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Klonidin Hidrokloriir ile Olusturulan Metal Komplekslerinin
Spektrofotometrik Olarak Incelenmesi

Ogrencinin Adi: Sena BAYRAKTAR

Damsman: Dr. Ogr. Uyesi Serap KARADERI

Anabilim Dah: Analitik Kimya

1.0ZET

Amag: Klonidin hidrokloriir ile metal katyonlar arasinda meydana gelen
komplekslerin, stokiyometrik orani belirlenerek dogru ve kolay ultraviyole goriiniir

bolge spektrofotometrik bir yol gelistirilmesi amaglanmaistir.

Gereg¢ ve Yontem: Bu calisma i¢in Klonidin hidrokloriir ile Mg?*, Cd**, Cu?**, Zn**
ve Ca?" metal iyonlar1 arasinda olusan komplekslerin UV-Vis spektrofotometrede
spektrumlart alindi. Klonidin hidrokloriir’iin metal iyonlar ile olusturduklari
komplekslerin stokiyometrisinin tayini i¢in mol oran yontemi belirlendi. Yapilan bu

yontemin dogrulugu istatiksel validasyon parametreleri kullanarak tespit edildi.

Bulgular: Klonidin hidrokloriir i¢in dalga boyu 190-400 nm, kalibrasyon egrisi 0,066-
0,666 ug/L konsantrasyon araliginda dogrusal bulundu. Klonidin hidrokloriir ile Cu?*,
Cd**, Mg?* ve Zn*" metal iyonlar1 arasindaki mol oran yonteminde stokiyometrisi 1:1
bulunurken, Ca?* kompleksinin 1:2 olarak bulundu. Klonidin hidrokloriir’iin LOD
degeri 0,0028 pg/mL, LOQ ise 0,0039 pg/mL olarak bulundu. Klonidin hidrokloriir’iin

geri kazanimi %100,8 degerinde bulundu.

Sonuclar: Klonidin hidrokloriir i¢in bulunan deneysel sonuglar arasinda anlamli bir

fark goriilmemesi, sistemin spektrofotometrik yonteme uygunlugunu gostermektedir.

Anahtar Kelimeler: Klonidin hidrokloriir, hipertansiyon, UV-Vis spektrofotometresi



Spectrophotometric examination of metal complexes formed by Clonidine
Hydrochloride

Student’s Name: Sena BAYRAKTAR

Supervisor: Asst. Prof. Serap KARADERI

Department: Analytical Chemistry

2. SUMMARY

Aim: The aim of this study was to determine the stoichiometric ratio of the complexes

formed between clonidine hydrochloride and metal cations.

Material and Method: The UV-Vis spectrophotometer spectra of complexes formed
between clonidine hydrochloride and Mg?*, Cd**, Cu™?, Zn** ve Ca** metal ions were
taken for this study. The mole ratio method was determined to determine the
stoichiometry of the complexes formed by clonidine hydrochloride with metal ions.

The accuracy of this method was determined using statistical validation parameters..

Results: For clonidine hydrochloride, the wavelength was 190-400 nm and was found
to be linear in the concentration range the calibration curve was linear in the
concentration range 0,066-0,666 ng/L. The stoichiometry was found to be 1:1 in the
oolar ratio method between clonidine hydrochloride and Cu?*, Cd**, Mg?** and Zn?*
metal ions, while the Ca?* complex was found to be 1:2. Clonidine hydrochloride had
an LOD value of 0,0028 pg/L, a LOQ of 0,0039 pg/L and a correlation coefficient of
0.9992. The recovery of clonidine hydrochloride was found to be %100,8.

Conclusion: The lack of a significant difference between experimental results for
clonidine hydrochloride shows that the system 1is system 1is suitable for

spectrophotometric method.

Key words: Clonidine hydrochloride, hypertension, UV-Vis spectrophotometer



3. GIRIS ve AMAC

Hipertansiyon, ¢ogu insanlarin yasamlarinin bir silirecinde kars1 karsiya kaldiklar
saglik sorunlarindan biridir. Hipertansiyon, giin i¢inde kan basincinin yiiksek olmasi
olarak tanimlanir ve kalp-damar hastaligi olarak bilinmektedir. Kan basinci
yiiksekligi, primer ve sekonder olmak {izere ikiye ayrilmakta.

Insan viicuduna belirli yollarla alinan (hava su ve yemek gibi) bakir ve kadmiyum
metalleri insan metabolizmasi i¢in uygun bir seviyede tutulmalidir aksi takdirde bu
degerin altinda veya lizerinde olmasi insan metabolizmasini olumsuz yonde
etkilemektedir. Cinko, kalsiyum ve magnezyum metalleriyle klonidin hidrokloriiriin
viicuda alinmasiyla olugabilecek komplekslerin sonucunda metallerin miktarlarinda
diismeye sebep olabilecegi diisiiniilmektedir. Bu nedenlerden dolay1 klonidin
hidrokloriir’ tin Cu?*, Cd?**, Ca®', Zn** ve Mg?" ile olusturacagi kompleks olusumlari
insan metabolizmasi agisindan onemlidir.

[lag etken maddesi potansiyel azot dondr atomlara sahip olmasi nedeniyle ligant
olarak kullanilmigtir. Yapilan bu deneysel ¢alismada, klonidin hidrokloriiriin Cu*?,
Cd*?, Ca'?, Mg*" ve Zn" metal iyonlariyla olusucak kompleksleri hizli, giivenilir,
kolay, az maliyetli bir UV-Vis spektrometrik ve mol oran yontemi gelistirmek

amaglanmustir.



4. GENEL BiLGILER

4.1. Hipertansiyon

Hipertansiyon, kan basincinin beklenen degerden fazla olmasi olarak tanimlanan bir
kalp damar hastaligidir. Kan basinci sistolik (biiyiik tansiyon ) ve diyostolik (kiigiik
tansiyon ) olarak iki degerden olusur. SKB i¢in 140 mmHg dan ve DKB igin de 90
mmHg dan biiylik degerler yiiksek kan basinci degerleri yani hipertansiyon olarak
kabul edilir. Primer kan basinct yiiksekligi (hipertansiyon) belirli bir neden
olmaksizin yiikselmesidir ve hipertansif hastalarin %95' lik biiyiik bir kismini
olusturmaktadir. Sekonder hipertansiyon ise temelde var olan bir hastalik belirtsi ile
ilgilidir ve bu hastaligin komplikasyonu olarak gelisir. Hipertansif hastalarin
yaklasik %5-10 ' luk kiigiik bir kismini olusturmakta ve gen¢ yastaki insanlarda
goriilmekte (Saglam ve ark., 2008; Dilek ve Arik, 2017; Cagli ve Aras, 2009; Alpert
ve Rippe, 2003).

4.2. Anestezi

Anestezi kelime anlami olarak “hissizlik, duygusuzluk” olarak agiklanmaktadir.
Anestezi bir uzman doktor tarafindan uygulanmasi gereken islemdir. Ameliyat
slirecinin giivenli, saglikli, hastanin agr1 duymamasi amaglanarak yapilan ve hastanin
ameliyat sonrasinda bu siireci hatirlamamasi i¢in gelistirilmis tibbi uygulamanin
adidir. Uygulanan anestezi sonrasinda titreme hasta lizerinde en ¢ok rastlanan
komplikasyonlardan olup, genel anesteziden sonra %5-65, epidural anestezi
sonrasinda ise %30 oraninda goriilmektedir. Genel anestezi, bolgesel anestezi olmak

iizere li¢ ¢esit anestezi vardir ( Ekin ve ark., 2013).



4.2.1. Genel Anestezi

Hastanin yapilan anestezi tarafindan bilincinin tamamiyla kapali oldugu durumdur.
Genel anestezinin uygulanma sekli damardan yapilarak ya da solunum yoluyla
verilmektedir. Her hastanin saglik problemlerine ve 6zelliklerine gore ayarlanarak

uygulanmaktadir.

4.2.2. Lokal Anestezi

Kiigiik cerrahi iglemler i¢in yani hastanin sadece uygulama yapilacak alaninin

uyusturulmast iglemine lokal anestezi denir.

4.2.3. Bolgesel Anestezi

Viicudun belirli bir kisminin (gogiis, parmak, bacak vb.) lokal anestezi ilaglarinin
ilgili sinirlere yakin olan yere uygulanarak uyusturulmasidir. Boklgesel anestezinin
epidural, spinal ve sinir blogu gibi ¢esitleri bulunmaktadir ( Ekin ve ark., 2013;
Karaaslan ve Oztiirk S., 2009; http://webb.deu.edu.tr/anestezi/index.php/anestezi-
hakk-nda-hasta-bilgilendirme/197-anestezi-nedir Erisim Tarihi: 10 Kasim 2019).

4.3. Klonidin Hidrokloriir

Klonidin hidrokloriir a-2 reseptdrlii antihipertansif bir ajandir. Klonidin
(Catapresan), esansiyel hipertansiyon tedavisinde kullanilmaktadir. Narkotik, alkol
ve uzun siireli nikotin (sigara) kullanimim1 hafifletmede kullaniimaktadir
(Bergendahl, 2002).

Klonidin, santral ve periferik sempatik sinir sistemi aktivitesini azaltarak kan
basincini diislirdiigii goriilmiistiir. Bu olay kan damarlarinin rahatlamasini ve kalbin
daha yavas atmasini saglamaktadir ( Houston C. Mark, 1981, Siilayman O. ve ark.,
2008, https://saglik.sozlugu.org/clonidine-hydrochloride/ Erigsim Tarihi: 10 Kasim
2019).




Klonidin, antihipertansif, analjezik, sedasyon ve titreme onleyici etkisi olan bir a-2
adrenerjik agonistir ( Panduwaty ve ark., 2015).

Spinal anestezi sirasinda klonidin, blogun baglangicin1 azaltmak, derinligini
arttirmak, siiresini uzatmak, cerrahi alanda kanama miktarini azaltmak i¢in ve ek
lokal anestezi olarak kullanilmaktadir. Lokal anestetik dozu, sistemik absorpsiyonu
azaltir ve bu nedenle yan etkileri 6nlemis olur ( Braga ve ark., 2016; Goniil ve ark.,
2009; Hekimoglu ve ark., 2007).

Klonidin merkezi olarak hareket eden, bazi a.-1agonist 6zelliklere sahip segici bir o.-
2 adrenerjik agonistir. Klinik ¢aligmalarda lokal anestezik seliizyonlara klonidin
eklenmesi, daha hizli bir baslangi¢ siiresine, ameliyat sirasinda duyu blogunun
uzamasina postoperatif analjeziye neden olmaktadir (Anindya ve ark., 2018;
Hekimoglu ve ark., 2007 ).

Klonidin, ¢ocuklarda temel olarak benzodiazepinler ile birlikte yatistirict olarak ve
yogun bakim iinitelerinde uzun siire sakinlestirici ilaglarin uygulanmasindan sonra
yoksunluk semtomlarini 6nlemek i¢in kullanilir.

Klonidin, siddetli kanser agrisinin tedavisinde , menopoz ile iligkili migren bas agrist
ve sicak basmasi gibi huzursuzluklar1 azaltamaya yardimci. Ayn1 zamanda ishal,
digk1 tutamama, bagirsak yetmezligi ve kolera ile iligkili hastaliklarin tedavisinde

kullanilmaktadir ( Ashley ve ark., 2004).

4.3.1. Alfa-2 Agonist

Alfa-2 adrenerjik agonistler, beyinden orijin olarak inen noradrenerjik sistemler
medulla spinalis seviyesinde agr1 kontroliine katkida bulunmaktadir. a-2reseptorler,
merkezi ve periferik sinir sitemi siiresince Ozellikle, pontin locus coeruleus,
medullospinal yollar, rostral ventrolateral medulla ve omuriligin dorsal boynuzunda
yayigmaktadir. Alfa-2 agonist ajanlari, bu merkezlerde nérromodiilasyona neden
olmakta ve bu da solunum tahribati iizerinde ¢ok az etkisi olan sedasyon, analjezi,

vazodilatasyon ve brodikardiyaya neden olmaktadir.



Bu grupta 2 ¢esit ila¢ bulunmaktadir bunlar, klonidin ve deksmedetomidindir. Yogun
bakim {initesinde veya daha kiiciik prosediirler i¢in sedasyon saglanmasi, genel ve
bolgesel anestezi, analjezi ve premedikasyon ajani olarak yer almaktadir (Giirel ve

Timlioglu, 1996; Giovannitti ve ark., 2015).

4.3.1.1. Klonidin hidrokloriir’iin kimyasal ve fiziksel ozellikleri

Kimyasal ismi: N-(2,-diklorofenil)-4,5-dihidro-1H-imidazol-2-amin;hidrokloriir.
Kapah formiilii: CoH;oCl3N3 dr.

Molekiil kiitlesi: 266,55 g/molL.’diir.

Kimyasal olarak: Beyaz renkli billur yapida bir tozdur.

Coziinme: Su ve metanolde serbest ¢oziinme gostermektedir.

pKa degeri: 3,5 - 5,5

Kimyasal goriiniimii:

Sekil 1. Klonidin hidrokloriir’iin kimyasal yapist



4.3.1.2. Klonidin hidrokloriir’iin farmakokinetik ve farmakolojik ozellikleri

Klonidin selektif alfa-2 adenoreseptort agonisti olmakla birlikte merkezi sempatik
akis1 inhibe etmektedir. Sempatikligi azaltir, temel kan basincinin, kalp atim hizim
ve kardiyak outputu diisiirmektedir. Opioidlerden farkli olarak depresyonu meydana
getirmez fakat periferik alfa 1 reseptorlerini uyararak gegici bir vazokonstriksiyon
yapabilir. Uygulanan tedavi birden kesildigi takdirde hastada hipertansiyon
gelisebilir. Klonidin opioid kesilmesi sirasinda hastada goriilebilecek semptomlart
ortadan kaldirr.

Klonidin hidrokloriir farmakokinetik etkisi oral olarak 30-60 dakikada baslar ve 8
saat slirmektedir. Analjezik etkisi epidural spinal analjezide ise 30-60 dakika
icerisinde baglayip 3-4 saate siirmektedir

(http://e-kutuphane.teb.org.tr/pdf/raporlar/agri_v_akilci_analje/18.pdf Erigim
Tarihi: 6 Aralik 2019).

4.3.1.3. Klonidin hidrokloriir ile yapilan bilimsel ¢alismalar

Goede A.L., ve arkadaslar1 sulu bir klonidin hidrokloriir formiilasyonu gelistirmisler.
Klonidin hidrokloriir analizi i¢in HPLC ydntemini kullanmislardir. Mobil faz olarak
45:55 (h/h) 1,0 mL/dak akis hizinda, kolon sicakligi 40 + 0,1°C tutulmus. Dalya bayu
230 nm olarak bulunmuslardir ( Goede ve ark., 2012).

Haggag R. S., ve arkadaslar1 klonidin hidrokloriir’ iin belirlenmesi i¢in hizli, hassas
ve segici {ic yontem gelistirmisler. {1k yontem igin 0,98-4,8 mg/mL konsantrasyonda
2284 nm’ de spekturum ilk tiirev sinyalleri almmus. Ikinci yontemde 2,6-
dikloroanalinin ilk tiirev tepkisinin 2,4-16,8 mg/mL konsantrasyonda 300,8 nm’ de
kloninidin hidrokloriir’den etkilenmeden 6l¢iilmesini saglamislar. Ugiincii yontemde
0,8-4,0 mg/mL konsantrasyonda 498nm’ de Ol¢iilmiis. Caligma sonucunda klonidin
hidrokloriiriin tiirev oranli spektrofotometrik yonteminde uyum iginde oldugu

bulunmus (Haggag ve ark., 2010).



Walters M. S., ve Stanys B. D. Klortalidon ve klonidin hidrokloriir’ {in
kombinasyonlarinin belirlenmesi i¢in hizli, ters fazli yiliksek performanslh sivi
kromatografik yontemi uygulanmiglar. 15 mg/ tablet klortalidon %50 metanol ile 5-
6nm’ de kiiresel silika lizerinde kromatografiye tabi tutulmus. Klonidin hidrokloriir’ii
ise 0,1 veya 0,2 mg/mL tablet agirliginda, pH-7,9 fosfat tampon mobil fazinda %65
metanol ile 5-6 nm’de kiiresel silika iizerinde kromatografiye tabi tutmuslar. Her ikisi
de 245 nm’ de spektrofotometrik dedektdr ile belirlenmis. Numuneden gelen ilaglarin
ortalama geri kazanimlar sirastyla %100,3 ile %99,7 bulunmus (Walters ve arkadast,
1983).

El-Yazbi A. F., ve arkadaslar1 klonidin hidrokloriir’ iin belirlenmesi i¢in iki yontem
uygulamiglar. Renkli {iriin olusturmak icin ilact 2,3-dikloro-5,6-dikiano-1,4-
benzokinon ile reaksiyonuna dayanan basit ve hizli bir spektrofotometrik yontem 455
nm’ de maksimum emilim saglamislar. Yiiksek bir tiirev elde etmek i¢in ise klonidin
hidrokloriiriin 1-dimetilaminonaftalen-5-siilfonil kloriir ile reaksiyonuna dayanan
cok hassas florimetrik bir yontem gelistirmisler. Her iki yontem i¢inde goreceli
standart sapmanin %2’ den az oldugu belirlenmis (El-Yazbi ve ark., 1986).
Gondaliya K., ve arkadaslar1 farmasotik formiilasyonlarda Klonidin hidrokloriir ve
hidroklorotiyazidin eszamanli tahmini i¢in ters fazli yiiksek performanlt sivi
kromatografik yontem gelistirmigler. Ayrilma mobil faz olarak kolonu, asetonitril
ve metanol ile 0,7 mL/dk akis hizinda ve 217 nm gergeklestirilmis. Klonidin
hidrokloriir ile hidrokloritiyazidin tutulma siireleri sirasiyla 6,77 ile 5,46 dk,
dogrusalliklar1 ise 0,5-10 pg/mL ve 50-250 ug/mL olarak bulunmus. Geri kazanim
yiizdeleri %99,00-101,00 arasinda oldugu tespit edilmis. Gelistirilen yontemin her
iki madde i¢inde dogru, kesin, se¢ici ve hizli oldugu belirlenmistir (Gondaliya ve
ark., 2014).

Danafar H., ve Hamidi M., insan plazmasinda Klonidin hidrokloriiriiniin atanmast
icin basit ve hassas yiiksek performansli sivi kromatografi- elektrosprey iyonizasyon
kiitle spektrometrisi yontemi uygulanmis. Asetonitril-su 60:40 (h/h) ve %0,2 formik
asit 20 pL. numuneden olusan mobil faz bir ZORBAX-XDS kolonu kullanilarak
kromatografik olarak analiz edilmis. Standart egri 0,01-10,0 ng/mL konsantrasyon

araliginda dogrusal 6l¢iim sinirt ise (LOQ) 0,01 ng/mL (Danafar ve Hamidi, 2016 ).



Wei Q. Y., ve arkadaglar1 notr kromatografisi ile birlestirilmis iyon ¢ifti HPLC
kullanarak Zhenju Jiangya tabletlerinde klonidin Hidrokloriirii belirlemek ig¢in
yontem gelistirmisler. Numune, notr Al,O3 kolon kromatografisi ile saflastirilmis ve
asidik pH’ta ters fazli iyon ¢ifti kromatografisi ile 6l¢iilmiis. CLN 1,1-11,0 pg/mL
(r=0,9993) araliginda ve ortalama geri kazanimi %96,5-99,3 ( RSD 2,1-4,8) olarak
belirlenmis ( Wei ve ark., 2000).

Epstein J. B ve arkadaglar1 ndropatik agr1 ve nevralji tanisi konulan hastalar tizerinde
calisma yapmislar. Klonidin (0,2 mg/g) krem bazda hazirlayip agr1 olan bolgelere
giinde dort kez uygulamislar. Noropatik agrist olan hastalarda yanma siddetinde %3’
lik bir azalma goriilmiis. Nevralji 6zellikleri olan hastalarda ise %54’ lik azalma
goriilmiis. Yapilan bu klinik ¢aligmada, tropikal klonidin oral nevralji benzeri agrilt
hastalarin tedavisinde etkili olabilecegi goriilmiistiir ( Epstein ve ark., 1997 ).

PJ D ve arkadagslari, perioperatif olarak klonidin ve aspirini uygulamak icin hastalar1
iki gruba aymrmislar. Klonidin oral uygulanacak hastalara ameliyat dncesi 2 mg ,
ameliyattan 72 saat sonra 0,2 mg klonidin/ glin salinimi olarak verilmis. Aspirin
uygulanacak olan hastalara ise ameliyat dncesi 200 mg oral uygulama ve ameliyat
sonrast 100 mg/giin verilmis. Yapilan bu istatiksel degerlendirmeler sonucunda
klonidin ve aspirin alan hastalar arasinda anlamli bir fark olmadig: goriilmistiir (PJ
D. ve ark., 2014).

Panduwaty L., ve arkadaslar1 yapmis olduklari calismada spinal anestezi ile sezaryen
yapilan hastalarda titreme insidansini azaltmada klonidin ile tramodal kullanimini
karsilastirmislardir. Istatiksel olarak t testi, ki-kare testi ve Fisher’s Exact testini
uygulamiglar. Klonidin grubunda iireme insidansinin hem ameliyathanede (%3,44 ve
%10,34) hem de iyilesme odasinda (%3,44 ve 17,24 ) tramadol grubundan daha az
oldugunu goérmiigler. Yaptiklar1 bu ¢alisma sonucunda, sezaryen i¢in spinal anestezi
oncesi intravendz olarak 0,5 mg/kg klonidin intravendz olarak uygulanmasinin

titreme yan ekilerinin azaldigin1 gostermistir ( Panduwaty ve ark., 2015).
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4.4. Metaller

4.4.1. Cinko ( Zn)

Cinko, insan viicudunda demirden sonra en fazla bulumakta olan ikinci element
olmakla birlikte disaridan alinmasi zorunlu olup, normal biiyiime ve diizenli bir
metabolizma igin gereklidir. Insan viicudunda siirekli alinmasina ragmen dokularda
birikimn meydana gelmemektedir. Baklagiller, tahil driinleri, findik, ceviz,
bitkilerde, deniz iirlinlerinde ve hayvansal {riinlerde (kirmizi et) yiiksek miktarda
bulunmaktadirlar. Insan viicudunda enzimatik fonksiyon aktivitesinin devami
bakimindan 6nemli olmakla birlikte kimyasal 6zelliklere bagli kalinarak, biyolojik
anlamdada yararlar1 bulunmaktadir.

Cinkonun insan viicudunda, metabolik olaya katki sagladigi , toksikolojik etki
gostermekle birlikte eksikliginde ise, biiyiime ve gelismede gerilik, kemiklerde agri,
viicutta agilan yaralarin uzun siirede iyilesme gostermesi ve ¢inkonun eksikligi
bagisiklik sisteminide negatif yonde etkiledigi bilinmektedir.

Cinkonun organizma ig¢inde bulundugu yerlenden bir tanesi de viicut sivisidir ve
hiicrenin i¢ kisminda diizenleyici etkiye sahiptir. Cinko, proteinlerin i¢ yapisina
girerek hareketli bolgesibe baglanmakta ve cesitli reaksiyonlarin olusmasini

saglamaktadir ( Akdeniz ve ark., 2016; Diindar ve ark., 2012 ).

4.4.2. Bakir (Cu)

Bakar, tabiatta farkl: bir ¢ok kiiltelerde, minerallerde bulunmakla birlikte ayrica insan
viicudu agisindan olduk¢a 6nem tasiyan mikro besin elementi olarak bilinmektedir.
Insan viicudundaki i¢ organlarin bazilarinda degerli bir bileseni olusturmakla birlikte,
insan metabolizmasi icin gerekli olan eser elementlerden birisi ve biyokatalizor
goreve sahiptir.

Bakir insan viicudundaki demerin hemoglabine baglanmasi i¢in Onemli bir
elementtir. Bakir yogunlugunun fazla olmasi durumunda dukulardaki

konsantrasyonunun yiiksek degerlere ulasmasindan dolay1 bir ¢esit toksit element
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olarak bilinmektedir. insan viicudunda bakirin eksikligi sonucunda, anemi
(kansizlik), zeka geriligi, kemik yapisinda bozukluklar ve cilt hastaliklarina sebeb

oldugu belirlenmistir (Diindar ve ark., 2012; Ozbolat ve ark., 2016).

4.4.3. Kadmiyum (Cd)

Kadmiyum, agir metal ve toksitte olmakla birlikte topraklarda yetismekte olan yesil
sebzelerde, kereviz, havug, patates ve tahil ¢esitlerinde kontamine halinde olmasina
bagl olarak yiiksek derisimlerde bulunulmaktadir. Kadmiyum seviyesinin oldukga
fazla oldugu besinler, deniz canlilar1 ve yaban mantarlar1 olarak belirlenmistir.
Kadmiyumun insan viicuduna alimmasinin en kolay yolu i¢gme sularindan
gecmektedir. Insan viicudunda bulunmakta olan 6rnek olarak ¢inko, kalsiyum, demir
ve bakir gibi, istenilen seviyede olmamasi durumu viicut igerisindeki kadmiyum
seviyesini arttirmaktadir. Uzun siireli kadmiyuma maruz kalindiginda en ¢ok
etkilenecek organ bobrekler olmakla birlikte diisiik derimlerde kadmiyum ile temas
etmeye karsilik olarak kemiklerde kayiplara sebeb olabilecegi belirlenmistir

(Caglarirmak ve Hepgimen 2010; Oren ve ark., 2011)

4.4.4. Kalsiyum (Ca)

Insanlarda en ¢ok bulunmakta olan mineraldir ve beden saglig1 acisindan zaruridir.
Sinir sistemi, kas, kemik ve tis saglig1 agisindan degerli bir mineraldir. Kalsiyum
viicuttaki emiliminin gergeklesmesi i¢in, C ve D vitaminleriyle birlikte alinmasi 6n
goriilmiistiir. Brokoli, tofu, kapari ve siit iirlinleri kalsiyiim bakimindan oldukga
zengindir. Kalsiyumun eksik alinmasi durumuna karsilik dislerde bozulmalara,
kemik yapisinin yumusamasina ve buna bagh olarak gelisim bozukluklarina neden
oldugu goriilmiistiir. Viicuda fazla miktarda alinmast durumunda ise, bobreklerde tas,
tansiyon problemleri ve viicudun igerisinde kire¢lenmelere sebeb olmaktadir

(Bakla,2018), https://getappvice.com/tr/kalsiyvum-yararlari-iceren-besinler-ve-

kalsiyum-eksikliginin-sonuclari/ 6 Aralik 2019).
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4.4.5. Magnezyum (Mg)

Magnezyum, deniz mahsiilleri, yesil sebzeler, tahil ve etlerde bolca bulunmakta olan
degerli bir besin kaynagidir. Viicuttaki magnezyum, kan basincini normal
seviyelerde tutmada, kan sekerini diizenlemede ve hiicrelerde enerji iiretimini
saglamaktadir. Viicutta magnezyum eksikligine sebep olan nedenler arasinda, yeteri
kadar dinlenmemekten meydana gelen halsizlik, diizenli beslenme aligkanliginin
olmamasi ve istifra sayilmaktadir. Magnezyum eksikliginde ise, odaklanma problem,
dikkat dagmikligi ve kaslarda siddetli kraplarin olusabilecegi belirtilmektedir. Bu
nedenlerden dolay1, magnezyum degerinin viicutta bulunmasi 6n goriilen degerlerde

tutulmasi gerekmektedir (Ozgiirtas ve ark., 2002).

4.5. Isigin Absorpsiyonu ve Spektroskopi

Farkli dalga boylarinda 1s1n igeren bir demet seffat ortamdan gecerken icerisindeki
baz1 dalga boylarinin kaybolmasiyla gergeklesen bu olaya 151gin absorblanmasi adi
verilir. Absorpsiyon 151k enerjisi maddesinin molekiil, iyon veya atom gibi
taneciklere aktarilir. Bdylece 1smin enerjisini absorbe etmesiyle yiiksek enerji
seviyelerine ulagarak molekiil uyarilmis duruma gecer. Uyarilmis haldeki atom ya da
molekiil absorpladigi 151k enerjisini geri vererek tekrar ilk haline yani temel haline
doner. Bir maddedeki temel ve uyarilmis durumdaki haller arasindaki enerji
seviyeleri birbirinden farklidir ve her maddeye 6zgiin absorbsiyon spektrumlari

vardir.
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Isik bandi

380 nm 750 nm

Sekil 2. Elektromanyetik spektrum

Elektromanyetik spektrumdaki maddelerin veya cisimlerin 6zelliklerini 151k ve
parcacik gibi etkenler kullanilarak ¢esitli tekniklerle incelenmesine spektroskopi adi
verilir.

Spektroskopik yontemlerler yapilan ¢alisma esnasinda, madde tarafindan
absorblanan 1sinimlarin dalga boylariin saptanmasina "spektrofotometri” ad1 verilir

(Giindiiz, 1999; Xing ve ark., 2018; Sengiil, 1984; Tunal1 ve Ozkar, 2009).
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4.5.1. Absorpsiyon Yasasi

4.5.1.1.Beer Yasasi

Monokromatik bir 151k bir ¢ozeltiden gegerken absorbsiyona ugramasi sonucu,
giiclindeki azalis ¢ozeltideki ¢oziinmiis madde konsantrasyonuna bagli oldugunu
gosterir. Beer yasasi, 1s1n demetindeki zayiflama ile absorplayici tiiriin derigimi ve
demetin numunedeki kat ettigi kat ettigi yol arasindaki iliskiyi gdsterir. Bunun
matematiksel olarak denklem 1° de gosterilmekte olup, Beer yasasi olarak

bilinmektedir.

A logTlog =k'C (1)

4.5.1.2.Lambert Yasasi

Monokromatik yani tek dalga boyundaki 1sik saydam bir ortamdan gectigi sirada
giiciindeki azalig ortamin kalinligima baghdir. Bu durum asagidaki denklem 2’de
gosterilmektedir.

log=kb (2)

P_: Gelen 15181n siddeti
P: Ortamdan ge¢mis olan 15181n siddeti
b: Ortamin kalinlig1 (cm)

k: Isigin dalga boyuna ve absorblayici ortamin cinsine bagli katsay1

4.5.1.3. Lambert-Beer Yasasi

Bu iki yasa , denklem 1 ve denklem 2 tek bir yasa halinde birlesmesi sonucunda

Lambert-Beer yasasi elde edilmistir ve denklem 3’ de gosterilmistir.

log = abc (3)
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a, absorptivite sabitidir, birimi; L.g"!.cm™ dir. Eger birimi mol/L olursa absorptivite
yerine molar absorptivite olarak adlandirilir ve sembolii € ifadesi ile gosterilir.

Bu yasa konsantrasyonu degistik¢e disasiyasyon derecesi ve komplekslesme derecesi
degisen cozeltilerde uygulanamaz (Giindiiz, 1999; Biryol, 1995; Kili¢ ve Yilmaz,
2004; Rocha ve ark., 2018) .

4.5.2. Molekiiler Absorpsiyon ve Emisyon

Molekiiler emisyon; molekiiller, atomlar gibi ideal enerjiye sahip fotonlarla
etkileserek fotonlar1 absorbe ederler ve uyarilmis bir hal alirlar yani kararsiz duruma
gecerler. Fazla enerjiye sahip molekiillerse bu halden kurtulmak i¢in enerjilerini
yayarlar ve kararli bir hal alirlar.

Molekiiler spektrum, elektronik diizeyler arasindaki gegislere ilave olarak donme ve
titresim enerji seviyeleri arasindaki gegisleride igerir. Boylece molekiiliin toplam
enerjisi,

Etoplam = EdénmeT Eelektronik + Etitresim

esitligi ile belirlenir. Bir UV veya goriiniir bolge absorpsiyon spektrum bantlari,
molekiildeki bag elektronlardan herhangi bir tanesinin absorplamasi sonucunda
molekiile ait elektronik enerjisinin beraberinde, donme veya titresim enerji
diizeylerini de degistirebilir. Bu nedenle molekiillerin atomik absorbsiyon spektrum
bantlarinin farkli dalga boylarinda keskin c¢izgiler halinde olmasina yol agarken,
molekiiler absorbsiyon spektrum bantlarinin ise, bircok dalga boyunu igerisine alan
genis cizgiler seklinde olmasina neden olur. Dolayisiyla, bu olayda atomik
absorpsiyon spekrum bantlarinin birbirinden ayrilmasi saglanmis olur. Donme
enerjisi, yaklasik 10712 ila 10°'® saniye, titresim enerjisi ise 10"'* saniye kadar bir

siirede tamamlanirken, elektronik etkilesim ise 1071 saniye de gergeklesir.
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E2

E1 a= Elektronik gegis
b= Titregim gegisi
c= Donme gegigi

— X

C‘ Eo

b a

Sekil 3. Elektronik enerji seviyelerinin arasinda olusan gecisler

Atomlar birbirine yeteri kadar yaklagmasi sonucunda molekiiller olusurken, enerjileri
birbirine yakin olan atomik orbitallerin Ortiismesi sonucu molekiiler orbitaller
olugmaktadir. Molekiildeki elektronlarda bu molekiiler orbitallere Pauli Diglama
ilkesi ve Hund kurallarina gore yerlesir. Diatomik bir molekiilde, her bir atoma
yonelik bir ¢ift orbitalden bir ¢ift molekiiler orbital olusur. Bunlardan birisi, enerjisi
atom orbitallerinin enerjisinden daha az olan, yani molekiilii olustugu atomlardan
daha kararli kilan molekiiler bag orbitalleridir. Digeri ise, enerjisi atomik orbitalden
daha ¢ok olan molekiiler kars1 bag orbitalidir.

Baglayici molekiiler orbitaller sembolleriyle gosterilirken karsit baglayict orbitalleri
belirtirken ise sembollerin iizerlerine bir y1ldiz konulur ve 8%, n* seklinde gosterilir.
S orbitaliyle baska bir s orbitalinin ortiismesi sonucunda & ve 8" molekiiler orbitalleri
olusur. Bir Px orbitali ile bagka bir Px orbitalinin {ist {istte ortiismesi sonucunda diigiik
enerjili molekiil bag orbitalleri olusurken, Py ve P, orbitallerinin yan yana ortiismesi
sonucunda ise mve n° sembolleri ile gosterilen molekiiler orbitaller ortaya ¢ikmakta.
Ayrica, molekiillerde baglanmaya katilmamis serbest elektronlarin yerlestigi
orbitaller n orbitaliyle gosterilmektedir (Tunali ve Ozkar, 2009; Kili¢c ve Yilmaz,
2004).
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4.6. Kompleks Stokiyometrisinin Tayini

4.6.1. Devaml (siirekli) degismeler yontemi

Bir gec¢is metali iyonu, kompleksindeki metal/ligand orani, yani kompleksin
stokiyometrisi belirlenir. Oncelikle bir metal iyonu (M) ile bir ligantin (L) uygun bir
¢oziicii ile maksimum absorpsiyon yaptigi dalga boyunun bulunmasi gerekmektedir.
Maksimum absorpsiyon yaptig1 dalga boyunu tespit edebilmek i¢in, bir metal iyonu
ve ligandtan olusan karisim kompleksin spektrumu alinir. Cy ve Cp igin uygun
¢oziicii kullanilarak, ligand:metal oran1 10:0 ve 0:10 arasinda olan birkag¢ dizi
kompleks c¢ozeltisi hazirlandiktan sonra maksimum absorpsiyon yaptigi dalga
boyunda fotometrik olarak absorbans degerleri olgiiliir. Ayarnanmis olunan dalga
boyunda absorbans degerleri 6l¢iilir. Bu absorbans degerleri lagandinhacmine

karsilik grafige gecirilir ve bdylece sekil 4’ deki gosterilmis olunan grafik elde edilir.

- Absorbans

—>» I.(mlL)

Sekil 4. Kompleks bilesiminin devamli degismeler metodu ile tespiti
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4.6.2. Mol Oran Yontemi

Mol oran yonteminde stokiyometrisi bilinmeyen kompleks i¢in metal iyonun sabit
tutulup farkli konsantrasyonlarda ligand igeren bir dizi ¢6zelti hazirlanir. Daha sonra
uygun konsantrasyonda ligand ve metal iyonu ¢ozeltisinden alinan belirli bir
hacimdeki ¢ozeltiler karistirilir ve karigsmin spektrumu alinir. Spektrumda komplekse
ait absorpsiyon piklerinden maksimum absorpsiyon yaptig1 dalga boyu belirlenir.
Ardindan degisen degisimlerde ligand ya da metal iyonu igeren bir dizi ¢ozelti
hazirlanir. Bu ¢ozeltilerdeki M/L derisim orani 0,1-10 ya da L/M oran1 0,1,2,3...10
arasinda olacak sekilde ayarlanir ve ¢oOzeltilerin absorbanslar1 kompleksin
maksimum absorbans yaptig1 dalga boyuna (boyunda) ayarlanip sirastyla olgiiliir.
Bulunan bu absorpsiyon degerleri, M/L 'ye veya L/M 'ye kars1 grafige gecirilir.
Boylece kompleksin stokiyometrik orani sekil 5 'deki egrilerin birbirine dogru

uzatilmastyla bulunur (Délen, 2002; Giindiiz, 1999).

’ ]:2

o..."..._

09

0,6

Absorbans

03

Sekil 5. Kompleks stokiyometrik oranin mol oran ydntemiyle tespiti
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4.7. Yontemin Validasyon Testi

Validasyon yoOntemin, sistemin veya cihazin Onceden ayarlanmis optimum
kosullarina uygunluk derecesini belirlemek amaciyla yapilmakta olunan islemlerin
hepsi olarak bilinmektedir. Yontemin gecerlilik testi i¢in kullanilmakta olunan
istatiksel parametreler sdyle siralanmaktadir;
1. Dogruluk
Kesinlik
Aralik
Secicilik ve hassasiyet
Dogrusallik ve kalibrasyon egrisi
Miktar tayin alt sinir1 (LOQ)
Gozlenebilme sinir1 (LOD)
Kararlilik

A S A N I A

Saglamlilik

4.7.1. Dogruluk

Bir analitik metodun dogrulugu, bu metot ile elde edilen analiz sonug¢larinin gergek
(teorik) degerlere olan yakinligidir. Bir bagka ifade sekliyle dogruluk, eklenen ve

bilinen madde miktarinin geri kazanim yiizdesi ya da verimi olarak agiklanir.

4.7.2. Kesinlik

Bir analitik yontemin kesinligi, dnceden belirlenen kosullarda ayni1 6rnekten birden
fazla hazirlanan ¢ozeltilerin ve tekrar tekrar yapilan analizlerin analiz sonuglarinin
birbiriyle olan uyum ve yakinlig1 olarak ifade edilir. Bagil standart sapma %BSS ile
verilir (Kili¢ ve Yilmaz, 2004; Caglar, 2011).

Tekrarlanabilirlik; Tekrarlanabilirlik, 6rnek matriksi igerisindeki ayni ¢ozelti, ayni
kisi, ayni cihaz, ayni laboratuvar ile 4-5 paralel tayin arasindaki uyum ve uygunlugu
olarak tanimlanir.

Tekrar yapilabilirlik; Tekrar yapilabilirlik, farkli laboratuvarlar arasi denemeler ile

karar verilir (Tiirkmen, 2012; Caglar, 2011).
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4.7.3. Aralk

Kalibrasyon egrisinde tayin edilebilen en diisiik derisimden, dogrusalliktan sapma

gosterdigi derisime kadar olan derisim araligidir.

4.7.4. Segicilik ve Hassasiyet

Bir analitik yontemin segiciligi veya Ozgilliigii, beklenen kimyasal/fiziksel
girisimler varliginda s6z konusu analitin dogru sekilde olgiilebilme kabiliyeti.
Yontemin segiligi tayin edilecek maddeyi, diger maddelerin varliginda dogru ve
giivenilir bir sekilde belirlenmesiyle saglanir (Gonzales ve Herradar, 2007; Tiirkmen,

2011).

4.7.5. Dogrusallik ve Kalibrasyon egrisi

Bir analitik islemde bulunan minimum konsantrasyon ile maxsimum konsantrasyona
kadar bir seri ¢ozelti hazirlayarak yapilmakta olunan bu isleme dogrusallik
denilmektedir. Araliklar belirlendikten sonra kullanilan ¢ozeltinin konsantrasyon
degerine karsilik gelen degerler grafige yazilarak bir kalibrasyon egrisi elde edilmis
olunur. Elde edilen kalibrasyon egrisinden faydalanarak, standart egrinin korelasyon
katsayisi, dogrunun denklemi, dogru egimi ve kayim noktalarinin standart sapmast

hesaplanir (Mazi, 2018; Demir, 2017).

4.7.6. Miktar tayin alt simir1 (LOQ)

Bir analitik yontemin tayin alt sinir1 belirlenen analiz kosullarinda bir numunedeki
en disiik analitik miktar1 olmakla birlikte Kabul edilebilir dogruluk ve

tekrarlanabilirlik ile tayin edilebilecek en kiiciik analitik konsantrasyonudur.

4.7.7. Gozlenebilme sinir1 (LOD)

Bir yonteme ait gozlenebilme sinir1, yontem ile gozlenebilen fakat kesin bir deger

olarak nicelendirilemeyen en kii¢lik analit konsantrasyonudur.
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Yontemin enstriimantal olup olmadigma bagh olarak gdzlenebilme sinirimi
belirleyebilmek i¢in sinyal bazinda, gorsel degerlendirmeye ve efimin standart
sapmasina bagli olarak yapilmasi gereken islemlerdir (Gonzales ve Herradar, 2007;

Srivatava ve Kumar, 2017; Caglar, 2011).

4.7.8. Kararhhk

Kararlilik, yontemin analiz siiresine kadar saklanan numunelerin bozunmaya ugrayip
ugramadigindan emin olabilmek i¢in yapilan islemlere kararlilik adi verilir. Analit
cozeltisinin sicaklik, hava, nem gibi parametrelere maruz kaldiginda numunenin
bozunmadan ayni1 kaldig1 zaman tespit edilmeli ve tespit edilen bu bilgiler de literatiir

bilgileri ile desteklenmelidir ( Mazi, 2018).

4.7.9. Saglamhk

Bir yontemin saglamligi, ayni numunelerin c¢esitli kosullar altinda analiz
yapilmasiyla elde edilen sonuglar yontemin gilivenirligini ve tekrarlanabilirlik
derecesini gostermektedir. Saglamligr etkileyen parametreler olarak farkli
laboratuvarlar, farkli analistler (analizci) farkli reaktifler, sicaklik, zaman, ortam
kosullar1 olarak gosterilebilir (Tiwari ve Tiwari, 2010; Garcia ve ark., 2011;

Srivatava ve Kumar, 2017).
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5. YONTEM ve MATERYAL

5.1. Kullanilan kimyasal Ham Maddeler ve Kimyasallar

Deneysel calismalar i¢in Shimadzu UV-2550 (Almanya) markali UV-Vis
spektrofotometresi kullanildi. Olgiimler esnasinda, 1cm 151n yoluna ait kuvarz kiivet
kullanildi. Kimyasal ve standart maddelerin tartimi i¢in Scaltec Sba31 markali
analitik terazi, pH’s1 6l¢iimii i¢in Toledo markali pH metre ile ¢alisildi. Standart ve
kimyasal maddelerin ¢dzeltilerinin hazirlanmasi i¢in bidestile su cihazi kullanildi.
Vorteks cihazi ¢ozeltinin homojen bir diizeyde karistirilmasi amactyla kullanild.

Ilag etken maddesi ile metaller arasinda olusan komplekslerin stokiyometresinin

belirlenmesinde kullanilmis kimyasal maddeler tablo 1’ de gosterilmektedir.

Tablo 1. Deneysel calisma sirasinda kullanilan kimyasallar

Kimyasal maddeler Almman firma

CoH10CI3N3 Sigma
CH4O Merck
Zn(NO3),.6H,0 Merck
Mg(NO3),.6H.0 Merck
Cd(NO:3),.4H,O Merck
Ca(NO:s)2.4H,0 Merck
Cu(NO:s),.3H,O0 Merck
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5.2. Standart Cozeltilerin Hazirlanmasi

5.2.1. Klonidin hidrokloriir ¢ozeltisi

Klonidin hidrokloriir etken maddesinden 0,0333g tartilarak metanol:su (50:50 h/h)
ile ¢oziindiiriiliip ardindan son hacme tamamlandi. Boylece 5,0x10-3 mol/L’ lik stok
cozeltisi hazirlandi. Stok c¢ozeltisinden gerekli seyreltmeler yapilarak son

konsantrasyon 2,0x10-* mol/L’ dir.

5.2.2. Bakar (II) ¢ozeltisi

Cu?"” nin stok ¢o6zeltisini hazirlamak igin 0,0604g Cu(NOs3)2.3H,O tartildi.
Hazirlanan metanol:su (50:50 h/h) ¢oziiciisii ile ¢oziindiiriiliip son hacme
tamamlandi. Boylece 5,0x10 mol/L’ lik stok ¢6zeltimiz hazirlanmis oldu. Stok

¢Ozeltisinden gerekli seyreltmeler yapilarak son konsantrasyon 2,0x10-*M’dir.

5.2.3. Kadmiyum (II) ¢ozelti

Cd?* i¢in 0,0771g Cd(NO3)2.4H,0 alinarak metanol:su (50:50 h/h) ¢oziindiiriiliip
stok ¢ozeltisi hazirlandi. Hazirlanmis 5,0x103M’° lik stok ¢ozeltisinden gerekli

seyreltmeler yapilarak son konsantrasyon 2,0x10-*M’dir.

5.2.4. Cinko (II) ¢ozeltisi

0,0744g Zn(NO3)2.6H>O onceden hazirlanmis olan metanol:su (50:50 h/h) ile son
hacme tamamlandi. Calisma ¢ozeltisi 5,0x10°M’ lik stok ¢ozeltisinden gerekli

seyreltmeler yapilarak son konsantrasyon 2,0x10-* M’ dir.
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5.2.5. Magnezyum (II) ¢ozeltisi

Mg?* stok ¢ozeltisi hazirlamak i¢in 0,0641g Mg(NO3),.6H,0 metanol:su (50:50 h/h)
karigimiyla 5,0x10-M” lik ¢ozeltisi hazirlandi. Hazirlanan stok ¢ozeltisinden gerekli

seyreltmeler yapilarak son konsantrasyon 2,0x10* M’ dur.

5.2.6. Kalsiyum (II) ¢ozeltisi

Ca** igin 0,0590g Ca(NO3)2.4H,O tartilarak metanol:su (50:50 h/h) karisimi
yardimiyla ¢oziindiiriiliip son hacmine tamamlandi. Hazirlanan calisma ¢ozeltiri
5,0x10°M” lik stok ¢ozeltiden gerekli seyreltmeler yapilarak son konsantrasyon

2,0x103 M dr.

5.3. Deneysel Calismalarin Optimum Kosullarinin Belirlenmesi

Klonidin hidrokloriiriin Cu?*, Ca?*, Cd**, Mg?* ve Zn?>* metal iyonlari ile arasindaki
kompleks olusumlarinin bulunmasina dayanan spektrofotometrik tayin i¢in dncelikle
analiz isleminde ¢6ziicli miktarini belirleyerek, degisik oranlarda metanol:su (20:60,
40:50 ve 50:50 h/h) karisimi hazirlayarak ilag etken maddemiz klonidin hidroklorir'
de ¢oOziiniirliigiine bakildi ve en uygun ¢dziicii ortami metanol:su (50:50, h/h)
karisimi olarak belirlendi. Klonidin hidrokloriiriin spektrumunu belirlemek igin
5,0x10° mol/L ¢dzeltisinin 190-400 nm araliginda tanik deney ¢ozeltisine kargi
spektrumlar1 alinarak absorbansi Olgiildii. Daha sonra, 5,0x107 mol/L klonidin
hidrokloriir ¢ozeltisinden 2,5x10~ mol/L ve 2,0x10° mol/L ¢6zeltilerini hazirlayip
190-400 nm araliginda tanik deney ¢oOzeltisine karst en uygun g¢aligma ¢ozeltisi
2,0x1073 mol/L olarak tayin edildi.

Klonidin hidrokloriiriin metallerle olusturdugu komplekslere ait spektrumlarin
maksimum dalga boyunu belirlemek i¢in ¢aligmalar yapildi. Bu amagla 5 deney
tiipiine sirast ile 2,0x10"* mol/L lik klonidin hidrokloriir ¢6zeltisinden 1,0 mL ilave
edildi. Daha sonra, bu tiiplere ilave olarak 2,0x10-* mol/L lik Cu?*, Ca?*, Cd**, Mg>*
ve Zn** ¢ozeltilerinden 1,0 mL ilave edilip tiiplerin agz1 kapatildi. 1-2 dakika boyunca

vorteks yardimiyla karigtirildiktan sonra her bir tiipiin tanik deney ¢ozeltisine karsi
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190-400 nm araliginda spektrumlart alindi. Ardindan, kompleks ¢ozeltilerin
absorbanslar1 6l¢iiliip maksimum dalga boylar1 belirlendi.

Klonidin hidrokloriiriin LOD ve LOQ tayinleri i¢in 6 farkli konsantrasyonda (0,066,
0,133, 0,266, 0,399, 0,533 ve 0,666 pg/mL) cozeltileri hazirlanarak 190-400 nm
araliginda tanik deney ¢ozeltisine karst spektrumlar: alinip, absorbanslar1 6l¢iildii.
Olgiimler sonras1 miktar tayini alt sinir1 (LOQ) ve tespit sinir1 (LOD) igin giinler ici

ve giinler aras1 3 er kez tekrarlanarak yapildi.

5.3.1. pH

pH’ 1 belirleyebilmek igin ilk olarak 2,0x10- mol/L klonidin hidrokloriir ile Cu®*,
Ca?", Cd?**, Mg?" ve Zn*" karigimlar1 25,0 mL balon jojede hazirlandi. Kompleks
karisimlarin pH metre yardimiyla pH Olglimii yapildi. Sonug¢ olarak klonidin
hidrokloriiriin Cu?*, Ca?", Cd**, Mg?* ve Zn** arasinda meydana gelen kompleksler

icin pH degeri 6,08 olarak dl¢iildii.

5.3.2. Kompleks stokiyometrisinin belirlenmesi

Cu?’- klonidin hidrokloriir, Ca?*- klonidin hidrokloriir, Cd**- klonidin hidrokloriir,
Mg?*- klonidin hidrokloriir ve Zn**- klonidin hidrokloriir komplekslerinin
stokiyometresi belirlenmesi i¢in mol oran yontemi géz oniine alinarak yapildi. Bunun
icin 2,0x1073 mol/L Cu?*, Ca?*, Cd**, Mg?* ve Zn** ¢ozeltileri hazirlandi.

Klonidin hidrokloriiriin Mg?** metal iyonu i¢in mol orani 0-2 arasinda olmasi
kosuluyla standart c¢ozeltileri hazirlandi. Ardindan her tiip 2-3 dakika boyunca
vorteks yardimiyla karistirildive kompleksler icin dnceden belirlenmis olunan
maksimum dalga boyunda absorbans degerleri Crigand/Cmetal Oranlart kullanilarak

grafige gecirildi. Diger 4 metal icinde ayn1 kosullar altinda ayni islemler yapildi.

5.4. Klonidin Hidrokloriiriin Geri Kazanimi

Klonidin hidrokloriiriin geri kazanim hesab1 igin 5,0x10- M’ lik stok ¢ozeltisinden

1,0, 1,5,2,0, 2,5 ve 3,0 mL hacimler alinarak 10,0 mL’ lik 5 ayr1 balon jojeye
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aktarilip metanol:su karisimiyla tamamlandi. Hazirlanmis bu ¢ozeltilerin 3’ er defa
190-400 nm araliginda absorbans degerlerini 6lgiiliip ortalama degerleri alindi.

Absorbans degeri ile konsantrasyon arasinda grafik ¢izilerek ol¢ii egrisi elde edildi.

Geri kazanimi hesaplayabilmek i¢in 5 tablet agirliginda calisildi. %80, %100 ve
%120 i¢in 2 tablet agirliginda etken maddesi ile plasebo tartilarak havanda homojen
sekilde karistirildi. Bu elde edilen karisimin i¢inden %80, %100 ve %120 igin 1 tablet
agirligr alinarak metanol:su (50:50 h/h) karigimiyla ¢ozelti hazirlandiktan sonra

stizgec kagidi yardimiyla siiziildii.

%80 verim i¢in ¢ozeltinin i¢inden 1,5 mL alinip 3,5 mL seyreltildi, %100 i¢in 1,0
mL alinip 3,0 mL seyreltildi ve son olarak %120 i¢in ise 1,0 mL alinip 3,8 mL ye
seyreltme islemi yapildi. Elde edilen ¢ozeltiler 3° er kez 190-400 nm araliginda
absorbans degerleri 6l¢iildii ve ortalama degerleri alindi. Absorbans degerleri ile 6l¢ii
egrisinden elde etmis oldugumuz regresyon denkleminde yerine konulup, grafik
yardimiyla bilinmeyen 6rnegin konsantrasyon degeri bulundu. Son olarak agagidaki
esitligi kullanarak 1 tabletteki klonidin hidrokloriiriin  miktarin1 ve ii¢ farkli

yiizdelikte geri kazanimlar1 hesaplandi.

n(mg) = (C mol/L)x(Molekiil agirlig) x (50,0 mL/ 1 tablet) x (seyreltme faktoril) =.... mg/ 1 tablet
% geri kazanim = (Bulunan CLN HCI miktar1) / (Tartilan CLN HCI miktar1) x 100
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6. BULGULAR

6.1. Klonidin hidrokloriir ve metal komplekslerin spektrumlar

Calisma cozeltileri 190-400 nm dalga boyu araliginda tanik deney ¢ozeltisine karst

absorpsiyon spektrumlari alindi.
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Sekil 6. Klonidin hidrokloriir’ iin (2,0x10~ M) spektrumu
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Sekil 7. Klonidin hidrokloriir — Cu®* (2,0x10~* M) spektumu
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Sekil 8. a) Klonidin hidrokloriir (2,0x10° M), b)Klonidin hidrokloriir- Cu*"
(2,0x10° M)
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Sekil 9. a)Klonidin hidrokloriir (2,0x107 M),
b)Klonidin hidrokloriir- Cu** (2,0x10~* M), ¢) Klonidin hidrokloriir (2,0x10° M ) —
metanol:su (50:50, h/h) karisimina ait ¢ozeltilerinin spektrumlari
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Sekil 10. Klonidin hidrokloriir - Ca** (2,0x10~* M) karisimi spektrumu

30



2,100 T T T
2,000 .

[

1,500 .

1,000 —

Absorbans

1

0,500 k/ﬁ b -
0.000 *l 1 {l 1

190.00 300.00 400.00

Dalga boyu (nm)
Sekil 11. a)Klonidin hidrokloriir (2,0x10*M), b)Klonidin hidrokloriir - Ca*"
(2,0x10°M) karisimina ait ¢ozeltilerinin spektrumlart
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Sekil 12. a) Klonidin hidrokloriir (2,0x10°M), b)Klonidin hidrokloriir - Ca*"
(2,0x10° M), ¢) Klonidin hidrokloriir (2,0x10° M)- metanol:su (50:50, h/h)
spektrumlari
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Sekil 13. Klonidin hidrokloriir — Cd** (2,0x10* M) karisim spektrumu
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Sekil 14. a)Klonidim hidrokloriir (2,0x10° M), b) Klonidin hidrokloriir - Cd**
(2,0x107° M) karisimimna ait ¢ozeltilerinin spektrumlari
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Sekil 15. a) Klonidin hidrokloriir (2,0x10” M), b) Klonidin hidrokloriir - Cd*"
(2,0x10° M), ¢) Klonidin hidrokloriir (2,0x10° M ) — metanol:su (50:50, h/h)
karigimina ait ¢ozeltilerinin spektrumlari
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Sekil 16. a) Klonidin hidrokloriir - Mg** (2,0x10~* M) karisim spektrumu
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Sekil 17. a) Klonidin hidrokloriir (2,0x10* M), b) Klonidin hidrokloriir - Mg**
(2,0x107° M) karisimina ait ¢dzeltilerinin spektrumlari
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Sekil 18. a) Klonidin hidrokloriir (2,0x10* M), b) Klonidin hidrokloriir - Mg**
(2,0x10° M), ¢) Klonidin hidrokloriir (2,0x10° M ) —metanol:su (50:50, h/h)
spektrumlari
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Sekil 19. a) Klonidin hidrokloriir - Zn*" (2,0x107 M) karisim spektrumu

2,100~ T T T
2,000 —

1,500

|

1,000

Absorbans

0.500 |

0,000 l ! !
190,00 300.00 400,00

Dalga boyu (nm)

Sekil 20. a) Klonisin hidrokloriir (2,0x10° M), b) Klonidin hidrokloriir - Zn*"
(2,0x107° M) karisimina ait ¢ozeltilerinin spektrumlar
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Sekil 21. a) Klonidin hidrokloriir (2,0x10° M), b) Klonidin hidrokloriir — Zn**
(2,0x10° M), ¢) Klonidin hidrokloriir (2,0x10° M) — metanol:su (50:50 h/h)
spektrumlari
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Klonidin hidrokloriiriin Cu?*, Ca?*, Cd**, Mg?* ve Zn*>" metal iyonlar1 i¢in belirlenen

optimum kosullar tablo 2’de belirtildi.

Tablo 2. Klonidin hidrokloriir ile metal komplekslerinin olusumunda optimum deneysel

kosullar1

Absorbans(A) Uygunluk Uygunluk
Kompleks Dalga deserleri saglayan saglayan pH
P boyu(nm) g Derisim Coziicii | ortamm

(mol/L) (h/h)
Metil

2+
’ (50:50)
Metil

2+_
’ (50:50)
Metil

2+_
’ (50:50)
Metil

2+_
’ (50:50)
Metil

2+_
’ (50:50)
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6.2. Kompleks Stokiyometrisinin (Bilesiminin )Tayini

Klonidin hidrokloriir ile Cu?*, Ca?*, Cd**, Mg?** ve Zn*" metal iyonlarinin arasinda
olusan komplekslerin stokiyometrisi i¢in mol oran yontemi kullanildi. Klonidin
hidrokloriiriin metal katyonuna oran1 0-2,50 degerleri aralarinda alabilecek degerler
icin bir dizi kompleks ¢ozeltileri hazirlandi. Hazirlanan ¢ozeltilerin metal ile ligand

aralarinda gergeklesebilecek komplekslerin absorbanslari 6l¢iildii.

0,4

0,35

03

0,25

0,2

Absorbans

0,15

0,1

0,05

0 0,5 1 1,5 2 2,5

Ccin/ Ceu?t

Sekil 22. Mol oran metodu ([CLN] = 2,0x10° M, [Cu®']= 2,0x10" M, Amax=272nm)
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Sekil 23. Mol oran metodu ([CLN] = 2,0x10° M, [Ca*'] = 2,0x107 M, £nx=272 nm)
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Sekil 24. Mol oran metodu ([CLN] = 2,0x10° M, [Ca*'] = 2,0x107 M, £nx=272 nm)
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Sekil 26. Mol oran metodu ([CLN] =2,0x10° M, [Zn**] = 2,0x10° M, £max=272 nm)
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6.3. Validasyon Parametreleri

6.3.1. Dogrusallik ve ol¢ii egrisi

Klonidin hidrokloriiriin stok ¢ozeltisi iginden 0,066-0,666 pg/mL konsantrasyonlari
araliginda 6 farkli derisimlerde ¢ozeltiler hazirlandi. Bu ¢ozeltiler 190-400 nm
araliginda tanik deney ¢oOzeltisine karst absorbanslari alindi. Bu 0lgiilen
konsantrasyonlarin karsisina gelen absorbans degerlerini alarak bir Ol¢ii egrisi
olusturuldu. Daha sonra, hazirlanmis olan her bir ¢alisma ¢ozeltilerin absorbanslari
iic defa daha oOl¢iiliip, bu absorbanslarin ortalama degerleri derisime karsi olacak

sekilde grafikte 6l¢ii egrisi hazirland1. Sekil 27° de 6l¢ii egrisi gosterilmistir.

1,4

1,2 y = 0,4566x + 0,0405
R?=0,9992

0,8

0,6

Absorbans

0,4

0,2

Sekil 27. Klonidin hidrokloriiriin 6l¢ii egrisi
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Tablo 3. Klonidin hidrokloriiriin 61¢ii egrisine ait istatiksel sonuglar.

istatiksel Parametreler Uv-Goriiniir Bélge Spektrofotometri
metodu
272
Dalga Boyu (nm) 236
Dogrusal Aralik 0,066-0,666 pg/mL
Regrasyon Dogru Denklemi (y=mx+n) y =0,4566x + 0,0405
r*: Korelasyon Katsayisi 1°=0,9992
Sa: Regrasyon egrisindeki kaymanin standart 0.738
sapmast ’
Sb: Regrasyon egrisindeki egimin
0,234
standart sapmasi
2,100 T T T
2,000 —
1,500 -
wn
=
=
£
S 1,000 m
[72]
2
<
0.500 |, -
0.000 :
190.00 300.00 a _400.00

Dalga boyu (nm)
Sekil 28. a) CLN hidrokloriir (0,666 ng/mL), b) CLN hidrokloriir( 0,533 pg/mL), ¢)

CLN hidrokloriir (0,399 pg/mL), d) CLN hidrokloriir (0,260 pg/mL), e) CLN
hidrokloriir (0,133 pg/mL), f) CLN hidrokloriir ( 0,066 ng/mL ) ait spektrumlar
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6.3.2. Ol¢iim simir1 (LOD) ve miktar tayin alt simir1 (LOQ)

Klonidin hidrokloriiriin kalibrasyon egrisinin en diisiik degerinden daha kiigiik
konsantrasyonlardan bir seri ¢ozeltiler hazirlandi. Hazirlanan ligand ¢6zeltisinin
absorbanslar1 6l¢iildii ve spektrumlar1 okundu. Bu elde edilen degerler yardimiyla
Klonidin hidrokloriiriin LOD degeri 0,0028 pg/mL, LOQ degeri ise 0,0039 pg/mL

olarak bulundu.

6.3.3. Kesinlik ve tekrarlanabilirlik

Analitik metodon dogruluk, kesinlik ve tekrarlanabilirlik degerleri i¢in giin i¢i ve
giinler aras1 Olclimleri kalibrasyon egrisinin i¢indeki degerlerinden 4 farklhi
derisimden ( 0,199 0,333 0,466 ve 0,599 pg/mL) yapildi. Klonidin hidrokloriir
cozeltileri i¢in hesaplanan degerlerin ortalama (X), standart sapmasi (s), % bagil hata,
% bagil standart sapma, dogruluk %BH ve kesinlik %RSD degerleri hesaplanarak
tablo 4’ de gosterilmistir.
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Tablo 4. Klonidin hidrokloriir i¢in UV-Vis Goriiniir Bolge Spektrofotometrisi yonteminin
giin i¢i ve gilinler aras1 kesinlik ve dogruluk degerlerinin sonuglari

Giin i¢i 6l¢lim degerleri Glinler aras1 6l¢iim degeri
Cger | deger | X | % | % | Palt ) ws % e
0
ug/mL | pe/mL pg/mL RE | RSD wg/mL pg/mL RE
0.150 0,152
0,12 0,167 0,16+0,011 | -18,5 | 6,79 0,183 0,170,019 12-56 10,91
0,171 0,187 s
0,276 0,277 i
0,333 0,278 0,28+0,005 | -16,2 | 1,718 0,286 0,29+0,014 13.21 4,84
0,285 0,305 ’
0,404 0,407
0,466 0,408 0,410,004 | -12,6 | 0,98 0,433 0,42+0,013 97_21 3,09
0,411 0,420 ’
0,509 i 0,519
0,599 0,514 0,51+0,005 0,97 0,530 0,53+0,008 i 1,63
0.519 14,19 0.536 11,85
X: Ortalama, S: Standart sapma, RE: Bagil hata, RSD: Bagil standart sapma

6.3.4. Klonidin Hidrokloriiriin geri kazanimi

Klonidin hidrokloriiriin geri kazanim ¢aligsmasi1 boliim 5.5.”de anlatildig1 gibi yapildi.

Tablo 5. Klonidin hidrokloriiriin geri kazanimi

Tartilan Klonidin Buﬁrznl? O?;dm
hidrokloriir miktari milgari);ll % Geri kazanim
( mg/1 tablet) (mg/1 tabet)

%80 39,68 32,60 82

%100 49,61 51,37 101,5

%120 59,53 70,90 119,1

Ortalama geri

kazanim 100.8
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7. TARTISMA VE SONUC

Bu c¢alismada klonidin hidrokloriir’iin metal iyonlari ile arasinda olusan kompleksler
incelendi. Oncelikle, klonidin hidrokloriir etken maddesi i¢in uygun ¢dziicii ortami
belirlenme ¢aligmasi yapildi. Uygun ¢oziicli ve oranin metanol : su (50:50 h/h)
karisim1  oldugu tayin edildi. Yapilan bu c¢aligmalarin sonucunda c¢alisma
konsantrasyonu 2,0x10-* mol/L olarak belirlendi.

Kompleks g¢aligmalart i¢in dalga boyu belirlendi ve bulunan degerler tablo 2’ de
verildi.

Klonidin hidrokloriiriin metal iyonlar1 ile Cu?*, Ca**, Cd**, Mg*" ve Zn** arasinda
etkilesme sonucu olugsan komplekslerin stokiyometrik oranlarinin bulunabilmesi i¢in
mol oran yontemi kullanildi. Mol oran yontemine gore, Klonidin hidrokloriir ile
Cu?', Ca*", Mg?" ve Zn** metal iyonlari arasinda meydana gelen komplekslerin
bilesimi 1:1 olarak bulundu. Klonidin hidrokloriir ile Ca?" arasinda olusan
kompleksin stokiyometrisi mol oran yontemine gore 1:2 olarak tayin edildi.
Klonidin hidrokloriiriin 6l¢iim sinir1 ( LOD ) ile miktar tayin alt sinir1 ( LOQ )
degerleri sirasiyla 0,0028-0,0039 pug/mL olarak tayin edildi.

Klonidin hidrkoloriiriin giin ig¢i ile glinler aras1 tekrarlanabilirlik degerleri hesaplandi
ve ilgili sonuglar tablo 3 de verildi.

Klonidin hidrokloriiriin plasebo tabletteki geri kazanimi ii¢ farkli yiizdelik diizeyinde
( %80, %100, %120 ) gergeklestirildi. Geri kazaniminin belirlenmesi i¢in dncelikle
olgii egrisi olusturuldu. Olusturulan bu olgii egrisi yardimiyla r’= 0,9992 olarak
hesaplandi. %80’ lik plasebo tabletindeki klonidin hidrokloriiriin madde miktar
32,60 mg olarak bulundu ve geri kazanim1 %82 bulundu. %100’ liik geri kazanim
icin ila¢ etken maddenin miktar1 51,37 mg olarak belirlendi ve geri kazanimi
%101,5 olarak bulundu. Ayni sekilde %120 i¢in palesoba tabletteki klonidin
hidrokloriir’iin ila¢ etken maddesinin miktar1 70,90 mg olarak ve geri kazanimi ise
%119,1 bulundu.

Yapilan bu g¢aligmalar sonucunda, hipertansiyon tedavisinde kullanilan klonidin

hidrokloriir ila¢ etken maddesinin metal iyonlar ile olusturdugu komplekslerin
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viicutta metal eksikligine neden olabilecegi gibi tedavi bakimindan da olumlu
anlamda katki saglayabilecegi diisiiniilmektedir. Klonidin hidrokloriiriin Cu?*, Ca?",
Cd**, Mg>" ve Zn*" metalleriyle olusturdugu kompleksin tayini igin basit, dogru,
duyarli ve maddi agidan ekonomik olan bir UV-Vis spektrofotometrik metodu
gelistirildi.

Literatiir arastirmalarinda, klonidin hidrokloriiriin Cu?*, Ca**, Cd*", Mg*" ve Zn**
metal iyonlar1 arasinda etkilesim tizerine herhangi bir ¢calismaya rastlanilmamastir.
Yapilan deneysel ¢alisma sonucunda, klonidin hidrokloriir ile Cu?*, Ca?*, Cd**, Mg?*
ve Zn>" metal iyonlar1 arasinda olusan etkilesimlere dair bir literatiir bilgisi elde

edildi ve bu ¢aligmanin literature katki saglayacagini diistinmekteyiz.
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Abstract: Hypertension is defined as a cardiovascular disease or high blood pressure. High blood
pressure can be decreased by hypertensive agents [1]. For instance, Clonidine hydrochloride provides
to decrease high blood pressure to normal levels. At the same time, narcotics are used to alleviate
withdrawal symptoms associated with the long-term use of alcohol, benzodiazepine and nicotine
(smoking) [2,3]. In this study, the metal complex studies were investigated on related with copper
and magnesium for Clonidine hydrochloride. In accordance to the studies, the intake of Clonidine
hydrochloride may lead to formation of chelates with metals. This is significant in terms of biological
activity of microorganisms. The metal complex ratios were determined by UV-Vis
Spectrophotometric method with using mol ratio method for Cu-Clonidine hydrochloride and Mg-
Clonidine hydrochloride. And also, structures of the metals complexes are supported by
spectrophotometric method. The experimental data indicate the formation of metal:ligant 1:1

complexes for Cu-Clonidine hydrochloride and Mg-Clonidine Hydrochloride..

Key words: Clonidine hydrochloride, metal complex, UV-Vis spectrophotometric method, mol ratio

method.
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