,0x107° M) karisim spektrumu
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Absorbans
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Sekil 18. a) Rizatriptan benzoat (5,0x10° M), b) Rizatriptan benzoat - Cd(ll)
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(5,0x10° M) karisimina ait ¢ozeltilerinin spektrumlari
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Sekil 19. Rizatriptan benzoat-Cu(ll) (5,0x10° M) karisim spektrumu
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Sekil 20. a) Rizatriptan benzoat (5,0x10° M), b) Rizatriptan benzoat - Cu(ll)
(5,0x10° M) karisimina ait ¢ozeltilerinin spektrumlari
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Sekil 21. Rizatriptan benzoat-Mg(ll) (5,0x10° M) karisim spektrumu
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Absorbans

Sekil 22. a) Rizatriptan benzoat (5,0x10° M), b) Rizatriptan benzoat - Mg(Il)
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(5,0x10° M) karisimina ait ¢ozeltilerinin spektrumlar
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Sekil 23. Rizatriptan benzoat-Zn(ll) (5,0x10° M) karisim spektrumu
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Sekil 24. a) RB’nin 5,0x10° M konsntrasyonundaki spektrumu, b) RB-Zn(ll)
(5,0x10° M) karisimina ait ¢ozeltilerinin spektrumlari
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Sekil 25. MCP (5,0x10° M) spektrumu
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Sekil 26. MCP-Ca(ll) (5,0x10° M) karisim spektrumu
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Sekil 27. a) MCP (5,0x10° M), b) MCP-Ca(ll) (5,0x10° M) karisimina ait
cozeltilerin spektrumlari
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Sekil 28. MCP -Cd(11) (5,0x10° M) karisim spektrumu
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Sekil 29. a) MCP (5,0x10° M), b) MCP-Cd(Il) (5,0x10° M) karisimina ait

cozeltilerin spektrumlari
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Sekil 30. MCP-Cu(ll) (5,0x10° M) karisim spektrumu
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Sekil 31. a) MCP (5,0x10° M), b) MCP-Cu(ll) (5,0x10° M) karisimina ait

cozeltilerin spektrumlari

Dalga boyu (nm)
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Sekil 32. MCP-Mg(I1) (5,0x10° M) karisim spektrumu
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Sekil 33. a) MCP (5,0x10° M), b) MCP-Mg(ll) (5,0x10®° M) karisimina ait

cozeltilerinin spektrumlari
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Sekil 34. MCP-Zn(1l) (5,0x10°° M) karisim spektrumu
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Sekil 35. a) MCP (5,0x10° M), b) MCP-Zn(Il) (5,0x10®° M) karisimma ait
cozeltilerinin spektrumlari
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6.1.2. Kompleks bilesiminin belirlenmesi i¢cin optimum deneysel kosullar

Rizatriptan benzoatin Ca(ll), Cd(Il), Cu(ll), Mg(ll), Zn(1l) metal iyonlariyla
meydana getirdigi kompleksler icin belirlenen optimum kosullar tablo 2.’de

verilmisgtir.

Tablo 2. Rizatriptan benzoat ile metal iyonlar1 arasindaki kompleks

stokiyometrisinin tayini i¢in belirlenen optimum sartlar

Kelat Dalga Absorbans Eﬁegé?rl:ln ideal Céziicii
(Kompleks) boyu (nm) (A) (M)
Ca(ll)-RB ggg éﬁi 5,0x10° Ultra saf su
Cd(11)-RB ;gg éiéi 5,0x10° Ultra saf su
Cu(l1)-RB gég éiég 5,0x10°° Ultra saf su
Mg(I1)-RB ggg éﬁg 5,0x10° Ultra saf su
Zn(11)-RB ggg é}gé 5,0x10° Ultra saf su

MCP’nin Ca(Il), Cd(II), Cu(II), Mg(II), Zn(II) gibi metal iyonlariyla meydana
getirdigi kompleksler i¢in belirlenen optimum deney kosullart ise tablo 3’de

verilmistir.
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Tablo 3. Metoklopramid hidrokloriir ile metal iyonlar1 arasindaki kompleks

stokiyometrisinin tayini i¢in belirlenen optimum kosullar

En uygun

Kelat Dalga Absorbans 2 . P,
(Kompleks) | boyu (nm) | (A) D‘sz‘s)'m Ideal Cozici
Ca(ll)-MCP :23(7)523 ggg% 5,0x10° Ultra saf su
Cd(I1)-MCP 2 oo 5,0x10°5 Ultra saf su
Cu(ll)-MCP %523 823}1 5,0x10° Ultra saf su
Mg(I1)-MCP égg 8222 5,0x10°° Ultra saf su
Zn(11)-MCP égg 8233 5,0x10°° Ultra saf su

6.2. Kompleks Bilesiminin (Stokiyometrisinin) Tayini

RB ve MCP ligandlari ile Ca(ll), Cd(I1), Cu(ll), Mg(ll), ve Zn(11) metal iyonlar
arasinda meydana gelen komplekslerin stokiyometrisinin belirlenebilmesi igin mol
oran yontemi kullanildi. Bu yontemde, RB ve MCP ligandlarmin her bir metal
iyonuna oran1 0-2,5 olacak sekilde bir seri komplekslesme c¢ozeltileri hazirlanda.
Daha sonra, hazirlanan ¢ozeltilerin her biri, belirlenen Amax dalga boyunda, sahit

deney ¢ozeltisine karsilik absorbanslar 6lgiilerek kaydedildi.
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Sekil 36. Mol oran metodu ([RB] =5,0x10° M, [Ca?*] =5,0x10° M, £max=280 nm,
pH 7,03)
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Sekil 37. Mol oran metodu ([RB] =5,0x10° M, [Cd?*] =5,0x10° M, Amax=280 nm,
pH 7,03)
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Sekil 38. Mol oran metodu ([RB] =5,0x10° M, [Cu?*] =5,0x10° M, Amax=280 nm,
pH 7,03)
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Sekil 39. Mol oran yontemi ([RB] =5,0x10° M, [Mg?*] =5,0x10°M, £max=280 nm,
pH 7,03)
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Sekil 40. Mol oran metodu ([RB] =5,0x10° M, [Zn?*] =5,0x10° M, Amax=280 nm,
pH 7,03)
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Sekil 41. Mol oran metodu ([MCP] =5,0x10°M, [Ca*"] =5,0x10°M, Amax=272 nm,
pH 5,72)
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Sekil 42. Mol oran metodu ([MCP] =5,0x10°M, [Cd?*] =5,0x10°M, Amax=272 nm,
pH 5,72)
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Sekil 43. Mol oran metodu ([MCP] =5,0x10°M, [Cu?*] =5,0x10°M, Amax=272 nm,
pH 5,72)
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Sekil 44. Mol oran yontemi ([MCP]=5,0x10°M, [Mg?*]=5,0x10°M, Amax=272 nm,
pH 5,72)
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Sekil 45. Mol oran metodu ([MCP] =5,0x10°M, [Zn#"] =5,0x10°M, Amax=272 nm,
pH 5,72)
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6.3. Gegerlilik Testi (Validasyon) Parametreleri

6.3.1. Dogrusallik ve kalibrasyon egrisi

Rizatriptan benzoatin ilk stok ¢ozeltisinden uygun seyreltmeler ile 1,96-39,15
ug/mL konsantrasyon araligindaki 5 farkli konsantrasyonda calisma ¢ozeltileri
hazirlandi. Uzerinde ¢alisilacak her bir ¢dzeltinin 190-400 nm dalga boyu araliginda
sahit deney c¢ozeltisine karsi absorbans olgtimleri yapildi. Elde edilen ortalama
absorbans degerleri ile bu 5 farkli konsantrasyon degerleri alinarak Olgli egrisi

olusturuldu.
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Sekil 46. Rizatriptan benzoatin 6l¢ii egrisi
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Tablo 4. Rizatriptan benzoatin kalibrasyon egrisinin istatiksel sonuglart.

Istatiksel Parametreler Uv-Goriiniir Bolge Spektrofotometri metodu
Dalga Boyu (nm) 224
280
Dogrusal Aralik 1,96-39,15 pg/mL
Regresyon Dogru Denklemi (y=mx+n) y =0,0527x + 0,0038
r?; Korelasyon Katsayist r?=0,9983
Sa: Regresyon egrisindeki kaymanin standart sapmasi 0,16
Sh: Regresyon egrisindeki egimin 0,0076
standart sapmast
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Sekil 47. a) RB (39,15 pug/mL), b) RB(29,41 png/mL), ¢) RB (19,62 ug/mL), d) RB
(9,80 ug/mL), e) RB (1,96 pg/mL) ait spektrumlar
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Metoklopramid hidrokloriiriin ana stok ¢ozeltisinden 3,52-17,70 pug/mL derisim
araligindaki 5 farkli konsantrasyonda standart ligand c¢alisma ¢ozeltileri hazirlandi.
Her bir ¢ozeltinin 190-400 nm dalga boyu araliginda sahit deney ¢ozeltisine karsi
absorbasnlar1 Ol¢iildii. Elde edilen ortalama absorbans degerleri ile bu 5 farkl

konsantrasyon degerleri alinarak 6l¢ii egrisi olusturuldu.
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Sekil 48. Metoklopramid hidroklortiriin 6l¢ti egrisi
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Tablo 5. Metoklopramid hidrokloriire ait kalibrasyon egrisinin istatiksel sonuglart.

Istatiksel Parametreler Uv-Goriiniir Bélge Spektrofotometri metodu

272

Dalga Boyu (nm)
308

Dogrusal Aralik 3,52-17,70 ng/mL

Regrasyon Dogru Denklemi (y=mx+n) y =0,1399x + 0,0029

r?: Korelasyon Katsayist r’=0,9988
Sa: Regrasyon egrisindeki kaymanin standart sapmasi 0,20
Sb: Regrasyon egrisindeki egimin 0,0094

standart sapmasi
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Sekil 49. a) MCP (17,70 pug/mL) b) MCP (14,24 ug/mL) ¢) MCP (10,61 ug/mL),

d) MCP (7,09 pug/mL), €) MCP (3,52 ng/mL) ait spektrumlar
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6.3.2. Ol¢iim smir1 (LOD) ve tayin simir1 (LOQ)

RB’nin ve MCP’nin 0l¢ii egrilerindeki konsantrasyonlardan daha diisiik
degerlerde bir seri ligand igeren ¢6zeltiler hazirlandi. Daha sonra, her bir RB ve MCP
ligand ¢ozeltilerinin absorbans Ol¢timleri yapildi. Bulunan absorbans degerleri
kullanilarak; RB’nin ve MCP’nin LOD ile LOQ degerleri hesaplandi. RB’nin
hesaplanan LOD ve LOQ degerleri sirasiyla; 0,64 ug/mL ve 1,94 pg/mL; MCP’nin
ise sirasiyla; 1,11 ng/mL ve 3,35 pg/mL olarak tayin edildi.

6.3.3. Kesinlik ve tekrarlanabilirlik

Analitik  metodun  kesinligini, dogrulugunu, ve tekrarlanabilirligini
saptayabilmek i¢in kalibrasyon egrisi ¢alisma araliginda dort farkli konsantrasyonda
(RB igin; 5,88, 7,84, 9,80 ve 11,76pg/mL, MCP igin 3,54, 5,30, 7,08 ve 8,85ug/mL)
Olglimler giin i¢i ve giinler aras1 gergeklestirildi. Her iki etkin maddenin ligand
cozeltileri i¢in elde edilen degerlerden, ortalama (x), standart sapma (s), % bagil hata
(%RE) ve % bagil standart sapma (%RSD) degerleri hesaplandi. Bulgular RB igin
tablo 6. ‘da, MCP i¢in tablo 7.’de verildi. Dogrulugu ifade eden %RE iken kesinligi
ifade eden parametre ise % RSD’dir.
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Tablo 6. Rizatriptan benzoat i¢in UV-Vis Spektrofotometri metoduna gore giin igi ve
giinler aras1 kesinlik ve dogruluk parametrelerinin istatiksel sonuglari

Giin i¢i 6l¢tim degerleri Glinler arasi 6l¢iim degeri
Bilipen BuILfnan s % Bullﬂnan P
deger | deger % RE RSD deger % RE | %RSD
pg/mL | pg/mL pg/mL ug/mL pg/mL
5,86 5,82
5,88 5,8 5,89+0,05 | -0,45 0,85 5,75 | 5,76+0,05 | -1,98 | 0,89
59 5,72
7,76 7,72
7,84 7,8 7,79+£0,03 -0,6 0,39 7,82 | 7,76+0,05 | -0,98 | 0,66
7,82 7,75
9,68 9,65
9,8 9,75 | 9,72+0,04 | -0,78 0,39 9,68 | 9,68+0,04 | -1,19 | 0,36
9,74 9,72
11,84 11,9
11,76 11,7 |11,75+0,08| -0,06 0,64 | 11,88 |11,85+0,06| 0,79 0,54
11,72 11,78
X: Ortalama, S: Standart sapma, RE: Bagil hata, RSD: Bagil standart sapma

Tablo 7. Metoklopramid hidrokloriir igin UV-Vis Spektrofotometri metoduna goére
giin i¢i ve giinler arasi kesinlik ve dogruluk parametrelerinin istatiksel sonuglari

Giin i¢i 6l¢lim degerleri Glinler aras1 6l¢iim degeri
Bilinen | Bulunan 2is Bulunan 2is
deger | deger % RE |%RSD| deger % RE | %RSD
pg/mL | pg/mL | pg/mL pg/mL | pg/mL
3,56 3,54
3,54 35 |[3,52+0,03| -0,37 0,87 3,56 |3,53+0,03| -0,18 0,86
3,52 3,5
5,38 5,33
53 535 |5,36+0,02 1,19 0,28 531 |[5,33+0,03| 0,69 0,57
5,36 5,37
7,01 7,05
7,08 6,96 |7,01£0,05| -1,04 0,64 7 7,01+£0,04 | -0,98 0,51
7,05 6,98
8,8 8,86
8,85 8,78 |8,80+0,02| -0,56 0,22 8,83 |8,86+0,04| 0,15 0,4
8,82 8,9
X: Ortalama, S: Standart sapma, RE: Bagil hata, RSD: Bagil standart sapma
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6.3.4. Plasebo tablette rizatriptan benzoatin geri kazanim

Rizatriptan benzoatin plasebo tabletindeki etkin madde miktarinin geri kazanimi

caligmas1 boliim 5.4.’de anlatildig1 sekilde yapildi.

Tablo 8. Rizatriptan benzoatin plasebo tabletteki geri kazanimi

Tartilan rizatriptan

Bulunan rizatriptan

% benzoat miktar1 rrtlliir::;lztn % Geri kazanim
(' mg/1 tablet) (mg/1 tabet)
%380 5,80 571 98,44
%3100 7,26 7,12 98,10
%120 8,70 8,33 95,81
Ortalama geri 97 45
kazanim '

6.3.5. Metoklopramid hidrokloriiriin plasebo tabletten geri kazanimi

Metoklopramid hidrokloriiriin plasebo tabletindeki etkin madde miktarinin geri

kazanimi ¢aligmasi boliim 5.4.”de anlatildig: sekilde yapildi.

Tablo 9. Metoklopramid hidrokloriiriin plasebo tabletteki geri kazanimi

Tartilan MCP

Bulunan Tartilan

hidrokloriir MCP hidroklorir
% rokioru monohidrat % Geri kazanim
monohidrat miktar1 miktarlart
('mg/1 tablet) (mg/1 tabet)
%380 8,40 7,97 94,91
%2100 10,50 10,15 96,64
%120 12,60 12,12 96,20
Ortalama geri
kazanim 95,90
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7. TARTISMA VE SONUC

Bu c¢alismada, rizatriptan benzoat ve metoklopramid hidrokloriiriin metal
katyonlar1 ile olusturdugu kompleksler incelendi. ilk olarak, rizatriptan benzoat ve
metoklopramid hidrokloriir etkin maddeleri igin en uygun ¢6ziinme ortami belirleme
calismalar1 yapildi. Her iki etkin madde i¢in de saf su en ideal ¢oziicii olarak tayin
edildi. Coziciiniin  belirlenmesiyle birlikte, etkin maddeler igin en uygun
konsantrasyonu belirleme ¢alismalar1 yapildi. Deneysel ¢alismalar sonucunda her iki

etkin madde icin de en uygun konsantrasyon 5,0x10° M olarak belirlendi.

Kompleks stokiyometrisinin belirlenmesi i¢in maksimum dalga boyu belirleme
calismalar1 yapildi. Rizatriptan benzoatin Amax degeri tablo 2’de, metoklopramid

hidrokloriiriin Amax degeri ise tablo 3’de belirtildigi gibi tespit edildi.

Her iki etkin maddenin Ca(ll), Cd(Il), Cu(ll), Mg(Il) ve Zn(Il) metal iyonlar ile
meydana getirdigi komplekslerin stokiyometrik oranlarinin belirlenebilmesi i¢in mol
oran metodu kullanildi. Bu metoda gore, hem rizatriptan benzoat ile hem de
metoklopramid hidrokloriir ile Ca(ll), Cd(I1), Cu(ll), Mg(Il) ve Zn(ll) metal iyonlar

arasinda meydana gelen komplekslerin stokiyometrisi 1:1 olarak bulundu.

Rizatriptan benzoatin tespit smir1 (LOD) ve tayin edilebilir alt sinir (LOQ)
degerleri sirasiyla; 0,64 pg/mL ve 1,94 pg/mL; metoklopramid hidrokloriir i¢in ise
sirastyla; 1,11 pg/mL ve 3,35 png/mL olarak tayin edildi.

Her iki etkin madde icin giin i¢i ve giinler arast dogruluk, kesinlik,
tekrarlanabilirlik gibi istatistiksel validasyon caligmalar1 yapildi ve elde edilen
bulgular rizatriptan benzoat i¢in tablo 6.’da; metoklopramid hidrokloriir i¢in ise tablo
7.°de verildi.

Rizatriptan benzoatin plasebo tablette %80, %100 ve %120 olmak iizere 3 farkl
diizeyde geri kazamim galismasi yapilmustir. Once, kalibrasyon egrisi olusturuldu. Bu
egriden korelasyon katsayisi (r?) 0,9983 olarak hesaplandi. %80 icin plasebo
tabletteki 5,80 mg rizatriptan benzoatin geri kazanimi %98,44 olarak belirlendi.

%100 icin, hazirlanan plasebo tabletteki rizatriptan benzoat miktar1 7,26 mg olup,
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geri kazanimi %98,10 olarak tayin edildi. Aym sekilde %120 diizeyi igin, plasebo
tabletteki 8,70 mg ilag etkin maddenin geri kazanimi %95,81 olarak tayin edildi.

Ortalama geri kazanim ise, %97,45 olarak bulundu.

Metoklopramid hidrokloriiriin  plasebo tablette %80, %100 ve %120
diizeylerinde geri kazanim calismasi yapildi. Bunun i¢in 6ncelikle kalibrasyon egrisi
olusturuldu. Bu egriden 12 0,9988 olarak hesaplandi. %80 diizeyi i¢in plasebo
tabletteki metoklopramid hidrokloriiriin geri kazanimi %94,91 olarak tayin edilirken,
%100 igin %96,64 ve %120 igin ise %96,20 olarak tayin edildi. Ortalama geri

kazanim orani ise %95,90 olarak bulundu.

Yapilan deneysel ¢calismalarda, migren tedavisinde kullanilan rizatriptan benzoat
ve mide bulantisinin tedavisinde kullanilan metoklopramid hidrokloriir ilag¢ etkin
maddelerinin metal iyonlar1 ile kompleksler olusturdugu tespit edildi. Bu durumda,
rizatriptan benzoat ve metoklopramid hidrokloriir ligandlar1 ile metal iyonlar
arasinda meydana gelen komplekslerin viicutta metal eksikligine yol acabilecegi gibi
tedavi siirecini de olumlu etkileyebilecegi tahmin edilmektedir. Hem rizatriptan
benzoatin hem de metoklopramid hidrokloriirin metal katyonlar1 ile ayri ayri
olusturduklart komplekslerin tayini i¢in saglam, dogru ve basit UV-Vis
spektrofotometrik yontemler gelistirildi.

Yapilan literatiir arastirmasinda, rizatriptan benzoatin ve metoklopramid
hidroklortiriin Ca(ll), Cd(Il), Cu(ll), Mg(ll) ve Zn(ll) metal katyonlar: arasindaKki
etkilesimleri tizerine herhangi bir ¢alisma bulgusuna rastlanilmadi. Sonug¢ olarak,
deneysel calismada sirasiyla rizatriptan benzoat ve metoklopramid hidrokloriir ile
Ca(II), Cd(II), Cu(Il), Mg(II) ve Zn(II) metal katyonlar1 arasinda olusan etkilesimlere
dair bir literatiir bilgisi elde edildi. Elde edilen bilgilerin literatiire katki

saglayacagini diislinmekteyiz.
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